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I. Aufgabenstellung

Vor dem Hintergrund der Diskussion Uber den Klimawandel und MaBnahmen zur Minderung
der CO,-Emissionen sowie auch zur Verbesserung der Versorgungssicherheit durch die
Nutzung heimischer Ressourcen wird eine deutliche Erhéhung des Anteils erneuerbarer
Energien an der Strom- und Warmeerzeugung angestrebt. Bis zum Jahr 2020 soll der Anteil
der erneuerbaren Energien am Bruttoendenergieverbrauch in Deutschland mindestens 18 %
betragen (BMU 2011). W&hrend im Jahre 1999 850 Biogasanlagen in Deutschland in Betrieb
waren, stieg ihre Anzahl bis 2011 auf schatzungsweise 7000 an (FNR 2011). Ein GroBteil der
Biogasanlagen sind mesophile Nassvergarungsanlagen auf Gullebasis, die biogene Rest- und
Abfallstoffe sowie nachwachsende Rohstoffe (Nawaros) zur Co-Vergarung einsetzen. In
Anbetracht der gestiegenen Kosten fir Nawaros und auch aus 6ékologischer Sicht, ist fir die
Zukunft ein verstarkter Einsatz von biogenen Rest- und Abfallstoffen wiinschenswert. Die
unerschlossenen Potentiale an Rickstanden, Nebenprodukten und Abféllen sind nach wie vor
hoch und kénnen wirtschaftlich erschlossen werden (Scholwin et al. 2008). Fir den
verstarkten Einsatz von Rest- und Abfallstoffen wird ein technologisch flexibles System
benétigt, da Rest- und Abfallstoffe in Abhangigkeit von ihrem Aufkommen stark variieren
kébnnen. Jede Substratumstellung kann leicht Prozessstérungen wie Schaumbildung,
Schwimmschichtenbildung und Ubersduerung im Biogasreaktor verursachen. Diese
Stérungen kénnen zu wochenlangen Ausféllen der Biogasproduktion flihren, die die Anlage
nicht nur in eine wirtschaftlich bedrohliche Situation flihren, sondern sich auch negativ auf die
Okobilanz einer Anlage auswirken.

Ubersduerung

Bei einer Umstellung der Substratzusammensetzung ist haufig nicht genau bekannt, wie viel
Substrat einem Biogasreaktor flr den optimalen Betrieb zugeflhrt werden kann. Oftmals wird
die Raumbelastung (tagliche Fracht an organischen Substraten bezogen auf das
Reaktorvolumen) wesentlich niedriger gefahren als technisch méglich. Die Anlage wird somit
nicht optimal ausgelastet, um das Risiko einer Ubersauerung zu minimieren. Insbesondere bei
Anlagen, die einem standigen Wechsel in der Substratzusammensetzung unterliegen, ist es
schwierig die Raumbelastung zu optimieren. Ein Frilhwarnsystem hinsichtlich Ubers&uerung
und eine optimale Methode fir die Anpassung der Raumbelastung sind wichtige
Voraussetzungen um einen Hochleistungsbetrieb mit maximaler Raum-Zeit-Ausbeute zu
etablieren. Eine Ubersauerung wird in der Regel durch eine Substratiiberfrachtung, durch
organische Verbindungen (Chloroform und Phenole), Metalle und Schwermetalle in toxisch
wirkenden Konzentrationen verursacht (ATV-FA 7.5 1990). Der Vergarungsprozess unterteilt
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sich in vier Stufen: Hydrolyse, Versduerung, Essigsaurebildung und Methanbildung. Bei einer
Ubersauerung wird entweder die letzte Stufe gehemmt (Mudrack et al. 2003) oder die letzten
beiden Stufen laufen verlangsamt ab. Bei der Hemmung der Methanbildner sammeln sich die
Zwischenprodukte Essigsaure, Wasserstoff und bei sulfathaltigem Garschlamm auch
Schwefelwasserstoff an. Der pH-Wert nimmt ab und bewirkt gleichzeitig einen prozentualen
Anstieg undissoziierter Sauren. Sowohl die undissoziierten Essigsauren als auch der erhdhte
Wasserstoffpartialdruck bewirken eine Hemmung der Essigsaurebildner. Organische Sauren
wie Propionsaure, Buttersdure und Valeriansaure reichern sich an. Es tritt eine so genannte
Ubersduerung ein, die auch als Sdurehemmung bezeichnet wird (Mudrack et al. 2003). Laufen
die letzten beiden Stufen verlangsamt ab, kommt es zur Anreicherung langerkettiger
organischer Sauren, die einen Abfall des pH-Werts bewirken. Hierdurch werden wiederum die
Methanbildung und die Essigsdurebildung gehemmt. Der Vergarungsprozess kommt zum
Erliegen. Des Weiteren kann es vorkommen, dass durch eine Substratliberdosierung die
hydraulische Verweilzeit so stark verkirzt wird, dass sie fur die Reproduktion der
methanogenen Mikroorganismen, die Verdopplungszeiten von bis zu 12 Tagen bendtigen,
nicht mehr ausreicht. Es entsteht der so genannte Auswaschungseffekt. Molekularbiologische
Untersuchungen haben gezeigt, dass das Vorkommen bestimmter methanbildender Arten die
Prozessstabilitat beeinflusst. Wahrend bei niedrigen Essigsaurekonzentrationen (Km= 300 mg
I", Kampfer 2001) Arten der Gattung Methanosaeta dominieren, wird bei hohen
Konzentrationen (Km= 3000 mg I|-1, Kampfer 2001) die Gattung Methanosarcina dominant
(Huser et al. 1982, Jetten et al. 1992, Smith 1978, Smith et al. 2007, Demirel et al. 2008). Die
beiden Gattungen kénnen Methan auf acetoclastischem Weg bilden und konkurrieren daher
um die Essigsdure. In diesem Zusammenhang ist die Geschichte des
Fermentationsprozesses eines Reaktors wichtig. So dominiert in Reaktoren, deren mikrobielle
Biozénose einmal einer hohen Essigkonzentration ausgesetzt waren, die Gattung
Methanosarcina, wahrend in Reaktoren, in denen stets niedrige Essigsdurekonzentrationen
herrschten, die Gattung Methanosaeta dominiert (Hoffmann et al. 2008, McMahon et al. 2001,
Jetten et al. 1992). Es wird davon ausgegangen, dass die Dominanz von Methanosarcina zu
einem stabileren Prozess flihrt, da Mikroorganismen aus der Gattung Methanosarcina bei
einem Anstieg von Essigsdure immer noch aktiv sind und somit eine vorubergehende
SubstratstoBbelastung besser abbauen kénnen (Conklin et al. 2006). Dahingegen
beobachtete Lerm (2012) bei einer Ubersduerung zweier Reaktoren insbesondere eine groBe
Vielfalt an hydrogenotrophen Methanogenen in dem stabileren Reaktor. Der Zeitraum bis zur
Ubersduerung und die erforderliche Hdhe der StoBbelastung unterschieden sich trotz
parallelem Betrieb erheblich zwischen den Reaktoren. Nach Lerm (2012) war vermutlich die
unterschiedliche Zusammensetzung der Biozénose daflr verantwortlich. Auch Montero et al.
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(2007) machten die Beobachtung, dass hydrogenotrophe Mikroorganismen besonders bei
instabilen Bedingungen wie beim Anfahren eines Reaktors aktiver und in gréBerer Anzahl
vertreten sind als acetolastische Methanogene. Besonders die standig wechselnden Substrat-
zusammensetzungen beim Einsatz von Rest- und Abfallstoffen erfordern eine &uBerst
stressresistente und anpassungsféhige mikrobielle Lebensgemeinschaft. Nach Schisseler
(2008) sind vielen Anlagenbetreibern die Prozessdaten seiner Biogasanlage unbekannt.
Stérungen im Vergarungsprozess werden daher haufig erst dann erkannt, wenn es fir
erfolgreiche GegenmaBnahmen zu spét ist. Massive ErtragseinbuBen sind die Folge. Selbst
Messeinrichtungen fur Parameter, die zur Zustandsbeschreibung des Vergarungsprozesses
dienen, wie das Gasvolumen und die Gasqualitat, sind nur zu 70% bzw. 60% vorhanden. Als
so genannte Frihwarnparameter werden heutzutage das Redoxpotential, der FOS/TAC-Wert
(Verhaltnis aus den fliichtigen organischen S&uren und des gesamten anorganischen
Carbonats) und die Konzentration an organischen Sauren eingesetzt. Lediglich 2 von 400
Anlagenbetreiber in Deutschland messen das Redoxpotential (Weiland 2008). Dahingegen
wird mittlerweile zunehmend der FOS/TAC-Wert bestimmt. Rieger et al. (2006) stellten in
Laborexperimenten jedoch fest, dass das Redoxpotential friiher auf eine Uberlastung reagiert
als der FOS/TAC-Wert. Da das Redoxpotential jedoch mit dem pH-Wert verknupft ist, kbnnen
nur bei konstanten Substrat- und pH-Bedingungen Stérungen friihzeitig erkannt werden
(Weiland 2008). Chynoweth et al. (1994) und Allmann (2007) kritisieren auch, dass das
Redoxpotential nicht aussagekraftig genug ist. Eine Hemmung der Mikroorganismen aufgrund
von Sauerstoff kann leicht detektiert werden, aber weitere Informationen sind zu ungenau. Die
organischen Sauren werden in der Praxis generell nur durch externe Labore bestimmt und
dies Uberwiegend, wenn sich bereits ein deutlicher Einbruch in der Stromproduktion
abzeichnet (Weiland 2008). Es gibt noch einen weiteren Friihwarnparameter, der bisher in der
Praxis jedoch noch keine Anwendung findet. Wasserstoff ist ein Zwischenprodukt des
anaeroben Abbaus. Uberschreitet der Wasserstoffpartialdruck im Reaktor einen Grenzwert
von ca. 0,06 mbar, wird der Propionsaureabbau energetisch gehemmt (Weiland 2008). Eine
Anreicherung des Wasserstoffs im Biogas kann daher frihzeitig auf eine Prozesshemmung
hinweisen. Aufgrund haufiger Schwankungen des Wasserstoffgehalts ist jedoch eine
Langzeitiberwachung unerlasslich, um eine Frihwarnung zu diagnostizieren (Prechtel et al.
2006). Dennoch konnten Pind et al. (2003) keine langfristige Hemmung mit gasférmigem
Wasserstoff als alleinigen Uberwachungsparameter detektieren und einen stabilen Prozess
nicht wiederherstellen. Zosel et al. (2008) haben amperometrische Wasserstoffsensoren zur
Messung von geléstem Wasserstoff im Garschlamm entwickelt und dabei festgestellt, dass in
der flussigen Phase bis zu 50-fach héhere Wasserstoffpartialdricke gemessen werden
kénnen als in der Gasphase. Ein den Biogasbildungsprozess geféahrdender Anstieg des
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Wasserstoffpartialdrucks kann im flissigen Medium daher wesentlich eher detektiert werden
als im Biogas. In eigenen Arbeiten hat das GFZ zwei Frihwarnindikatoren entwickelt, die sich
a) aus der Summe der organischen Sauren und dem Calciumgehalt (FWI-VFA/Ca) sowie
b) aus der Phosphatkonzentration in der wassrigen Phase (FWI-PO,) zusammensetzen.

