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Zusammenfassung

In diesem Beitrag wird eine mdgliche Optimierung der biologischen Entschwefelung von
Biogas durch den Einsatz von Loslichkeitsvermittlern vorgestellt. Als Loslichkeitsvermitt-
ler werden Huminstoffe untersucht.

Der Gesamtprozess besteht aus einem Biowédscher und einem nachgeschalteten Bioreak-
tor. Im Biowéscher wird die Absorption durch den Zusatz von Huminstoffen verbessert.
Der nachgeschaltete Bioreaktor dient der Regeneration der Waschfliissigkeit. Hier ist es
auBlerdem das Ziel elementaren Schwefel zu gewinnen um diesen als Diinger wieder in die
Landwirtschaft einzubringen.

In Laborversuchen wurde die Effektivitit von Huminstoffen als Loslichkeitsvermittler fiir
die Absorption von H,S, sowie deren Eignung fiir den Einsatz im Biowischer, analysiert.
In Gleichgewichtsversuchen wurde die Verbesserung der Absorption untersucht. Es zeigte
sich, dass die Huminstoffe ,,Humin-P* (Kaliumhumat) und ,,Humin-S* (Natriumhumat)
erhebliche Verbesserungen im Vergleich zu reinem Wasser als Waschldsung erreichten.
Des Weiteren wurden mit Hilfe zweier Laborbioreaktoren die Regeneration der
Huminstoffe sowie deren Verhalten mit den Schwefelbakterien, den Thiobazilli, unter-
sucht.

Schliisselworter: Biogas, Entschwefelung, Huminstoffe

Summary

This paper presents a possible optimisation of biological desulphurisation of biogas with
the addition of solubilisers. In this instance, humic substances were utilised as the solubi-
lisers.

The whole process consists of a bioscrubber and a downstream bioreactor. In the bio-
scrubber the absorption is improved by the addition of humic substances. The downstream
bioreactor acts as a regenerator of the washing liquid. An additional aim is to obtain ele-
mental sulphur which can be used as fertiliser in agriculture.

In laboratory experiments the effectiveness of humates as solubilisers for the absorption of
H,S, as well as their quality for the application in the bioscrubber, were investigated. In
steady state experiments the optimisation of absorption was carried out. These experi-
ments showed that the humic substances “Humin-P” (potassium humate) and “Humin-S”
(sodium humate) achieved significant improvements in comparison to pure water as wash-
ing liquid. In two laboratory bioreactors the regeneration of humic substances as well as
their effect on the sulphur bacteria, Thiobazilli, was investigated.

Keywords: Biogas, desulphurisation, humic substances
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1 Introduction

This paper deals with the optimisation of biogas treatment. Before using biogas, for in-
stance in an incineration process, the sulphur content is removed in order to avoid an im-
pact on the environment e.g. bad smells, corrosion and acid rain. Biogas has H,S concen-
trations from 2000 to 5000 ppm. One option is the separation of H,S and organic sulphur
compounds by biological means. Thereby microorganisms oxidise H,S to elemental sul-
phide and sulphate (SCHNEIDER 2007). Processes for this purpose have not yet been opti-
mised.

An improvement of the effectiveness of gas scrubbers can be achieved by using adapted
washing liquids. The idea of the optimisation of biogas treatment concerns the addition of
solubilisers into the washing liquid of a bioscrubber in order to improve the absorption of
H;,S. Bioscrubbers can also be built smaller, thereby reducing the costs. Humic substances
haven’t been tested so far as solubilisers in the biogas treatment. As they are a natural
product their use in this process will be a good optimisation of the treatment.

Besides, the biological regeneration of the bioscrubber aims to produce elemental sul-
phide, which can be used as fertiliser. Due to the declining atmospheric sulphur input,
farmers have to fertilise regularly in order to ensure a sufficient sulphur supply and crop
productivity (LUVENA S. A. 2003).

The solubilisers were tested in laboratory experiments for their application in the bio-
scrubber-system. In a pilot plant at a biogas power station site the effectiveness of this
treatment will be tested.