Schaum- und Schwimmschichtenbildung

Ein technischer Aspekt des Betriebs von Biogasanlagen, der bisher nicht in Ganze verstanden
und beherrscht wird, ist die Schaumbildung in den Reaktoren, die die Produktivitdt des
Prozesses verringert, da der Schaum die Entnahme und Verwertung des Gases behindert und
beim Eindringen in nachfolgende Prozessstufen zum Ausfall der Technik fihren kann.
Grundlage zur Vermeidung dieser Stérungen ist das Verstandnis der Entstehung des
Schaums. Wéhrend die Entstehung von Schaum in Biogasanlagen noch weitgehend
unverstanden ist, gibt es umfangreiche Untersuchungen aus verwandten Anwendungs-
gebieten. So ist zum Beispiel bei der Klarschlammfaulung die Schaumbildung unter anderem
bei der UberméaBigen Dosierung leicht abbaubarer Co-Substrate zu beobachten
(Bischofsberger 2005). AuBerdem kann starke Schaumbildung ein Indikator fir einen nicht-
optimalen Betriebszustand bzw. ungeeignete Betriebsfihrung sein. Als eine mdgliche Ursache
fir Schaumbildung wird ein zu hoher Stickstoffanteil im Substrat beschrieben (z.B. bei Zufuhr
von Getreide), der — verstarkt durch die Akkumulation (Rezirkulatwasser) — zur Hemmung des
Prozesses aufgrund eines tiberhéhten Ammoniakgehaltes fihrt (Schumann et al. 2007, Wetter
et al. 2004). Wird das Dosierintervall sehr lang gewdahlt, muss das Substrat zum
Fltterungszeitpunkt in entsprechend groBen Mengen zugefihrt werden. In der Folge steigt die
Konzentration organischer Sauren stark an, was auch in starker Schaumbildung resultieren
kann (FAT 2000). Die Schaumbildung kann auch mit ungeeigneten Heiz- und
Umwaélzeinrichtungen zusammenhé&ngen. So kann z.B. das Aufrihren von Sinkschichten
durch einen hohen Eintrag von Ruhrenergie zu einer starken Schaumbildung fuhren (Wetter et
al. 2004). Ein falsch dimensioniertes oder ungunstig betriebenes Heizsystem kann bei
unzureichendem Warmelbergang in Verbindung mit ungenligender Durchmischung des
Reaktorinhaltes ebenfalls zum Schaumen fihren (Bayr. Landesanstalt 2006). Besonders beim
Einsatz von Rest- und Abfallstoffen kann es aufgrund der fetthaltigen (Abfallstoffe) und
faserigen (Reststoffe) Beschaffenheit zur Schwimmschichtenbildung kommen (Bischofsberger
et al. 2005). Die Schwimmschichten kénnen bis zu 30 cm dick werden und sind nur sehr
schwer zu bekdmpfen. Sie behindern vor allem den Gasaustrag und kénnen unter Umsténden
sogar den Ausfall des kompletten Rihrsystems verursachen. In diesem Stadium kann die
Prozessstérung nur noch durch Abpumpen des gesamten Reaktorinhalts behoben werden.
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Die Folge ist ein Betriebsausfall fir mehrere Wochen, wenn nicht sogar Monate. Generell
werden flur Reaktoren, die zur Schwimmschichtenbildung neigen, Faulraummischer mit
umkehrbarer Drehrichtung, keine Gaseinpressung zur Umwalzung (Flotationseffekt fir Fette)
und die Uberpriifung der Viskositit fetthaltiger Substrate bei der vorherrschenden
Faulraumtemperatur empfohlen (Bischofsberger et al. 2005). Hier wird deutlich, wie stark die
Substratwahl und die Fluiddynamik zusammenhangen. Sobald die Ruhrtechnik ausféllt oder
zu gering ist, kommt es zur Entmischung des Reaktorinhalts. Hierbei schwimmen Stoffe mit
geringerer Dichte auf und bilden eine Schwimmschicht, welche den Gasaustritt erschwert
(Schattauer et al. 2006). Nach Deublein et al. (2008) sind fiir eine Schwimmschichtenbildung
nicht nur die Substrate verantwortlich, sondern auch in groBer Anzahl vorkommende,
fadenférmige Bakterien. Die fadenférmigen Organismen bilden grenzflachenaktive
Substanzen oder besitzen hydrophobe Zelloberflachen und reichern sich dadurch an der
Wasseroberflache an. Sie kénnen in einer zusammenhangenden Decke von bis zu 30 cm
Dicke wachsen. Aus der Abwasserreinigung sind vor allem die Spezies Microthrix parvicella
und Gordonia spp. fir die Bildung von Schwimmschichten, aber auch fir die Schaumbildung
bekannt (Rdske et al. 2006). Durch die Zugabe von Klarschlamm als Substrat in die
Biogasanlage kénnen diese Mikroorganismen auch in anaeroben Reaktoren zur Schaum- und
Schwimmschichtenbildung beitragen (Pagilla et al. 1997; Westlund et al. 1998; Marneri et al.
2009).

Kurzschlussstréme, Stagnationszonen und Totzonen

Kurzschlussstrome, Stagnationszonen und Totzonen im Garreaktor sind haufige Phanomene,
die jedoch in der Regel unbemerkt bleiben oder zumindest nicht genau beschrieben werden
kdnnen. Sie kénnen die Effizienz der Biogasanlage erheblich mindern und zu ungenutzten
Restgaspotentialen im Garrest flihren. So wurde in einer groBtechnischen Biogasanlage
infolge von Kurzschlussstrémen durchschnittich 18 % ihres Biogaspotentials nicht
ausgeschopft (Kleybdcker et al. 2007). Ein gréBerer Anteil des Substrats wurde umgehend
nach der Dosierung in den Reaktor als Garrest aus dem Reaktor abgepumpt.

Ziel des Forschungsvorhabens

Das Ziel des Teilprojektes ,Prozessverstandnis, Durchmischung und Frihwarnsysteme® war
es, prozessgestdrte Biogasanlagen chemisch und mikrobiologisch zu analysieren, um
Ruckschlisse auf die Ursachen der Prozessstdérungen ziehen zu kdnnen. Mehrere
groBtechnische Biogasanlagen wurden bei Normalbetrieb und beim Auftreten von
Prozessstérungen (Ubersduerung, Schaumbildung, Schwimmschichtenbildung) untersucht.
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Die beobachteten Stérungen wurden in einer Laboranlage (23 | Volumen) nachgestellt und

GegenmaBnahmen sowie Friihwarnsysteme erprobt.

1. Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiuhrt wurde

Ubersduerung, Schaum- und Schwimmschichtenbildung sind haufige Phanomene in
groBtechnischen Biogasanlagen. In vorherigen Untersuchungen wurde ein Frihwarnindikator
FWI-VFA/Ca entwickelt, der bereits einige Tage vor einer Ubersduerung warnt. Ebenso konnte
eine Ubersauerung erfolgreich durch die Zugabe von CaO bekampft werden. Es war nicht
bekannt, ob diese Mechanismen auch bei anderen Substratspektren als denen der oben
genannten Versuche funktionieren. Verschiedene Substrate wurden daher in diesem
Vorhaben in Bezug auf CaO und den Frihwarnindikator getestet.

Desweiteren sind viele Biogasreaktoren durch eine ungunstige Durchmischung charakterisiert.
Eine Tracerstudie konnte bereits in einem vorherigen Projekt Kurzschlussstréme identifizieren,
die zu einer unvollstandigen Vergédrung des Substrates fihrten. In dem hier dargestellten
Vorhaben wurde ein weiterer, mit einer anderen Mischtechnik ausgestatteter Reaktor auf
seine ideale Durchmischung untersucht.

Lerm et al. (2012) zeigten, dass sich die mikrobielle Biozénose bei einer Ubersduerung
verandert. Da sich die Analysen auf Laborversuche beschrankten, wurden im Vorhaben auch
groBtechnische Anlagen hinsichtlich der Veranderung der mikrobiellen Gemeinschaft unter
dem Einfluss von Prozessstérungen untersucht.

Aus einem vorherigen Forschungsprojekt standen dem GFZ Laborreaktoren zur Verflgung.
Diese wurden an die neuen Fragestellungen angepasst und verwendet, um Prozessstérungen

nachzustellen und GegenmaBnahmen sowie Friihwarnsysteme zu entwickeln.

2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Teilprojekt wurde in zwei Abschnitte eingeteilt:
a) Beprobung und Untersuchung von Prozessstérungen an groBtechnischen
Biogasanlagen
b) Untersuchungen von provozierten Stérungen an einer Laboranlage
Far die Beprobung der einzelnen Biogasanlagen wurde jeweils zuerst eine zweiwdchige
Intensivbeprobung durchgefihrt und danach wurden die betroffenen Anlagen Uber den
Zeitraum eines Jahres monatlich beprobt. Die Laboranlage wurde Uber 1,5 Jahre betrieben

und eine Ubersauerung, Schaum- und Schwimmschichtenbildung simuliert.

Die Untersuchungen unterteilten sich in



e Chemische Analysen (Konzentrationen von organischen Sauren, Calcium,
Phosphat, Ammonium; pH-Wert; Temperatur)
e Molekularbiologische Analyse der mikrobiellen Biozénose (Genetisches
Fingerprinting; quantitative Analyse mit gPCR).
Desweiteren wurde an einer ausgewahlten Biogasanlage eine Tracerstudie durchgefihrt.
Diese diente dazu, die Durchmischung eines Reaktors zu untersuchen. An der gleichen
Anlage wurde auch ein langfristiges Monitoring zur Schaumbildung durchgefihrt.

3. Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

3.1. Angabe bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fir die Durchfiihrung
des Vorhabens benutzt wurden

FOr die Durchfihrung der Untersuchungen wurde der von Wuirdemann und Kleybécker
entwickelte Frihwarnindikator [Verfahren zur Prozesssteuerung von Bioreaktoren (Process
control of biogas plant comprises measuring quantities of organic acids and calcium ions
during operation of biogas plant in predetermined intervals, determining ratio of these
quantities and comparing it with previous intervals). Erfinder: Kleybdcker, Anne, 10245 Berlin,
DE; Wirdemann, Hilke, 14482 Potsdam, am 10.06.2010 veréffentlicht] verwendet. Das
Géarmaterial wurde nach DIN-Normen untersucht (Trockensubstanz, organische
Trockensubstanz).

3.2. Angabe der verwendeten Fachliteratur sowie der benutzten Informations- und
Dokumentationsdienste
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Desweiteren wurde das Internetportal www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/ fur die Literatursuche und
den molekularbiologischen  Sequenzdatenbankvergleich  verwendet. Die  Ublichen

Internetsuchmaschinen wurden fir Literatur- und Konferenzsuche benutzt.

4. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das Projekt ,Prozessverstédndnis, Durchmischung und Frihwarnsysteme® ist ein Teilprojekt
des vom GFZ koordinierten und vom Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz und
Reaktorsicherheit geférderten  Verbundprojekis ,Vergleichende Untersuchungen an
groBtechnischen Biogasreaktoren — verfahrenstechnische, mikrobiologische, 6kologische und
6konomische Bewertung und Optimierung” (aufgrund eines Beschlusses des Deutschen
Bundestages, Férderkennzeichen: 03KB018). Weitere Projektpartner in diesem Projekt sind:

Helmholtz-Zentrum fir Umweltforschung Leipzig (UFZ),

Technische Universitat Berlin, Fachgebiet Verfahrenstechnik (VT),

Technische Universitat Berlin, Fachgebiet Bodenkunde (BK),

Karlsruher Institut fir Technologie (KIT),

Deutsches BiomasseForschungsZentrum (DBFZ).
FOr die praktischen Untersuchungen war eine Zusammenarbeit mit Betreibern von
Praxisanlagen notwendig. Genaue Angaben sind aus Datenschutzgriinden lediglich im
vertraulichen Erfolgskontrollbericht aufgefuhrt. Die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen zur Biofilmbildung wurden in Kooperation mit dem Dresdner

Grundwasserforschungszentrum e.V. (DGFZ) durchgefihrt.
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Il. Eingehende Darstellung

1. Darstellung der Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im
Einzelnen, mit Gegeniberstellung der vorgegebenen Ziele

Im Teilprojekt ,Prozessverstandnis, Durchmischung und Frihwarnsysteme® wurden drei
Reststoff-Biogasanlagen und eine mit nachwachsenden Rohstoffen betriebene Anlage
wissenschaftlich begleitet. Die Anlagen wurden bei Normalbetrieb sowie unter dem Einfluss
von Prozessstérungen chemisch und mikrobiologisch untersucht. Zu den Prozessstérungen
zahlten eine Ubersduerung, Schaumbildungen und eine Schwimmschichtenbildung. Eine
Tracerstudie wurde dariberhinaus durchgefihrt, um die Durchmischung eines Reaktors einer
Biogasanlage zu untersuchen. In Laborversuchen wurden im Anschluss die Prozessstérungen
nachgestellt und GegenmaBnahmen sowie Friihwarnsysteme untersucht.

1.1. Methoden
1.1.1. Chemische Analysen

Im Folgenden werden die fur die Arbeit verwendeten Flissig- und Gasanalysen kurz
beschrieben.

pH-Wert und Temperatur

Der pH-Wert und die Temperatur wurden unmittelbar nach der Probenahme mit dem pH-Wert-
Messgerat WTW pH 340i und der SenTix 41 pH-Elektrode gemessen.

Trockensubstanz und organische Trockensubstanz

Die Trockensubstanz (TS) und die organische Trockensubstanz (oTS) wurden nach der DIN
38409-1 bestimmt.

Photometrische Analysen

Far die photometrischen Analysen wurden die Proben zweimal bei 10.000 rpm (Eppendorf
Centrifuge 5804) 10 min lang zentrifugiert. Das Pellet aus der ersten Zentrifugation wurde fiir
die anschlieBende DNA- Extraktion bei -20°C gelagert. Das Zentrat der Flissigproben wurde
mit Schnelltests der Firma Hach-Lange auf die Konzentrationen der organischen Sauren (LCK
365, Summenparameter in Essigsaureaquivalenten), des Calciums (LCK 327) und des
Phosphats (LCK 350) untersucht. Die photometrische Auswertung der Schnelltests wurde mit
einem Hach-Lange DR2800 Photometer durchgeflhrt.

Friihwarnindikatoren hinsichtlich Ubers&uerung
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Es wurden ein Frihwarnindikator eingesetzt, der aus vorherigen Untersuchungen bekannt
war. Er ist als Verhaltnis der Konzentration an organischen Sauren zur Calciumkonzentration
definiert (FWI-VFA/Ca). Zwei weitere Frihwarnindikatoren wurden in diesem
Forschungsvorhaben entwickelt. Der eine ergibt sich aus der Phosphatkonzentration in der
wassrigen Phase (FWI-PO,) und der andere aus dem Verhdltnis aus der
Phosphatkonzentration zur Calciumkonzentration (FWI-PO,/Ca) (Kleybdcker et al. 2012a).

lonenchromatographie

Aus dem zweifach bei 10.000 rpm 10 min lang zentrifugierten Zentrat der Probe wurden
Ameisensaure, Essigsaure, Propionsaure, Buttersaure, Iso-Buttersédure und Valeriansaure mit
dem lonenchromatographen (IC) Dionex ICS 3000 bestimmt. Der IC war mit einer AS11-HC

Séule ausgeristet. Als Eluent diente Natronlauge.

Gaschromatographie

Die Biogasproben wurden mit einem SRI 8610C Gaschromatographen (GC) auf Wasserstoff,
Sauerstoff, Stickstoff, Methan und Kohlenstoffdioxid analysiert. Der GC war mit einem TCD
(Thermal Conductivity Detector), einer Silicagel S&ule und einer Molsieb 13X Séaule
ausgerustet. Als Tragergas wurde Argon verwendet.

Wahrend der Probenahme auftretende Luftkontaminationen wurden im Nachhinein
herausgerechnet und die Zusammensetzung des Biogases auf 100% korrigiert. Da bei einem
anaeroben Prozess der Luftsauerstoff von den Mikroorganismen verwertet wird, wahrend der
Stickstoff erhalten bleibt, kann aufgrund des Verhaltnisses von Stickstoff zu Sauerstoff und
dem Anteil an Sauerstoff im Biogas beurteilt werden, ob es sich um eine
Frischluftverunreinigung bei der Probenahme oder um ein Leck am Reaktor handelte. Betrug
das Volumenprozentverhaltnis von Stickstoff zu Sauerstoff 3,7 und die Menge war gering (<
4%) handelte es sich um eine Frischluftverunreinigung. Spurengase wie Schwefelwasserstoff,

Ammoniak und Kohlenmonoxid wurden in der Bilanzierung vernachlassigt.

Tracerstudie

Als Tracer wurde Uranin (Na,CxoH100s), ein fluoreszierender Farbstoff, eingesetzt. Laut Kass
(2004) ist Uranin in stark organisch belasteten Grundwassern und Klarschlammen nicht
abbaubar und wird nicht adsorbiert. Eigene Labormessungen bestatigten die Aussagen. Es
liegt bei einer Konzentration < 600 g/l gelést vor, ist biologisch unbedenklich und schon ab
geringen Konzentrationen (< 0,002 pg/l) messbar (Kass 2004). Die Fluoreszenz wurde mit
einem Lichtleiterfluorimeter mit faseroptischer Sonde der Firma Hermes bestimmt.
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Zuerst wurde der Tracer im Labor auf seine Eignung getestet. Im unbehandelten Schlamm
war er nicht stérungsfrei messbar. Daher wurde die Garschlammprobe (200 ml) bei 10.000
rom zweimal je 10 min zentrifugiert. Diese Vorgehensweise zur Uraninmessung wird auch von
Janke (2008) empfohlen. Zwischen den Zentrifugiervorgangen wurden die Proben dekantiert.
Die Probe wurde anschlieBend unter Lichtausschluss auf ihre Fluoreszenz bestimmt.

Die Fluoreszenzintensitat hangt sowohl vom pH-Wert der Probe als auch der Temperatur ab.
Daher wurden die gemessenen Fluoreszenzintensitaten pH- und Temperaturkorrigiert. FUr die
pH-abhangige Korrektur wurde der entsprechende Faktor aus Kass (2004, S. 23, Abbildung
10) abgelesen. Fur die Temperaturkorrektur wurde die Gleichung nach Herzberg (Késs 2004)
verwendet (Formel 1).

Formel 1 F=Fe"™
Wobei F, F: Fluoreszenzintensitat bei der Temperatur t oder t,
t: Temperatur bei der Messung (°C)
to: Bezugstemperatur (°C)
n: Temperaturkoeffizient

FOr den Temperaturkoeffizienten gibt es mehrere Vorschlage die sich alle im Bereich
zwischen 0,0036 und 0,0041 bewegen. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Temperaturkoeffizient gleich 0,004 gesetzt.

Der Tracer wurde als StoBmarkierung in den groBtechnischen Biogasreaktor eingebracht. Das
Uranin wurde zuerst in Wasser gel6ést und dann Uber die Zufuhrleitung des Substrats in den
Reaktor gepumpt. Die Zufuhr wurde zeitlich mit der nachsten Fettdosierung abgestimmt, so
dass eventuelle Reste in der Leitung zusammen mit dem Fett in den Reaktor gelangten.
Beprobt wurden der Garrestabzug und die Schlammumwalzung des Reaktors.

Die Modellierung einer Kaskade idealer Rihrkessel wird haufig fir die Nachbildung des
Verhaltens von technischen Reaktoren verwendet (Kraume 2007). Hierbei wird vorausgesetzt,
dass jeder Rihrkessel ideal durchmischt ist und kein Ricktransport von Stoff in einem zuvor
durchstromten Kessel mdglich ist. Zur Charakterisierung der Durchmischung wurden die
Messergebnisse sowohl mit einem ideal durchmischten Rihrkessel als auch einer Kaskade
idealer  RUhrkessel  verglichen. Nach Kraume (2007) Dberechnet sich die
Verteilungsdichtefunktion fir einen ideal durchmischten Ruhrkessel fir n = 1 und fUr eine
Kaskade idealer Rihrkessel mit n = 2 Ruhrkesseln und der dimensionslosen Zeitkoordinaten
t* =t/ HRTg4es Nnach Formel 2.
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(—nt*) (nt*)n_l
(n=1)!

Fir die Darstellung der gemessenen Uraninkonzentrationen und den Vergleich mit anderen

Formel 2 E(t*) = ne

Modellen wurde der Messwert vereinheitlicht, indem er stets auf die theoretische
Anfangskonzentration, die sich nach Janke (2008) nach Formel 3 berechnet, bezogen wurde.

Formel 3 Cy =

1.1.2. Molekularbiologische Analysen

DNA-Extraktion und Genetisches Fingerprinting

Die DNA aus den Pellets wurde extrahiert und deren Konzentration fluorimetrisch bestimmt.
Die mikrobielle Lebensgemeinschaft wurde mit dem genetischen Fingerprinting PCR-DGGE
(Polymerase Chain Reaction - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) untersucht, um die
dominanten Vertreter der mikrobiellen Gemeinschaft zu identifizieren. Dieses Verfahren hat
gegeniber konventionellen mikrobiologischen Verfahren den Vorteil, dass auch schlecht oder
nicht kultivierbare Arten erfasst werden. Es handelt sich um ein sensitives Verfahren, da der
zu untersuchende Genabschnitt mittels PCR vervielféltigt (amplifiziert) wird. Die amplifizierten
Genabschnitte gleicher GroBe werden mit Hilfe einer Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschlieBend angefarbt. Das somit erzeugte Bandenmuster ist charakteristisch flir die
untersuchte Biozdnose. Dominante Organismen kdnnen Uber die Sequenzierung der DNA
einer Bande und mit Hilfe eines Abgleiches mit Datenbanken systematisch eingeordnet
werden. Aufgrund der phylogenetischen Einordnung der gefundenen Organismen sind
Rickschlisse auf die von diesen Organismen katalysierten Stoffumsetzungen mdglich. Je
langer der amplifizierte Genabschnitt ist und je héher die Ubereinstimmung der gefundenen
Gensequenz mit den in der Datenbank bereits hinterlegten Sequenzen ist, desto genauer ist
eine phylogenetische Zuordnung der Sequenz zu einer bestimmten Gattung bzw. Spezies
maglich. Ab einer Ahnlichkeit von 96% wird neben der Zuordnung zu einer Gattung auch die
Zuordnung zu einer Art vorgenommen. Wenn die gefundenen Mikroorganismen bereits
stoffwechselphysiologisch charakterisiert wurden, kdnnen Rulckschlisse auf katalysierte
Prozesse getroffen werden. Generell ist anzumerken, dass nicht die gesamte Erbinformation,
sondern nur ein bestimmter Abschnitt des Gens fir die Zuordnung verwendet wird und daher
selbst bei 100% Ubereinstimmung abweichende Fahigkeiten zu den bereits charakterisierten
Organismen mdoglich sind.
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Quantifizierung spezifischer Mikroorganismen

Zur Quantifizierung von Mikroorganismen wurde eine quantitative PCR (qPCR) eingesetzt,
womit die Zahl der in einer Probe vorhandenen Genkopien bestimmt wird. Die Genkopien
geben Aufschluss Uber das Vorkommen spezifischer Organismen. Bei der gPCR wird im
Gegensatz zur herkdmmlichen PCR ein Fluoreszenzfarbstoff mit ins Reaktionsgefa3 gegeben,
der an doppelstrangige DNA bindet. Im Verlauf der PCR werden Genfragmente vervielfaltigt
und der Farbstoff bindet an die amplifizierten Fragmente. Je mehr Ausgangsmaterial
vorhanden war, desto friiher kann eine Fluoreszenz detektiert werden. Somit lassen sich
quantitative Aussagen Uber die untersuchten Mikroorganismen in einzelnen Proben treffen.

1.2. Ergebnisse der Betriebsaufnahmen und Untersuchungen an groBtechnischen
Anlagen

Der Betrieb der abfallwirtschaftlichen Biogasanlagen KS-Abfall 1, KS-Abfall 2 und Gul-Abfall 1
wurde in dem Vorhaben Optgas wissenschaftlich begleitet und aus den Ergebnissen wurden
Optimierungsvorschldge erarbeitet, die den Betreibern zur Verflgung gestellt wurden.
Dartiberhinaus wurden Garreste aus der NawaRo-Anlage NawaRo (Referenzanlage)

untersucht.

1.2.1. Anlage ,,KS-Abfall 1

Die Anlage bestand aus zwei mesophil (38-42°C) betriebenen Kaskaden (1 und 2) mit je 2
vorgeschalteten (R1, R2) und nachgeschalteten Reaktoren (R3, R4) & 8000 m® Volumen. Als
Substrate wurden eingedickter Mischschlamm (Uberschussschlamm und Primarschlamm),
Fettabscheiderinhalte, Speisereste und Abfallprodukte aus der Lebensmittelindustrie
eingesetzt. Der vorgeschaltete Reaktor jeder Kaskade wurde mit Mischschlamm beschickt.
Der nachgeschaltete Reaktor (R3) in der Kaskade 1 wurde zusatzlich mit Co-Substrat
(Fettabscheiderinhalte, Speisereste und Abfallprodukie aus der Lebensmittelindustrie)
beschickt. Die Raumbelastung betrug in den Sommermonaten etwa 4 - 4,5 kg oTR m® d™,
wahrend sie in den Wintermonaten wegen vermehrter Schaumbildung auf ca. 2,5 - 3 kg oTR
m® d' heruntergefahren wurde. Laut Anlagenbetreiber produzierte die Kaskade 1 (Co-
Substratzufuhr) ca. 15-20 % zu wenig Biogas bezogen auf die eingesetzte Substratmenge.

Als Ursache fir die zu geringe Gasausbeute wurde eine Hemmung des biologischen
Stoffumsatzes aufgrund der niedrigen Sauregehalte ausgeschlossen, zumal beide Kaskaden
auch in etwa gleiche oTS-Abnahmen zeigten. Daher wurde die Durchmischung des
nachgeschalteten Reaktors R3 im Hinblick auf mdgliche Kurzschlussstrome und

Stagnationszonen untersucht.
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Tracerstudie zur Charakterisierung der Durchmischung

Eine Tracerstudie zeigte, dass der Reaktor unzureichend durchmischt wurde. Hierbei
entsprachen 62,5 % des Reaktorinhalts einer Stagnationszone und 37,5 % einer dynamischen
Zone (Kleybdcker et al. in prep). In die Stagnationszone wurden 18 % des Substrats und in die
dynamische Zone wurden 82 % eingetragen. Die niedrige Verweilzeit von 3,8 d in der
dynamischen Zone flihrte zu einem friihzeitigen Austrag eines GroBteils des Substrats aus
dem Reaktor. Demnach wurden 19 % des taglich zugefiihrten Substrates innerhalb eines
Tages wieder abgezogen. Ware der Reaktor ideal durchmischt gewesen, waren taglich 11%
des frischen Substrats ausgetragen worden. Es gingen also taglich 8 % des Substrats zur
Erzeugung von Energie verloren. Nach einer Verweilzeit von 3,8 d waren somit schon ca. 50
% des frischen Substrates ausgetragen worden. Eine zu kurze Verweilzeit wirkt sich
besonders stark bei Fetten aus, da ein vollstandiger Abbau in der Regel erst nach 30 Tagen
erreicht wird. Es ist daher davon auszugehen, dass die groBe Stagnationszone fir die zu
niedrige Methanausbeute urséchlich war.