2 Material and methods

A bioscrubber-system for the desulphurisation of biogas, containing a bioscrubber and a
downstream bioreactor, is optimised by the addition of humic substances as solubiliser. In
laboratory experiments the effectiveness of these solubilisers was analysed. Furthermore
the regeneration of the solubilisers, their compatibility with the microorganisms and the
characteristics of the biological hydrosulphide oxidation were determined.

The bioscrubber-system was built as a pilot plant at a biogas power station site. In this
pilot plant the results of the laboratory experiments will be compared with the practical
tests.

2.1 Bioscrubber

An improvement of the effectiveness of gas scrubbers can be achieved by using adapted
washing liquids. Humic substances were investigated as solubility agents to improve the
absorptive separation in bioscrubbers for the desulphurisation of biogas.

2.1.1 Humic substances as solubiliser

With the addition of solubilisers into the washing liquid the solubility of H,S is improved.
For the application in biological desulphurisation, the solubilisers should offer amongst
others the following characteristics:
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e water soluble

e non-toxic

e non- or hardly biological degradable
e non-volatile

Humic substances fulfil these criteria. The prior-tested humic substances are a potassium
humate (Humin-P) and a sodium humate (Humin-S) from the company Humintech. Hu-
mates are the salts of humic acids, they consist of 70-80 % of humic acids and are com-
pletely soluble in water. Humic substances have been identified as good solubilisers for
odorous substances (NIEMEYER, STEGMANN 2000).

Humic acids are large molecular chemical compounds and compose with fulvic acids and
humin the third fraction of humic substances. The chemical reactivity results from numer-
ous functional groups, especially carboxyl groups, phenolic and hydroxyl groups as well
as carbonyl and amino groups. They provide the surface active properties of the humic
acids and increase the solubility of organic compounds in water. Humic substances are
formed through the chemical and biological humification of plant and animal matter and
through the biological activities of microorganisms. (ZIECHMANN 1996; HUMINTECH®
2002)

2.1.2 Steady state experiments

The effectiveness of humates as solubilisers for the absorption of H,S was investigated in
steady state experiments. In these experiments according to the head space method the
reduction of H,S in the gas-phase was analysed. For equilibrium purposes a sample bag,
filled with biogas and washing liquid, was stored for several hours in the laboratory at a
constant temperature. The measurements in the gas-phase were carried out by a mass spec-
trometer, a H,S Data Logger called OdaLog or Driger-test-tubes. The samples of the bio-
gas were taken at source, directly at the biogas plant. The dosages of washing liquid in the
sample bags were between 0.1 and 100 ml per litre biogas. The degree of reduction indi-
cates the effect of the washing liquid.

In the experiments it turns out that only minimal amounts of humate solutions were neces-
sary for a degree of reduction over 90 %. Due to different initial concentrations of biogas
(between 100 and 3000 ppm) and different concentrations of the used humate solution
(between 0.5 and 4 %) the necessary amount of humate solution alternated between 0.1
and 60 ml of humate solutions per litre of biogas. The pH value of the humate solutions
was between 9 and 10. In comparison tests with alkaline water it needed more than 100 ml
per litre biogas for this reduction. This shows the improvement of the absorption of H,S
by the addition of humic substances.

Figure I presents the degree of reduction according to the wash volume of a 3.5 % humate
solution. This example shows that for a reduction of H,S in the gas-phase less than 10 ml
of the washing liquid per litre of biogas (content of H,S: 1000 ppm) are necessary to re-
duce this to almost zero ppm.
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Fig. 1:  Reduction of H2S with varying volumes of washing liquid

The series of steady state experiments (variation of pH, temperature, type of humic sub-
stances and dilution of washing liquid) showed that the absorption of H,S from biogas is
improved by the addition of humates.