Mikrobielle Gemeinschaft und Ursachen einer Schaumbildung

Wahrend eines Schaumereignisses im nachgeschalteten Reaktor 3 der Kaskade 1 wurden
alle vier Reaktoren (R1, R2, R3, R4) sowie der Schaum vom Uberlauf des Reaktors R3
untersucht. Mit Hilfe der denaturierenden Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) wurden die
Garreste und der Schaum auf ihre mikrobielle Zusammensetzung hin analysiert. Die Archaea,
zu denen die methanproduzierenden Mikroorganismen gehdren, unterschieden sich in den
einzelnen Reaktoren nicht im Bandenmuster des genetischen Fingerprintings. Die
Zusammensetzung der archaeellen Lebensgemeinschaft war demnach fiir alle vier Reaktoren
in Bezug auf die mit der Methode erfassten dominanten Vertreter gleich. Uber einen
Sequenzvergleich mit einer Online-Datenbank wurde ein unkultiviertes Archaeon der Ordnung
Methanomicrobiales identifiziert. Vertreter der Ordnung Methanomicrobiales verwerten
hauptsachlich Wasserstoff und Kohlendioxid zur Methanbildung. Im Schaum wurden zwar die
gleichen Banden gefunden wie in den Garresten der Reaktoren, diese waren aber sehr viel
schwéacher ausgepragt. Der Grund hierfir kénnte eine geringe Anzahl an Archaeen im
Schaum sein.
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Abbildung 1: Charakterisierung der bakteriellen Biozénosen der Gérreste der 4 Reaktoren
(R1-R4) sowie des Schaums von Reaktor 3 (R3S) der Biogasanlage KS-Abfall
1. Banden von Microthrix parvicella sind rot markiert.

__.-___

o ey

Ein Vergleich der DGGE-Bandenmuster fir Bacteria zeigte eine verénderte Zusammen-
setzung im Schaum und auch im Garrest des schdumenden Reaktors 3 (Abbildung 1).
Auffallig war, dass in allen Reaktoren Candidatus Microthrix parvicella nachgewiesen wurde,
der dafir bekannt ist, dass er in Klaranlagen an der Schaumbildung beteiligt ist und auch in
Biogasanlagen mit Schaumbildung in Verbindung gebracht wird. Im schaumenden Reaktor 3
sowie im Schaum dieses Reaktors, waren die Banden von M. parvicella im Gelbild erheblich
intensiver als in den drei anderen Reaktoren. Dieser semiquantitative Befund deutete darauf
hin, dass sich die Menge dieses Mikroorganismus wahrend der Schaumbildung deutlich
erhdéhte und dieser daher vermutlich ursachlich an der Schaumbildung beteiligt war (Lienen et
al. 2013a). Das Vorkommen filamentdéser Strukturen im Schaum wurde auch durch
mikroskopische Analysen gezeigt (Abbildung 2).

Abbildung 2: Filamentése Strukturen im Schaum (Durchlicht-Mikroskopie, 63x VergréBerung)
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Neben M. parvicella kam auch das Aminosaure fermentierende Bakterium Candidatus
Cloacamonas acidaminovorans verstarkt im Schaum vor. Da die Schaumbildung h&ufig im
Zusammenhang mit erhdhten Proteinwerten steht, kénnte C. cloacamonas als Indikator fir
einen hohen Proteingehalt dienen. Desweiteren wurden in den Reaktoren noch das
cellulolytische Bakterium Ruminococcus flavefaciens und ein unkultiviertes Bakterium der
Klasse Spirochaetes identifiziert. Mitglieder der Klasse Spirochaetes wurden in gegenwartigen
Studien als syntrophe Acetat Oxidierer charakterisiert. Die bei der Acetat-Oxidation
entstehenden Wasserstoff und Kohlendioxid kénnen dann von hydrogenotrophen
Methanogenen in Methan umgesetzt werden.

Quantifizierung des ,Schaumbildners” Microthrix parvicella

In einer relativen Quantifizierung mit Hilfe der quantitativen PCR (gqPCR) und mit flr
M. parvicella spezifischen Primern wurden die semiquantitativen Ergebnisse des genetischen
Fingerprintings verifiziert. Relativ zur Menge der gesamten bakteriellen DNA wurden im
schdumenden Reaktor und im Schaum um den Faktor 2 erhéhte DNA-Mengen von
M. parvicella gefunden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass M. parvicella im schdumenden
Reaktor Vorteile gegenliber den anderen Bakterien hatte und zum Schaumereignis beitrug.
M. parvicella begiinstigt durch seine filamentdse Struktur und eine hydrophobe Zelloberflache
die Schaumbildung sowohl in Klaranlagen als auch in Biogasanlagen. Das produzierte Biogas
tragt die Filamente an die Schlammoberflaiche und stabilisiert den Schaum. Die Ergebnisse
der relativen Quantifizierung wurden im Anschluss durch eine spezifische absolute
Quantifizierung mit der qPCR bestatigt. Hierbei wurden 2-fach héhere Genkopienzahlen von
M. parvicella im schaumenden Reaktor detektiert (Abbildung 3). Ein zweites Schaumereignis
in der betroffenen Biogasanlage zeigte ebenfalls um den Faktor 2 erhéhte Genkopien im
schdumenden Reaktor und wies damit auf eine Verdopplung der Zellzahlen hin.

M. parvicella wird in der Literatur als aerob wachsendes Bakterium charakterisiert, das unter
anoxischen oder anaeroben Bedingungen Speicherstoffe wie langkettige Fettsduren anlegen
und fir den Zellstoffwechsel verwenden kann. Wachstum ist auch mit Nitrat méglich, dieses
wird allerdings nur bis zum Nitrit reduziert. In der untersuchten Biogasanlage erhdhte sich die
M. parvicella Genkopienzahl von Reaktor 1 zum nachgeschalteten Reaktor 3 um den Faktor 2.
Dieses deutet auf anaerobes Wachstum ohne Nitrat hin, da Nitrat bereits in den vorherigen
Schritten der Abwasseraufbereitung bzw. spatestens im vorgeschalteten Reaktor denitrifiziert
wurde und dementsprechend in Reaktor 3 nicht mehr zur Verfigung gestanden haben kann.
Ein weiterer Grund fur die doppelt so hohe Abundanz in Reaktor 3 kdnnte auch die Verweilzeit
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sein, da die Menge in den Reaktoren 1 und 3 zwar zeitgleich untersucht wurde, aber
Verweilzeiteffekte kdnnen den Vergleich erschweren. So kdnnte es schon einige Tage vorher
zu einem groBen Eintrag von M. parvicella in Reaktor 3 gekommen sein. Die erhdhte
Abundanz im nachgeschalteten Reaktor kdnnte somit auch durch das Verweilzeitverhalten
verursacht sein. Dementgegen spricht allerdings das zweite Schaumereignis einen Monat
spater. Hier wurde ebenfalls eine Verdoppelung der Abundanz von M. parvicella im
schaumenden Reaktor nachgewiesen. Die Werte Uberstiegen den Eintrag von M. parvicella
aus Reaktor 1, der etwa eine Verweilzeit vorher gemessen wurde, um den Faktor 3. Daher ist
davon auszugehen, dass Verweilzeiteffekte nicht die wesentliche Ursache fir die erhdhte
Abundanz von M. parvicellaim nachgeschalteten Reaktor sind. Anscheinend konnte er sich im
Reaktor vermehren, obwohl hier weder Sauerstoff noch Nitrat als Elektronenakzeptor

gewesen sein sollten.
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Abbildung 3: M. parvicella Genkopien pro g Probe in den Reaktoren 1 bis 4 wéhrend des
Schaumereignisses (QPCR). Stark erhéhte Werte im schdumenden Reaktor 3 im
Gegensatz zu den nicht betroffenen Reaktoren 1, 2 und 4.

Auch die Fettzugabe in Reaktor 3 kénnte aufgrund von Flotationseffekten ursachlich fir das
Schaumen sein. Fette sind dafiir bekannt, dass sie eine Schaumbildung in Klaranlagen und
Biogasanlagen verursachen kdnnen. Die Fette verfangen sich zwischen den Filamenten der
Mikroorganismen und durch ihre hydrophobe Oberflache steigen diese zusammen mit
angehefteten Gasblasen an die Oberflache des Garschlammes und transportieren damit auch
die Filamente (Flotationseffekt). Im Zuge der beobachteten Schaumereignisse wurden etwa
500 Tonnen Fett pro Monat im nachgeschalteten Reaktor co-vergoren. Vermutlich lagerten
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sich die Fette an der Schlammoberflache ab und verursachten in Verbindung mit dem
erhdhten Vorkommen von M. parvicella die Schaumbildung. Die beim Abbau entstehenden
langkettigen Fettsduren kénnten eine Vermehrung von M. parvicella geférdert haben. Die
langkettigen Fettsauren dienten vermutlich als Speicherstoff. Somit kénnte M. parvicella einen
Selektionsvorteil gegenlber den anderen Bakterien gehabt haben. Da auch in den
Folgemonaten Fettmengen von mehr als 500 Tonnen pro Monat co-vergoren wurden, hier
aber kein Schaumen auftrat, kann davon ausgegangen werden, dass nicht das Fett allein zum
Schaumen flihrte. Vielmehr war auch die Menge an eingetragenem M. parvicella entscheidend
fir das Schaumen. Erst als ein Schwellenwert Uberschritten wurde, trat Schaum im Reaktor

auf.

Einfluss der Temperatur auf das Vorkommen von M. parvicella

Da aus der Literatur zur Abwasserbehandlung bekannt ist, dass das Vorkommen von M.
parvicella jahreszeitliche Abhéangigkeiten zeigt, wurde der zur Schaumbildung neigende
Reaktor Uber den Zeitraum von einem Jahr auf das Vorhandensein von M. parvicella mit der
PCR-DGGE (allg. Bacteria-Primer) analysiert. Es zeigte sich, dass M. parvicella zwar Gber das
ganze Jahr im Reaktor nachgewiesen wurde, sich die Menge in den kélteren Monaten
(Oktober — Marz) erhéhte (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Charakterisierung der bakteriellen Biozénosen des zur Schaumbildung

neigenden Reaktors 3 (iber den Zeitraum eines Jahres. Banden von M.
parvicella sind rot markiert.
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Eine spezifische quantitative Analyse mit der gPCR bestatigte die Ergebnisse des genetischen
Fingerprintings und belegte ebenfalls ein vermehrtes Vorkommen von M. parvicella in den
kalteren Monaten (Abbildung 5). Wéahrend die Genkopien in Monaten mit durchschnittlichen
Temperaturen unter 13°C (iber 1 x 10° / g lagen, nahmen diese in den warmeren Monaten um
den Faktor 10 ab (Lienen et al. 2013a). Auch das Schaumrisiko wurde vom Anlagenbetreiber
entsprechend zum starkeren Vorkommen von M. parvicella fir die Wintermonate als erhéht
angegeben. Wiederum wurden fiir einige Monate (Mai, Juni, September, November) héhere
M. parvicella Genkopien im nachgeschalteten Reaktor 3 als in Reaktor 1 detektiert, wodurch
die Hypothese des anaeroben Wachstums unterstltzt wurde. Analysen des eingetragenen
Klarschlammes zeigten die gleichen jahreszeitlichen Verlaufe wie der Schlamm aus den
Reaktoren 1 und 3. Der Eintrag von M. parvicella durch das Substrat war somit ebenfalls
ursachlich an der Schaumbildung in den Wintermonaten beteiligt. Héhere Eintragswerte
fihrten auch zu héherem Vorkommen in dem nachgeschalteten Reaktor und damit zu einem
héheren Schaumrisiko.
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Abbildung 5: Vorkommen von M. parvicella dber das Jahr (qPCR). Geringere
Genkopienanzahl in den wdrmeren Sommermonaten von Juni bis November.

M. parvicella 16S rRNA Genkopien / g Probe
\
o
durchschnittliche AuBentemperatur [°C]

1.2.2. Anlage ,,KS-Abfall 2

Die mesophil (37°C) betriebene Biogasanlage KS-Abfall 2 bestand aus zwei Reaktoren mit
jeweils 2300 m*® Volumen. Als Substrate wurden Mischschlamm (Uberschussschlamm und
Primarschlamm), Maische (Uberlagerte Lebensmittel) und Fette (Fettabscheider, Reststoffe

aus der Biodieselproduktion) verwendet. Bei einer durchschnittlichen Raumbelastung von ca.
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3,2 kg oTS m® d” lag die Gasausbeute bei ca. 0,5 m3 CH, (kg oTS d)™'. Der pH-Wert befand
sich in beiden Reaktoren ca. bei pH 7,2, wobei die Konzentration organischer Sauren
zwischen 200 mg I und 300 mg I streute. Der Calciumgehalt betrug zwischen 20 mg I und
60 mg .

Ubersduerung und Entsduerung

Nach Zufuhr eines neuen Substrates ,MONG* (matter organic non glycerin; ein Nebenprodukt
der Biodiesel-Herstellung) kam es in beiden Reaktoren zu einer Ubersduerung. Die Sauren
stiegen um ihren 10-fachen Wert bei Normalbetrieb auf 3360 mg I" (R1) und 2270 mg I'' (R2)
an. Die Gasausbeute sank um 60 % auf 0,2 m3 CH, (kg oTS d)" und der pH-Wert fiel auf pH
6,8 (R1) und pH 6,99 (R2). Zur Stabilisierung des Prozesses wurde Calciumoxid eingesetzt.
Es wurde einmalig direkt in die Reaktoren und nachfolgend in den Maischespeicher dosiert.
Taglich wurde jedem Reaktor 6 Mal Maische zugeflhrt und somit auch das in der Maische
enthaltene Calciumoxid. Der Calciumgehalt der Garschlamme stieg daraufhin kurzzeitig auf
170 mg I'" (R1) und 140 mg I'' (R2) an. Die S&uren sanken stetig bis beide Reaktoren nach
etwa 20 Tagen entsauert waren.

Wahrend der Entsduerung wurde die Bildung von kleinen gelblichen Ausféllungen im
Géarschlamm beobachtet, die eine GréBe von etwa 1,5 mm besaBen. Die Analyse der
Ausféllungen erfolgte mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops in Kombination mit
energiedispersiver Réntgenspektroskopie (REM-EDS). Die Oberflache der Aggregate war
durch einen Uberzug mit einem sehr kohlenstoffreichen Material gekennzeichnet
(Abbildung 6a).

Abbildung 6: a) Kohlenstoffhaltige Oberflache der Aggregate b) Nachweis von Biofilmen und
Magnesium- und Aluminiumphosphate im Kern der Aggregate (REM-EDX).

Es wird vermutet, dass es sich bei dem kohlenstoffhaltigen Material um langkettige Fetts&duren

handelt. Wahrscheinlich fanden Adsorptionsprozesse der langkettigen Fettsduren an die
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Aggregate statt. Der Adsorptionsprozess entzog die langkettigen Fettsduren der gelésten
Phase und verringerte somit ihre Verflgbarkeit. Hierdurch wurde die hemmende Wirkung
langkettiger Fettsduren vermindert und der Prozess stabilisierte sich. Im Inneren der
Aggregate wurden Biofilme beobachtet, wobei der mineralische Kern aus Magnesium- und
Aluminiumphosphaten. bestand (Abbildung 6b).

Charakterisierung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft

Die Zusammensetzung der mikrobiellen Biozénose veradnderte sich wéahrend der
Ubersduerung. Mit Beginn der Ubersduerung wurde Candidatus Cloacamonas
acidaminovorans mit dem genetischen Fingerprinting (allg. Bacteria-Primer) nicht mehr
erfasst, wahrend ein bisher noch nicht weiter charakterisiertes Deltaproteobakterium erst
wahrend der Ubersauerung detektiert wurde. Uber C. acidaminovorans ist wenig bekannt.
Umfassende Analysen der Erbinformation deuten auf die Fahigkeit von C. acidaminovorans
zur Degradation von Proteinen hin (Pelletier et al. 2008). Vermutlich wurde
C. acidaminovorans durch die erhéhten Saurewerte gehemmt, wahrend das
Deltaproteobakterium offensichtlich durch die hohen Saurekonzentrationen begiinstigt wurde
und die bakterielle Lebensgemeinschaft dominierte. Daneben wurde noch ein
uncharakterisiertes Thermotogae Bakterium identifiziert, das Uber den gesamten Verlauf des
Versuchs nachgewiesen wurde und somit offensichtlich an die hohen Saurewerte angepasst
war. Bakterien dieser Klasse besitzen die Fahigkeit komplexe Kohlenhydrate zu verwerten.
Das genetische Fingerprinting der archaeellen Gemeinschaft war nicht erfolgreich. Vorherige
Studien der methanogenen Lebensgemeinschaft wahrend einer Ubersduerung in der
untersuchten Biogasanlage zeigten keine Veranderungen im genetischen Fingerprinting.

1.2.3. Anlage ,,Gul-Abfall

In der Biogasanlage Gul-Abfall wurde zweistufig vergoren. Die Anlage bestand aus zwei
Hydrolysereaktoren mit einem Volumen von jeweils 520 m3 sowie zwei mesophil (37°C)
betriebenen methanogenen Reaktoren N1 und N2 mit einem Volumen von jeweils 2300 m®.
Die erste Stufe wurde mit einem pH-Wert zwischen 5 und 6 betrieben, wahrend der pH-Wert in
der Zweiten zwischen 7 und 8 lag. Die Raumbelastung lag zwischen 2 und 2,5 kg 0TS m® d™.
Als Substrate wurden Fisch-, Speise-, Flotatabfélle, Blut, Fettabscheiderinhalte, Bioschlamme,
Reststoffe aus der Rapsodlpressung, Getreideschlamme und Melasse eingesetzt. Die
hydraulische Verweilzeit betrug 26 Tage. Im Normalbetrieb lagen die Konzentrationen der
organischen Sauren in der ersten Stufe bei 18.000 mg "' und in der zweiten Stufe bei 1900 mg
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I". Der Trockenriickstand (TR) betrug im Durchschnitt 4,4 % und der organische

Trockenrlckstand (0TR) 2,6 %.

Langzeitmonitoring: Warnung vor einer Ubersduerung durch FWI und Schaumereignis

Uber einen Zeitraum von einem Jahr wurden in Abstanden von etwa zwei Wochen Garreste
der Anlage untersucht. Wa&hrend des Normalbetriebs lagen die Konzentrationen an
organischen Sauren zwischen 600 und 1300 mg I, der Calciumgehalt zwischen 21 und 78 mg
I und der Magnesiumgehalt zwischen <3 und 16 mg I'. Als der Friihwarnindikator FWI-
VFA/Ca nach zwei Monaten Monitoring vor einer Ubersduerung durch seinen fiinffachen
Anstieg eine Warnung anzeigte, lag der Gehalt der organischen Sauren mit 2700 mg I
wesentlich héher als im Normalbetrieb und der Calciumgehalt war mit 23 mg I relativ niedrig.
Die Gasproduktion sank nach der Warnung des FWI-VFA/Ca um 36 %. Der Prozess
stabilisierte sich jedoch innerhalb von 14 Tagen wieder.

Wahrend des Langzeitmonitorings kam es zu einem Schaumereignis. Die Analyse der
Garreste deutete auf keine Hemmung der Mikroorganismen durch organische S&uren oder
Ammonium hin. Die Auswertung der betrieblichen Daten zeigte, dass der Grund der

Schaumbildung ein plétzlicher Anstieg der Temperatur des Reaktorinhaltes war.

Anlagenstérung: keine Durchmischung

Der Motor des Riuhrwerks von Reaktor N1 und das obere Paddel des Rihrwerks von Reaktor
N2 fielen fUr vier Monate aus. Dieser Zeitraum wurde genutzt, um die Auswirkung des
Ruhrens auf den Prozess der Biogasbildung zu untersuchen. Um das Paddel des Reaktors N2
zu reparieren, wurde der Reaktor gedffnet und in diesem Zuge wurde auch eine gebildete
Schwimmschicht untersucht. Nach zwei Tagen ohne Umwalzung hatte sich der
Trockenruckstand des Garrests von Reaktor N1 um das 1,5-fache erhdht, wobei der
organische Anteil konstant blieb. Nach vier Tagen sank der Trockenrtckstand jedoch wieder
auf das Ausgangsniveau. Der Trockenriickstand des Garrests aus Reaktors N2 blieb auf dem
gleichen Niveau wie der aus Reaktor N1 vor dem Rdihrerausfall. Die Verlaufe der
Konzentration der organischen Sauren, des Phosphats, des Calciums und des Magnesiums
zeigten keine signifikanten Veranderungen. Nach dem Ausfall des Rihrers nahm die
Gasproduktion ab. Bezogen auf die Biogasproduktion in den ersten beiden Monaten des
RUhrwerksausfalls, wurden im dritten Monat 66 % und im vierten Monat 84 % produziert. Bei
der Bewertung ist jedoch zu berlcksichtigen, dass neben einer unvorteilhaften Durchmischung
auch Anderungen der Substratmatrix und —-menge die Biogasproduktion beeinflussten.
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Wahrend des Ruhrwerkausfalls und nach Wiederinbetriebnahme wurden die Géarreste beider
Reaktoren und die gebildete Schwimmschicht aus Reaktor N2 auf ihre bakterielle
Zusammensetzung hin analysiert. Wahrend das genetische Fingerprinting-Muster der
Schwimmschicht und des Garrestes identisch war, zeigten sich zwischen beiden parallel
betriebenen Reaktoren Unterschiede (Abbildung 6). Eine Bande, die einem noch nicht weiter
klassifizierten Bakterium zugeordnet wurde, wurde Uber den Verlauf des Rihrerausfalls in
Reaktor N1 intensiver wahrend ihre Intensitéat in Reaktor N2 abnahm.

Reaktor N1 Reaktor N2

-
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12 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
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Abbildung 6: Charakterisierung der bakteriellen Biozénosen (ber einen Zeitraum von sechs
Monaten von Reaktor N1 (a) mit komplettem Rihrwerksausfall und Reaktor N2
(b) mit Ausfall eines Riihrpaddels. In Monat 5 wurden die Stérungen behoben.
Signifikante Unterschiede in der bakteriellen Biozénose wéhrend des Ausfalls
der Rdhrtechnik und Anpassung der Biozénosen nach Wiederinbetriebnahme
der beiden Rudhrer (markiert). Die Schwimmschicht (c) aus Reaktor 2
unterschied sich nicht vom Gérrest.

Nach Wiederinbetriebnahme der RUhrwerke glichen sich die Bandenmuster der beiden
Reaktoren wieder an. Identifizierungen der dominanten Banden zeigten, dass die mikrobielle
Gemeinschaft von Mitgliedern des Stammes Firmicutes dominiert wurde. Bakterien dieser

Abteilung verstoffwechseln komplexe organische Verbindungen und kommen in den meisten
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Biogasanlagen vor. Desweiteren wurden Mikroorganismen der Stdmme Bacteroidetes und
Chloroflexi in beiden Reaktoren identifiziert. Mehrere Arten dieser Ordnungen wachsen
filamentds. Die Filamente kénnten die Schwimmschichtenbildung geférdert haben (Lienen et
al. 2013b). Da nur Reaktor N2 gedffnet wurde, ist nicht bekannt, ob sich auch in Reaktor N1
eine Schwimmschicht gebildet hat. Durch den Ausfall des RUhrwerks ist dieses aber sehr
wahrscheinlich.

Der TR-Gehalt der Schwimmschicht (Reaktor N2) war gegentber dem Gérrest um das 4-
fache, der oTR-Gehalt um das 3,5-fache und der Gehalt an Fettsduren um das 2-fache erhéht.
Dagegen war die Ammoniumkonzentration mit 2300 mg I in der Schwimmschicht um ca. 1/3
geringer als im Garrest mit 3300 mg I". Die Konzentrationen von Phosphat, Calcium und
Magnesium zeigten keine signifikanten Unterschiede. Sowohl die organischen Sauren als
auch der oTR-Gehalt zeigen eine Akkumulation von organischem Material in der
Schwimmschicht. Offensichtlich wurde das Substrat infolge der Rihrwerksstérung nicht mehr
ausreichend im Reaktor verteilt und es bildete sich eine Schwimmschicht, in der der Abbau
suboptimal ablief und die zudem die Gasabfuhr behinderte.

1.2.4. Anlage ,,NawaRo“

In der mit nachwachsenden Rohstoffen betriebenen Referenzanlage NawaRo wurden
Maissilage und Grassilage co-vergoren. Sie bestand aus 5 Modulen mit jeweils 4 Reaktoren.
Jeder Reaktor wies ein Volumen von 4650 m® auf. Die Raumbelastung betrug 4,2 kg 0TS m?
d'.

Leistungsabfall in einem Reaktor

In einem der Module erbrachte ein Reaktor F1 bei einer Raumbelastung von 4,2 kg oTS m® d’
! die erwartete Leistung, wahrend Reaktor F2 bereits bei einer Raumbelastung von 2,9 kg oTS
m® d' in seiner Leistung stark abnahm. Die organischen Sauren unterschieden sich in der
Konzentration um ca. 1000 mg I'". F1 hatte einen Gehalt von 3940 mg I und F2 von 4930 mg
I'". Die pH-Werte befanden sich fur F1 bei 7,5 und fir F2 bei 7,6.

Garreste der beiden Reaktoren wurden mittels genetischem Fingerprinting analysiert. Bei den
Bacteria wurden nur geringe Unterschiede im Bandenmuster zwischen den beiden Reaktoren
festgestellt. Bei einem Garrest des leistungsschwachen Reaktors F1, der eine Woche spater
genommen wurde, lieB sich allerdings ein abweichendes Bandenmuster feststellen, was auf
eine Veranderung der bakteriellen Gemeinschaft schlieBen l&sst. Der Gehalt an organischen
Séauren war innerhalb dieser Woche um 500 mg I gesunken, was auf eine Verbesserung des
Abbaus der organischen Sauren zu Biogas und somit auf eine Leistungssteigerung des
Reaktors hindeutete. Es wurden sowohl dominante Mikroorganismen identifiziert, die in beiden
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Reaktoren vorhanden waren, als auch welche, die sich vom leistungsstarken zum
leistungsschwachen Reaktor unterschieden. In beiden Reaktoren wurden das Bakterium
Ruminococcus xylanolyticum, das am Aufschluss von Cellulose beteiligt ist, und ein bisher
nicht kultiviertes Bakterium der Ordnung Bacteroidetes identifiziert. Desweiteren wurden zwei
weitere aus der Klasse Clostridia stammende Mikroorganismen nur im leistungsschwachen
Reaktor F2 nachgewiesen. Die fir Biogasreaktoren typischen Clostridien haben lytische
Eigenschaften und kénnen sowohl Proteine als auch Kohlenhydrate spalten. Innerhalb der
Archaea zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede im genetischen Fingerprinting beziglich
der dominanten Mikroorganismen. Methanobacterium beijingense sowie ein unkultiviertes
Archaeon wurden als dominante Vertreter identifiziert.