To evaluate the ability of the humic substances as solubilisers further, the Henry coeffi-
cients are determined. The Henry coefficient is a common parameter to characterise the
absorption capacity of a substance. The solubility of a gas (index i) in a liquid (index j)
can be described mathematically according to Henry’s Law as follows:

(1) Hi/j:& or
X

J

@) H, =>p
Y
The loadings (y; and X; [mol/mol]) can be determined with the measurement of the H,S
concentration in steady state and the concentration of the untreated biogas. To achieve the
best possible accuracy the Henry coefficient must be determined at the limit value of x;= 0
(GMEHLING, KOLBE 1988). This limit value can be estimated by a diagram where the ratio
yi/X; 1s plotted versus the liquid loading x;. The axis intercept y—o) of a linear smoothing
function multiplied with the total pressure p yields to the searched Henry coefficient. Fig-

ure 2 shows an example for the determination of the Henry coefficient at a temperature of
30 °C.
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Fig. 2: Example of the determination of Henry coefficients

In this experiment the following Henry coefficients could be determined:

H,, . ,~=~6.5bar
H 1y min_s =~ 14bar
H,.,, =~ 550bar

If interpreting the Henry coefficients it must be taken into account that in accordance with
Henry’s law the gas solubility is inversely proportional to the Henry coefficient. That
means that small Henry coefficients indicate high absorption. In comparison with water it
appears that the humic substances promise very good absorption qualities. Theoretically
the Henry coefficient of H,S in water at a temperature of 25 °C is 560 bar (SANDER 1999).

Due to the enormous difference between the Henry coefficient of the system H,S/water
and H,S/humate solution, there must appear also other reactions with the H,S in the hu-
mate solution than a simple absorption. One has to consider a chemisorption. By reason of
the complexity and undefined structures of humic substances these reactions couldn’t be
determined until now.

Figure 3 indicates the reactions of H,S with the humate solution. First, it occurs the ab-
sorption in accordance with Henry’s Law. Secondly, the dissolved H,S dissociates into
HS™ and S*. And thirdly, there is a reaction between the H,S and the humic substances
(HOM).
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Fig. 3:  Reactions of H2S with humate solution

In the determination of the Henry coefficient the dissociation due to the alkaline pH value
of the humate solution is considered and filtered out. The apparently very good Henry
coefficient is not a consequence of the alkaline pH value of the humate solution. A further
series of steady state experiments (variation of pH value and concentration of the humate
solution) starts with the analysing the base of the very good reduction rates.

Figure 4 demonstrates the dependence of the concentration of the humates in the washing
liquid upon the required amount of washing liquid to achieve reduction rates of over 80 %.
Even with only 0.5 % Humin-P in the washing liquid the required amount of washing lig-
uid is less than with an alkaline solution. Alkaline solutions with pH values between 8.5
and 13 were analysed.
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Fig. 4:  Dependence of required amount of washing liquid upon the percentage of
Humin-P for a reduction rate of > 80%

Another series of experiments were carried out to underline the effect or non-effect of the
pH value. The example of a steady state experiment with variation of pH, shown in ta-
ble 1, underlines that the reduction of H,S is more dependent upon the concentration of
humates than upon the pH value. In table I are the concentrations of H,S in equilibrium
presented at different percentages of the Humin-P in solution and different pH values of
the solution. The H,S concentration in the biogas is between 1200 ppm and 1800 ppm
(equal per each pH value).

Tab. 1: Dependence of pH value and concentration of Humin-P solution

Concentration of Humin-P
0 0.5 1 2 3 4
[Yo]
pH3 >350 | >350 | 27 6 0 2
pH 4.5 >350 | >350 | 213 | 146 | 144 | 82
pH 6.5 >350 | >350 | 1 0 0 0
pH 11 >350 | >350 | 62 2 6 1

The improvement of the absorptive capacity by the humate solution is not (only) based on
the high pH value of the washing liquid. The specific interaction of the humic substances
with the H,S must be analysed in detail in further experiments.
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2.2 Regeneration

The high requirements of separation effectiveness of gas treatment plants lead to the need
for a high performance regeneration. Therefore the ability to be regenerated and the effort
for this regeneration is one of the main selection criteria for the washing liquid.