Schaumereignisse

Im ersten Halbjahr 2010 wurde in Reaktoren eines anderen Moduls mehrmals Schaumbildung
beobachtet. Die Fingerprinting-Analyse zeigte keine Veranderungen in der bakteriellen
Zusammensetzung. Als Ursache der Schaumbildung wurde vom Betreiber ein geédndertes
Substrat vermutet.

Aufgrund der Schaumbildung wurden die Reaktoren des Moduls fir das Langzeitmonitoring
von Januar bis Juni 2011 ausgewahlt, sie zeigten jedoch in diesem Zeitraum keine
Schaumbildung.

1.3. Ergebnisse der Untersuchungen im Labor

Im Labor des GFZ wurden verschiedene Experimente durchgefihrt, die fir die GroBtechnik
ein zu groBes Risiko darstellten bzw. aufgrund der wechselnden Substratzusammensetzung
nicht hinreichend genau untersucht werden konnten. Hierzu zahlten z.B. schnelle
Leistungssteigerungen und  provozierte Prozessstdérungen, um Frihwarnsysteme fir
Stérungen und geeignete GegenmaBnahmen zu entwickeln.

1.3.1 Uberséauerung

Animpfmaterial und Substrat aus der Anlage ,KS-Abfall 1“: Zeigt der FWI-VFA/Ca Stérungen

auch bei diesem Substratmix friihzeitig an?

Drei Laborreaktoren wurden mit Animpfmaterial der Biogasanlage KS-Abfall 1 angefahren und
mit eingedicktem Mischschlamm beschickt. Die tagliche Raumbelastung betrug 0,6 kg 0TS m*®
d'. Nach einer zweimonatigen Anfahrphase wurde Rapsél als Co-Substrat eingesetzt,
wodurch die Raumbelastung auf 1,8 kg oTS m™ d” erhdht wurde. Die Co-Substratzufuhr
verursachte bei allen drei Reaktoren einen Ruckgang der Biogasausbeute um ca. 50 %. Weil
die Gasbildungsraten infolge der erhéhten Substratzufuhr stiegen, war die Hemmung zunachst
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nicht offensichtlich. Der Verlauf des FWI-VFA/Ca zeigte bereits beim ersten Einsatz des Co-
Substrates einen deutlichen Anstieg Uber sein Normalniveau (< 20) auf 40 bis zu 120.

Die Stérung des Prozesses aufgrund eines unbeabsichtigten Sauerstoffeintrags Uber die
pneumatische Umwalzung wurde ebenfalls durch den Verlauf des FWI-VFA/Ca angezeigt. Er
stieg von seinem Normalniveau (< 20) auf 34. Die kurzfristige Stérung wirkte sich jedoch in so
einem geringen MaB aus, dass sie die Biogasausbeute nicht verringerte, obwohl der
Sauerstoffanteil im Biogas temporar bei 10 % lag.

Untersuchung eines Reststoffs aus der Biodieselproduktion auf seine Eignung als Co-Substrat
in der Biogaserzeugung (,Schleimstoff?): Ist die Anwendbarkeit der FWI auf dieses Substrat
mdéglich?

Ein Reststoff aus der Biodieselproduktion ist der sogenannte ,Schleimstoff‘. Um die Eignung
des Schleimstoffs als Co-Substrat in der Biogasproduktion zu testen, wurde er einem Reaktor
zugefiihrt, der mit Mischschlamm und Sonnenblumendl betrieben wurde. Die tagliche
Schleimstofffracht wurde alle 8 Tage um 0,44 kg oTS m® d' erhéht. Die theoretische
Biogasausbeute wurde nach Buswell zu 1,44 m3 Biogas (kg oTS)' bestimmt. Die
experimentelle Biogasausbeute betrug bei einer Schleimstofffracht von 0,44 und 0,88 kg oTS
m® d' unter stabilen Prozessbedingungen ca. 1,5 m?® Biogas (kg oTS)". Bei der weiteren
Erhdhung der Schleimstofffracht auf 1,3 kg oTS m™® d' verringerte sich die Biogasausbeute
des Schleimstoffs um fast die Haélfte. Bezogen auf die Biogasausbeute der gesamten
Substratmatrix machte dies jedoch nur einen Verlust um 15 % aus. Das entspricht einem
Schwankungsbereich der in der Praxis oft aufgrund von wechselnden Substratarten auftritt
und in der Regel nicht als Indikator flr eine Prozessstérung interpretiert wird. Da die Ausbeute
in diesem Zeitraum tendenziell wieder anstieg, schien dies auf die Stabilisierung des
Prozesses hinzuweisen. Der FWI-VFA/Ca jedoch zeigte eine andere Tendenz an: Wahrend
der FWI-VFA/Ca bei der Substratkombination von Mischschlamm und Sonnenblumendl mit
einer Raumbelastung von 2,4 kg oTS m™® d”' bei durchschnittlich 13 lag, blieb er bis zu einer
Raumbelastung von 3,3 kg oTS m® d’ (inkl. 0,88 kg oTS m® d" Schleimstoff) in einem
Bereich bis maximal 15. Nachdem die Raumbelastung auf 3,8 kg oTS m®d™ (inkl. 1,3 kg oTS
m? d” Schleimstoff) erhéht worden war, stieg der FWI-VFA/Ca nach 4 Tagen erst auf 20 und
drei Tage spater um seinen dreifachen Wert auf 44. Zu diesem Zeitpunkt befand sich der pH-
Wert noch in einem neutralen Bereich. SchlieBlich nahm der FWI-VFA/Ca zwei Tage spater
auf 83 zu. Er wies somit eindeutig auf die Gefahr einer Ubersauerung hin. Vier Tage danach
erreichte die Gasproduktion nur noch 15 % von ihrem Erwartungswert und zeigte somit eine

vollstindige Ubersduerung an. Die Phosphatkonzentration (FWI-PO,) als zweites
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FrOhwarnsystem zeigte im Vergleich zum FWI-VFA/Ca einen um 4 Tage friheren Anstieg in
ihrem Verlauf. Wahrend sie im stabilen Prozesszustand in einem Bereich von 1500 mg I lag,
stieg sie 3 Tage nach der Erhdhung der Raumbelastung auf 3,8 kg oTS m™® d' um das
Doppelte und zeigte somit ebenfalls eine Prozessinstabilitat an. Beide FWI haben somit
zuverlassig und rechtzeitig vor der Ubersauerung gewarnt. Die Schleimstofffracht von 1,3 kg
oTS m® d" war fir einen langfristig stabilen Betrieb des Reaktors zu hoch. Generell sollte
nicht mehr als 0,9 kg 0TS m™® d” an Schleimstoff in den Reaktor gefahren werden.

Entsduerung mit CaO
Waéhrend eines Entsduerungsvorgangs mit CaO wurden die Substrate Mischschlamm,
Sonnenblumendl und organische Reststoffe aus der Biodieselproduktion (,Schleimstoff®)

eingesetzt.
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Abbildung 7: Verlauf von Calcium und Phosphat: Absinken der Calcium- und
Phosphatkonzentration nach zweiwdchiger Dauer der Prozessstérung.

Nachdem der Géarschlamm durch eine Uberfrachtung mit ,Schleimstoff (ibersduert worden
war, wurde eine Woche lang 20 g CaO pro Tag zur pH-Wert-Anhebung und Entsauerung
eingesetzt. Der Calciumgehalt nahm in den ersten zwei Wochen der Prozessstérung von 40
mg I auf 400 mg I'" zu, wobei er jedoch um den Faktor 15 niedriger war als rechnerisch zu
erwarten war. Der Phosphatgehalt sank zeitgleich von 4700 mg I auf 1000 mg I". Dieses
wies auf Ausfallungen von Calciumphosphat hin (Abbildung 7).
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Im Gegensatz zu anderen Entsduerungsversuchen mit CaO nahm die Konzentration an
organischen Sauren jedoch weiter bis auf ca. 9000 mg I'" zu und zeigte somit die immer noch
andauernde Ubersduerung an. Erst nach zwei Wochen sanken die organischen Sauren
innerhalb von 10 Tagen auf die Hélfte ihrer Konzentration und die Gasproduktion stabilisierte
sich (Abbildung 8). Zeitgleich nahm auch die Calciumkonzentration von 440 auf 150 mg I ab.

Vermutlich konnten sich erst nach einer ausreichenden Zeitspanne Aggregate bilden.
Vorausgegangene Versuche haben gezeigt, dass Aggregate entscheidend zum
Entsauerungsprozess beitragen. Es wird angenommen, dass fur die Bildung der Aggregate
Calcium mit langkettigen Fettsduren ausfallt und den Kern bildet. Sowohl Salze aus
organischen S&auren mit Calcium als auch organische Sauren adsorbieren dann an die
Aggregate. Die organischen Sauren werden somit der gelésten Phase entzogen und kénnen
dadurch nicht mehr hemmend auf die Mikroorganismen wirken. Detaillierte Untersuchungen
zu dem Mechanismus der Entsduerung unter anderen Versuchsbedingungen wurden in
Kleybdcker et al. (2012b) verdffentlicht.
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Abbildung 8: Verlauf der Gasproduktionsrate und der Konzentration organischer Séuren. Erst

nach einer zweiwéchigen Dauer der Prozessstérung stabilisiert sich der Prozess
der Biogasbildung.
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Molekularbiologische Untersuchung einer Uber- und Entsduerung mit Calciumoxid

Das genetische Fingerprinting zeigte deutliche Unterschiede in der bakteriellen Biozénose vor
und wahrend der Ubersduerung sowie im Verlauf der Entsiuerung an. Mikroorganismen
(Syntrophomonas sapovorans), die vor der Ubersduerung dominant waren, wurden bei
héheren Saurewerten und auch nach der Entsduerung nicht mehr nachgewiesen. Andere
Mikroorganismen (Proxilibacter bellariivorans) wurden zwar vor der Ubersduerung detektiert,
wurden aber bei Beginn der Ubersduerung nicht mehr gefunden und dominierten erst wieder
bei Zugabe von Calciumoxid. Desweiteren wurden Mikroorganismen identifiziert (Eubacterium
limosum), die durchgehend nachgewiesen wurden und bei hdheren organischen
Séurekonzentrationen intensivere Banden zeigten. Hier schien ein Selektionsvorteil bei
héheren Saurekonzentrationen gegeniber anderen Mikroorganismen vorzuliegen. Ein
genetisches  Fingerprinting mit spezifischen Primern fur rhodocyclale Phosphat-
akkumulierende Organismen (rPAO) zeigte keine Unterschiede im Bandenmuster. Drei
Mikroorganismen dominierten im genetischen Fingerprinting, die nicht weiter identifiziert
werden konnten, da der Reamplifikationsschritt der Banden, der die Voraussetzung flr die
spatere Sequenzierung und Identifizierung darstellt, nicht funktionierte.
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Abbildung 10: Charakterisierung der methanogenen Gemeinschaft vor, wahrend und nach der
Ubersduerung. Die Anderung der Durchmischung (Pfeil) und Stabilisierung des
Prozesses ging mit einer Verdnderung der Biozénose einher.
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Im Verlauf der Uber- und Entsduerung zeigten sich Verdnderungen in Bezug auf die
Zusammensetzung der methanogenen Archaea. (Abbildung 10). Methanosaeta concilii
dominierte zu Beginn des Versuchs die methanogene Lebensgemeinschaft. Mit steigenden
Saurewerten (2000 mg/l) verringerte sich die Dominanz und dieser Mikroorganismus wurde
nicht mehr mit dem genetischen Fingerprinting nachgewiesen. Methanoassilicoccus
luminyensis hingegen wurde erst bei hohen Saurewerten (>6000 mg/l) dominant und wurde
wiederum im Verlauf der Entsduerung mit CaO nicht mehr detektiert. Offensichtlich ist dieser
methanogene Mikroorganismus besser an hohe Saurewerte angepasst. Dagegen waren
Methanoculleus receptaculi und Methanospirillum hungatei Uber den gesamten

Versuchszeitraum dominant.

M. parvicella gehérte wahrend des Versuches nicht zu den dominanten Bakterien und wurde
daher nicht mit dem genetischen Fingerprinting fur Bacteria (allg. Primer) nachgewiesen. Mit
der gPCR und dem Einsatz von spezifischen Primern wurde das Vorkommen von M.
parvicella vor, wahrend und nach der Ubersduerung nachgewiesen und auch quantifiziert. M.
parvicella wurde Uber den kompletten Zeitraum nachgewiesen. Die Abundanz von M.
parvicella entsprach dem Eintrag tber den Mischschlamm.

1.3.2. Schwimmschichtenbildung und molekularbiologische Untersuchungen zur
Schaumbildung

Es wurden zwei Versuche zur Beseitigung von Schwimmschichten mittels
Temperaturerh6hung durchgefthrt. Der im Laborversuch eingesetzte Gar- und Mischschlamm
stammte aus der Biogasanlage KS-Abfall 1 und enthielt Microthrix parvicella als dominante
Spezies. M. parvicella ist dafir bekannt, dass er entscheidend zur Schaum- und
Schwimmschichtenbildung in Klaranlagen beitragen kann und wird auch mit Schaumbildungen
in Biogasanlagen in Verbindung gebracht. Kldranlagen weisen eine saisonale Abundanz von
M. parvicella auf. Das Temperaturoptimum von M. parvicella wird in der Literatur mit etwa
20°C angegeben. Es wurde bereits in mehreren Studien in Klaranlagen gezeigt, dass
Temperaturerhbhungen zur Fragmentierung der Filamente fiohren kdénnen und die
Schaumbildung somit vermindert ist. Eine Erhéhung der Reaktortemperatur kénnte demnach
zur Reduzierung von Schaum und Schwimmschichten beitragen. Daher wurde in zwei
parallelen Laborversuchen die Temperatur schrittweise um 1°C pro Woche erhéht, um den
Einfluss der Temperatur auf die Schwimmschichtdicke und das Vorkommen von M. parvicella

zu untersuchen.
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Wahrend die Schwimmschicht im ersten Versuch (SW1) zu Beginn des Versuchs ca. 3 cm
dick war, verringerte sie sich durch die Temperatureerh6hung auf weniger als 1 mm zu
Versuchsende (Abbildung 11).

A

Abbildung 11: Schwimmschicht bei Versuchsanfang (a) und aufgeléste Schwimmschicht bei
Versuchsende (b).
Mittels PCR-DGGE wurden die bakteriellen und methanogenen Gemeinschaften bei den

verschiedenen Temperaturen untersucht. Es wurden deutliche Unterschiede im Bandenmuster
fir die bakterielle Gemeinschaft nachgewiesen (Abbildung 12). Die Bandenanzahlen und -
lauflangen unterschieden sich zwischen den drei Temperaturen signifikant. Besonders
Bakterien des Stammes Firmicutes wurden wéhrend des Temperaturversuches identifiziert.
Durch verschiedene Temperaturoptima innerhalb des Firmicutes Stammes dominierten bei
den drei Temperaturen jeweils andere Mitglieder dieser Gruppe, wobei besonders die
Gattungen Clostridium und Syntrophomonas identifiziert wurden.

Innerhalb der methanogenen Gemeinschaft wurden sowohl obligat acetoklastische
(Methanosaeta concilii) als auch fakultativ acetoklastische methanogene Spezies
(Methanosarcina thermophila,) als auch obligat hydrogenotrophe Vertreter (Methanoculleus
bourgensis, Methanoculleus receptaculi, Methanospirillum sp.) detektiert. Besonders
Methanospirillum sp. wurde durch die Temperaturerhéhung beeinflusst und nicht mehr bei der
héchsten Temperatur nachgewiesen (Abbildung 13).

Abbildung 12: Charakterisierung der bakteriellen Gemeinschaft zeigte ein verdndertes
Bandenmuster in Abhdngigkeit von der Temperatur.
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Abbildung 13: Charakterisierung der methanogenen Biozénose zeigte &hnliches
Bandenmuster bei verschiedenenen Temperaturen.

In einem Parallelversuch (SW2) nahm die Schwimmschichtdicke mit der Erhéhung der
Temperatur von ca. 3 cm auf 7 mm ab. Der Gehalt an organischen Sauren in der
Schwimmschicht (5000 — 3000 mg I'') war um den Faktor 6 héher als im Garrest (1100 — 700
mg I'"), wahrend der Calciumgehalt um den Faktor 6 niedriger in der Schwimmschicht (<5 - 20
mg I'") war. Wahrend das Verhaltnis von organischen Sauren zu Calcium im Gérrest im
Durchschnitt bei 19 lag, war es in der Schwimmschicht um den Faktor >10 erhéht. Der FWI-
VFA/Ca als Anzeiger fiir eine drohende Ubersduerung deutet daher auf eine Stérung der
biologischen Abbauprozesse in der Schwimmschicht hin. Zu Beginn von Versuch SW2 waren
innerhalb der Schwimmschicht vier verschiedene Zonen mit unterschiedlichen Konsistenzen
zu erkennen, deren genetische Fingerprinting-Muster sich in Bandenanzahl und —lauflange
unterschieden. Weiterhin wurde festgestellt, dass sich mit der Temperaturerh6hung nicht nur
die Schwimmschichtdicke sondern auch die Abundanz von M. parvicella verringerte.
Spezifische Analysen mit der qPCR ergaben, dass die Genkopienzahl von M. parvicella mit
Erhdhung der Temperatur abnahm, Schon bei einer geringen Erhéhung wurde eine starke
Verminderung um den Faktor 2 festgestellt (Lienen et al. 2013c).

Neben den Versuchen SW1 und SW2 zur Vermeidung von Schwimmschichten wurde ein
weiterer Versuch zur Schaumbildung (SB) durchgefihrt. Der erzeugte Schaum zeigte ein
ahnliches Bandenmuster (allg. Bacteria-Primer) wie es in den Schwimmschichten mit der
PCR-DGGE nachgewiesen wurde. Dieses weist darauf hin, dass die Schaum- und
Schwimmschichtenbildung von identischen Mikroorganismen geférdert wurde bzw. dass sich
diese dort anreicherten. Desweiteren wurden in den Schwimmschichten Banden
nachgewiesen, die im Schaum nicht detektiert wurden. Diese Mikroorganismen kdénnten an
der Schwimmschichtenbildung beteiligt gewesen sein. Eine Identifikation der Banden war
aufgrund der nicht funktionierenden Reamplifikation nicht erfolgreich.
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1.3.3. Hochleistungsbetrieb

In der Abfallwirtschaft werden volldurchmischte Durchflussfermenter in der Regel mit einer
Raumbelastung zwischen 1 und 4,5 kg oTS m™® d” weit unterhalb der technisch méglichen
Grenze betrieben. Zur Entwicklung eines Verfahrens zur schnellen Steigerung der Raum-Zeit-
Ausbeute wurde in zwei Experimenten die Raumbelastung durch Rapsél stufenweise erhéht,
die Prozessstabilitdt Ober den Frihwarnindikator FWI-VFA/Ca kontrolliert und CaO zur
Prozessstabilisierung eingesetzt (Kleybdcker et al. 2013, Kasina et al. in prep.).

In Versuch 1 wurde die Raumbelastung von 3,2 kg oTS m™® d” bis auf 9,5 kg 0TS m™® d” mit
Erhéhungen von ca. 1 kg oTS m® d™' innerhalb von 40 Tagen gesteigert. Als Substrate wurden
Rapsdl und Mischschlamm eingesetzt, der von der Kléranlage aus KS-Abfall 2 stammte und
dort ebenfalls in der groBtechnischen Biogasanlage verwertet wurde. Die
Mischschlammzufuhr wurde mit ca. 1,2 kg oTS m® d' konstant gehalten, wahrend der
Rapsdélanteil gesteigert wurde. Hierbei wurde im Durchschnitt ein Zeitintervall von 8 Tagen
(1/3 einer hydraulischen Verweilzeit) zwischen zwei Erhéhungen eingehalten. Selbst bei einer
Raumbelastung von 9,5 kg oTS m™® d' wurde noch 94 % der erwarteten Methanausbeute
erreicht (Abbildung 14). Die Konzentrationen der Fettsduren blieben mit durchschnittlich 900
mg I in einem fiir den stdrungsfreien Ablauf des Biogasbildungsprozesses unbedenklichen
Bereich. Der Prozess der Biogasbildung lief folglich trotz der im Vergleich zur Praxis schnellen
Steigerung der Raumbelastung stabil ab.
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Abbildung 14: Trotz der schnellen Steigerung der Raumbelastung auf 9,5 kg oTS m*® d’
wurden bis zu 94% der erwarteten Methanausbeute erreicht.
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In Versuch 2 wurde die Raumbelastung von 3,2 kg oTS m™® d' auf 14,1 kg oTS m*® d
innerhalb von 60 Tagen gesteigert. Hierbei wurden wesentlich kleinere Zeitintervalle, die
teilweise bei 1/10 einer hydraulischen Verweilzeit (2-3 Tage) lagen, zwischen zwei
Erhéhungen gewahlt. Die erhéhte Substratfracht in den kurzen Zeitintervallen erforderte eine
deutlich gréBere CaO-Zugabe zur Stabilisierung des Prozesses der Biogasbildung als in
Versuch 1. Trotz der sehr schnellen Steigerung der Raumbelastung blieb der Prozess der
Biogasbildung bis zu einer Raumbelastung von 10,4 kg oTS m?® d' stabil, wobei die
Methanausbeute jedoch um ca. 27 % vermindert war (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Schnelle Erhéhung der Raumbelastung flihrte zu verminderter
Methanausbeute.

Der Gehalt der Fettsauren lag mit durchschnittlich 700 mg I'' jedoch weiterhin auf einem
unbedenklichen Niveau. Als die Raumbelastung weiter gesteigert und die CaO-Zugabe
ebenfalls erhéht wurde, wurde eine Trennung der festen von der flissigen Phase im Reaktor
beobachtet. Der Prozess der Biogasbildung lief zwar noch ab, erreichte aber nicht mehr die
erwartete Leistung, da die feste Struktur des Reaktorinhalts die Durchmischung behinderte
und somit keine ausreichende Verteilung des Substrats im Reaktor mehr méglich war.

Die Abnahme der Methanausbeute infolge des hohen Feststoffgehalts zeigte, dass eine
Konzentration an Calcium von 85 mg |' fiir diese Substratzusammensetzung nicht

Uberschritten werden sollte, um einen stérungsfreien Prozessablauf zu gewahrleisten. Um
38



UberméBige CaO-Zugaben zu vermeiden, wird die Einhaltung eines Zeitintervalls von 8 Tagen
(1/3 einer hydraulischen Verweilzeit) zwischen zwei Erhéhungen der Raumbelastung
empfohlen (Kleybdcker et al. 2013). In beiden Versuchen nahm mit der CaO-Zufuhr die
Konzentration an Phosphat ab, wahrend die geldéste Calciumkonzentration wider Erwarten
nicht oder nur sehr geringfligig zunahm (Abbildung 16). Diese Beobachtung wurde bereits in
Experimenten zur Entsduerung nach einer Uberfrachtung des Prozesses mit Ol als Co-
Substrat gemacht und deutet auf Fallungsprozesse hin.
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Abbildung 16: Verlauf der Phosphat- und Calciumkonzentrationen. Keine Zunahme von
Calcium trotz Fitterung von CaO. Abnahme der Phosphatkonzentration.

Dartiberhinaus wurden auch in diesem Versuch kleine weiBlich aussehende Aggregate mit
einem Durchmesser zwischen 0,5 und 5 mm gefunden, die mit dem REM EDX analysiert
wurden. Die Aggregate bestanden aus verschiedenen Schichten, die im Inneren sehr kompakt
waren und nach auBen hin porésere Strukturen bildeten (Kasina et al. in prep.). An der
homogenen Oberflache der Aggregate wurden Calcium und ein hoher Anteil an Kohlenstoff
nachgewiesen sowie stédbchenférmige Bakterien. Es wird davon ausgegangen, dass der hohe
Kohlenstoffanteil auf mit Calcium ausgefallten langkettigen Fettsduren zurlckzufihren ist
(Kleybdcker et al. 2012). Fluoreszenzmikroskopische Analysen zeigten eine enge raumliche
Verbindung von Calcium, Fettsduren und Proteinen und deuteten auf einen komplexen Biofilm
an der Aggregatoberflache hin (Kassahun et al. 2012; Liebrich et al. 2012). Im Kern der
Aggregate wurden ebenfalls Calcium und Kohlenstoff haltige Strukturen gefunden, die eine
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Rosettenform besaBen (Abbildung 17). Weiterhin wurden im Inneren sowohl filamentése
Strukturen als auch stdbchen- und kokkenférmige Mikroorganismen detektiert, die mit
extrazelluldren polymeren Substanzen bedeckt waren (Kasina et al., in prep.). Desweiteren
wurden mineralische Komponenten wie Silikate und Carbonate sowie in Spuren auch
Phosphate nachgewiesen. Derartige Aggregate wurden bereits in Experimenten zur
Entsduerung gefunden, bei denen sie eine entscheidende Rolle bei der Prozessstabilisierung
hatten (Kleybécker et al. 2012). Daher ist davon auszugehen, dass sie auch bei der schnellen
Leistungssteigerung maBgeblich zur Prozessstabilisierung beitrugen. Die Ergebnisse der
beiden Experimente zeigen, dass der Prozess der Biogasbildung auch bei einer schnellen
Erhéhung der organischen Raumbelastung durch CaO stabilisiert werden kann. Der FWI-
VFA/Ca eignet sich zur Steuerung der CaO-Zugabe und kann daher fir eine schnelle

Steigerung der Biogasproduktion eingesetzt werden.

Abbildung 17: Rosettenférmige Kristalle aus Calcium und organischem Material im Kern der
Aggregate (REM EDX).

Charakterisierung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft wahrend der Leistungssteigerung

Auffallend in Versuch 1 war der im Durchschnitt mit 0,22 mbar relativ hohe
Wasserstoffpartialdruck. Da Vertreter der Ordnung Clostridiales (Soehngenia saccharolytica,
Clostridium alkalicellum, Clostridium sp., Syntrophomonas wolfei) als dominante Bacteria
identifiziert wurden, waren diese vermutlich auch an der Wasserstoffbildung beteiligt. Mit der
halbquantitativen Fingerprinting-Methode (allg. Bacteria-Primer) wurde gezeigt, dass
Syntrophomonas wolfei wahrend des Versuchs dominanter wurde, wahrend die anderen Arten
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keine Veranderungen in ihrer Dominanz zeigten. Der Wasserstoffpartialdruck lag fir den
Abbau von Buttersaure zu Methan im thermodynamischen Fenster. Syntrophomonas wolfei
verwertet unter anderem Buttersdure und erzeugt dabei Wasserstoff. Dieses Bakterium ist
jedoch von einem Partnerorganismus, wie beispielsweise einem hydrogenotrophen
methanogenen Archaeon, abhangig, der den Wasserstoffpartialdruck in dem fiir den Abbau
erforderlichen Bereich halt. Fir den Abbau von Propionsaure lag der Wasserstoffpartialdruck
jedoch Uber dem maximalen Grenzwert (0,1 mbar), so dass ein Abbau von Propionsaure zu
Methan unter Normalbedingungen héatte gehemmt sein mulssen. Dennoch wurde keine
Zunahme der Propionsaurekonzentration gemessen. Eine Erklarung hierfir kénnte ein
effizienter Abbau innerhalb der Aggregate in Mikrohabitaten mit lokal gunstigen
Abbaubedingungen sein. Eine Analyse der mikrobiellen Biozénose mit rPAO spezifischen
Primern zeigte, dass neben den mit allgemeinen Primern nachgewiesenen Clostridium sp.,
Syntrophomonas wolfei und Soehngenia saccharolytica auch rPAO vorhanden waren
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Nachweis Phosphat-akkumulierender Organismen (PAO) mit spezifischen
Primern mit anndhernd konstanter Bandenintensitidt wdhrend des Leistungs-
steigerungsversuchs.

Die phosphatspeichernden Mikroorganismen (Dechloromonas sp. und Rhodocyclales
Bakterium) kdnnten zur Prozessstabilisierung beigetragen haben, da sie unter anaeroben
Bedingungen kurzkettige Fettsduren, wie Essigsaure und Propionsdure, aufnehmen und
gleichzeitig Phosphat abgeben. Die rPAO wurden wahrend des gesamten Versuchs mit
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weitgehend  konstanter Bandenintensitdt nachgewiesen. Da sich wahrend des
Leistungssteigerungsversuch die Phosphatkonzentration nicht erhéhte, ist davon auszugehen,
dass rPAO - im Gegensatz zu Experimenten bei denen es zu einer Ubersduerung kam - nur
eine untergeordnete Rolle bei der Prozessstabilisierung spielten bzw. dass das freigesetzte
Phosphat mit mehrwertigen Kationen ausfiel.

Mittels genetischem Fingerprinting wurden als Vertreter der methanogenen Mikroorganismen
die Gattungen Methanosarcina, Methanoculleus und Methanobacterium gefunden.
Methanoculleus und Methanobacterium produzieren auf hydrogenothrophem Weg Methan,
wahrend Methanobacterium als syntropher Partner von Syntrophomonas vorkommt. Die
Gattung Methanosarcina aus der Ordnung Methanosarcinales kann sowohl auf
hydrogenotrophem, als auch acetoklastischem Weg Methan erzeugen. Darlberhinaus hat sie
auch die Fahigkeit, Essigsaure zu Wasserstoff und Kohlenstoff zu oxidieren und aus diesen
Produkten wiederum Methan zu bilden. Sie kdnnte je nach Bedarf ihren Stoffwechselweg
geandert bzw. angepasst haben. Diese Flexibilitdt hat vermutlich auch zu einem &auBerst
stabilen Prozess beigetragen. Aus der Literatur und auch aus eigenen Untersuchungen ist
bekannt, dass Methanosarcina insbesondere bei hohen Saurekonzentrationen im Gérrest

nachgewiesen wird.

Wie die Analyse der gefundenen Aggregate zeigt, fihrt die Zugabe von Calcium zu einer
Ausfallung von langkettigen Fettsduren und regulierte daher deren Verflgbarkeit. Gleichzeitig
wurde durch die Aggregate auch die Bildung von Biofilmen und Mikrohabitaten geférdert, in
denen offensichtlich gunstige Abbaubedingungen bestanden. Daher verénderte sich die
Zusammensetzung der mikrobiellen Biozénose wahrend der Leistungssteigerung nicht bzw.
nur sehr geringfigig und folglich lief der Biogasbildungsprozess auch unter
Stressbedingungen wie einer schnell steigenden Substratmenge weiterhin zuverlassig ab. Die
Bildung von Aggregaten war der Prozessstabilitat férderlich, wenn die Aggregate nicht zu gro
wurden und die Durchmischung behinderten bzw. zu Verstopfungen fihrten. Die gréBtenteils
aus Calcium und Fettsduren bestehenden Aggregate dienten als Aufwuchsflachen fiir
verschiedene Mikroorganismen. Die Bildung von Biofilmen, wie sie auf und in den Aggregaten
nachgewiesen wurde (siehe Abbildung 7), ist ein Schutz vor negativen Umwelteinflissen wie
z. B. hohe Wasserstoff- oder Propionsaurekonzentrationen. Unter diesen Bedingungen war
eine effiziente Biogasbildung auch bei hohem Wasserstoffpartialdruck mdglich und
Propionsaure reicherte sich vermutlich aufgrund der in den Aggregaten gebildeten
Mikrohabitate trotz des zu hohen Wasserstoffpartialdrucks im Biogas nicht im Garrest an.
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1.4. Zusammenfassung

Fir eine verstarkte Verwertung von Rest- und Abfallstoffen in Biogasanlagen wird ein
zuverlassiges, technologisch flexibles System bendtigt, da Substratumstellungen Stérungen
wie Ubersduerung, Schaum und Schwimmschichten verursachen kénnen, die die
Durchmischung und/oder die effektive Ausnutzung der Anlage beeintrachtigen. Zudem treten
aufgrund unvorteilhaft geregelter Umwalzungen, Dosier- und Abzugseinheiten in
Biogasanlagen regelmaBig Kurzschlussstrome auf. Eine Tracerstudie zeigte, dass der
durchschnittliche Verlust in der Gasproduktion von ca. 18 % auf den Austrag von
unvergorenem Substrat aufgrund von unvorteilhaften Durchmischungsverhéltnissen im
Reaktor zurlickgeflihrt werden konnte.

Die Untersuchungen zur Ubersduerung an groBtechnischen Anlagen und im LabormaBstab
zeigten, dass der Mechanismus der Prozessstabilisierung wahrend und nach dem Eintreten
der Prozessstdérung von chemischen Parametern, wie der Calcium-, Phosphat- und
Fettsaurekonzentration abhangt. Als geeignete Frithwarnindikatoren fiir eine Ubersduerung
lieBen sich die Konzentrationsverhaltnisse aus Fettsduren zu Calcium (FWI-VFA/Ca) und die
Phosphatkonzentration (FWI-PQO,) an sich identifizieren. Als geeignete GegenmafBahme zeigte
sich die Zugabe von CaO.

Unter Einsatz des FWI-VFA/Ca wurde eine stufenweise Erhéhung der Raumbelastung
vorgenommen. Dabei diente der Frihwarnindikator zur Steuerung der Additiv-Zugabe. In
verschiedenen Laborversuchen konnten Raumbelastungen von 6,0 und 9,5 kgers m>d™ mit
Fettanteilen von bis 87 % bei Methanausbeuten von 0,9 m®kgsrs” erfolgreich gefahren
werden. Zwischen zwei Erhéhungen der Substratfracht erwies sich ein Zeitintervall von 8
Tagen als notwendig, um die Methanausbeute im Erwartungsbereich zu halten. Eine
Ubertragung des entwickelten Steuerungsverfahrens auf den groBtechnischen MaBstab und
seine Erprobung in der Praxis stehen noch aus.

An einer mit Klarschlamm und Fett beschickien Biogasanlage wurde ein Schaumereignis
untersucht. Genetische Fingerprint-Analysen zur Charakterisierung der mikrobiellen
Biozénose der im Winter zur Schaumbildung neigenden Anlage wiesen auf die Beteiligung des
fadigen Candidatus Microthrix parvicella an der Schaumbildung bzw. Schaumstabilisierung
hin. Eine Langzeitbeprobung des betroffenen Reaktors zeigte jahreszeitliche Anderungen der
Abundanz von M. parvicella, die mit der Umgebungstemperatur und der Zufuhr von Fett als

Co-Substrat korrelierte. In der Praxis wéare nun zu Uberprifen, inwieweit durch eine
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Temperaturerhéhung, wie sie im Laborversuch nachgestellt wurde, die Schaumbildung im

Winter eingeschrankt bzw. vermieden werden kann.

2. Darstellung der wichtigsten Positionen des zahlenméaBigen Nachweises

Der gréBte finanzielle Aufwand waren die Personalkosten (70 %). Eine wissenschaftliche
Mitarbeiterin und ein Doktorand sowie studentische Hilfskrafte wurden Uber die Projektlaufzeit
zur Durchfihrung und Auswertung von Labor- und Felduntersuchungen finanziert.
Desweiteren trugen die Materialkosten zu 25 % der Gesamtkosten bei. Weiterhin sind Kosten
durch Reisen zu Konferenzen im In- und Ausland entstanden, die der Diskussion und

Verbreitung der Forschungsergebnisse dienten.

3. Darstellung der Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Prozessstérungen in Biogasanlagen sind weit verbreitet und GegenmaBnahmen sowie
Frihwarnsysteme sind nur unzureichend bekannt. Durch die Stérung des
Biogasproduktionsprozesses sinkt die Effizienz der Anlagen und im Extremfall kénnen
klimaschadliche Treibhausgase die Anlage ungefiltert verlassen.

Die im Teilprojekt geleisteten Arbeiten tragen dazu bei, den Prozess der Biogasproduktion

besser zu verstehen, um Prozessstérungen vorzubeugen und den Prozess zu stabilisieren.

4. Darstellung des voraussichtlichen Nutzens, insbesondere der Verwertbarkeit des
Ergebnisses im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Noch immer werden Biogasanlagen weit unterhalb der technisch méglichen Raumbelastung
betrieben, um Prozessstérungen wie Ubersduerung und Schaumbildung zu vermeiden. Eine
Erhéhung der Raumbelastung wirde zu einer héheren Gasproduktion und damit besseren
Effizienz der Biogasanlagen fuhren. Mit Hilfe des im Projekt eingesetzten Frihwarnindikators
FWI-VFA/Ca mit Zusatz eines Additivs lasst sich die Raumbelastung steigern und somit die
Gasproduktion erhéhen. Neben einem Ausbau von Gasspeichern kann auch eine
bedarfsangepasste Fultterung von Biogasanlagen in Verbindung mit einer Prozesskontrolle
durch den FWI-VFA/Ca zu einer bedarfsgerechten Stromerzeugung eingesetzt werden. Es ist
zu untersuchen, bei welchen Substratspekiren der FWI-VFA/Ca funktioniert und inwieweit ein
dauerhafter Betrieb bei einer erhéhten Raumbelastung mdéglich ist. Weiterhin wurde gezeigt,
dass filamentése Mikroorganismen an der Schaum- und Schwimmschichtenbildung in
Biogasanlagen beteiligt sind und sich deren Anzahl durch eine geringe Temperaturerhéhung
verringern lasst. Nichtsdestotrotz ist die Mehrheit der am Biogasproduktionsprozess beteiligten

Mikroorganismen noch unbekannt. Um das Prozessverstédndnis zu verbessern und die
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Effizienz der Anlagen zu optimieren, ist weitere Forschung im Bereich Biogas-Mikrobiologie

zwingend notwendig.

5. Darstellung des wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem ZE bekannt
gewordenen Fortschritts auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Den Autoren sind keine Fortschritte anderer Stellen (iber Ubersauerung, Schwimmschichten-
und Schaumbildung in Biogasanlagen bekannt, die wahrend des Vorhabens erzielt wurden
und den angewendeten Forschungsansatz in Frage stellen.

6. Darstellung der erfolgten oder geplanten Veréffentlichungen des Ergebnisses nach
Nr. 11
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