Regeneration by microorganisms is a low cost possibility. The H,S which is dissolved in
the washing liquid will be transformed microbiologically to sulphur which is easily elimi-
nated from the system. Humic substances are difficult to degrade biologically thus their
use in a biological regeneration is attainable.

221 Hydrosulphide oxidation

The objective in the biological regeneration is on one hand the regeneration of the washing
liquid and on the other hand the production of elemental sulphur. This elemental sulphur
can be used as fertiliser in agriculture. The production of elemental sulphur by the species
Thiobazilli was analysed in two laboratory bioreactors (2 1 volume). Thereby the influ-
ences of the parameters pH value and oxygen concentration, as well as the kinetics of the
Thiobazilli activity were determined.

The microbial basis is the multi-staged oxidation of hydrogen sulphide via sulphide to
sulphite and finally sulphate. Firstly the Thiobazilli transform the hydrogen sulphide to
elemental, polymeric sulphur, which is embedded in the cell wall. Afterwards the oxida-
tion of sulphide via sulphite to sulphate occurs. This sub-reaction runs slower than the
oxidation of hydrogen sulphide to sulphur. The following two reactions occur:

(3) 2HS +0, —2S° +20H"
(4) 28" +30, —»2S0; +2H" (DAMMAN 2004)

In the bioscrubber-system only the partial oxidation to elemental sulphur is required. The
elemental sulphur is hardly water-soluble and therefore easy to separate from the system.

The two bioreactors were inoculated with a mixture of hydrogen sulphide oxidising bacte-
ria from a bioscrubber which operates under acidic conditions. They were fed with hydro-
gen sulphide and thiosulphate and aerated continuously.

Firstly it was determined if these bacteria, living in acidic conditions, could adapt to a neu-
tral pH value. A pH value from 6 to 8 is the optimum for the sulphide producing Thioba-
zilli (SCHNEIDER 2001). This adaptation test was successful.

According to the reaction equations, the production of elemental sulphur should proceed at
low oxygen concentrations. The accumulation of elemental sulphur at low oxygen supply
could be verified. In addition, elemental sulphur accumulates at saturation concentrations
of oxygen with sufficient substrate supply. This means that the production of elemental
sulphide is not dependent on the oxygen supply at high feed rates of hydrogen sulphide or
thiosulphate. This is in accordance with Buisman (BUISMAN 1990).

2.2.2 Biological compatibility of humic substances

The compatibility of the humic substances with the Thiobazilli is an important factor in
the bioscrubber-system. Only with compatibility can this system operate effectively. The
influence of the humic substances on the microorganisms was analysed in the laboratory.

Therefore comparison tests of two laboratory bioreactors were arranged. In one bioreactor
humates were added (compare figure 5), apart from that they operated similarly. In these
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bioreactors the following parameters
(amongst others) were analysed and com-
pared: pH, O,, S0.%, S°, conductivity, tur-
bidity, dry residue and dry matter. The only
great difference in the two reactors was a
large foam formation in the bioreactor with
humic substances.

Furthermore the activity of the sulphide bac-
teria was measured and compared. This was
carried out by the measurement of the oxy-
gen consumption. The higher the oxygen
removal rate, the higher the activity of the
microorganisms. No markable difference
was noted upon addition of humates.

Fig. 5: Bioreactor containing sulphur
bacteria and humic substances

These first entire laboratory tests showed

that the humate Humin-P does not inhibit the bacteria and the microbiological production
of elemental sulphur. The humate Humin-P seems to be inert in the bioreactor. In addition,
humic substances ameliorate the soil activity and can be used in combination with the ob-
tained elemental sulphur as agricultural fertiliser.

223 Biological regeneration

The regeneration of the washing liquid containing humates as solubiliser by microorgan-
isms was tested in several laboratorial experiments. Thereby the reduction effectiveness of
the humate solution was analysed as before in the steady state experiments. This time the
washing liquid was put in a laboratorial bioreactor before using it repeatedly as washing
liquid for the reduction of H,S in steady state experiments. Table 2 presents the first re-
sults of the reduction of H,S in equilibrium. In this experiment 30 ml of humate solution
per litre biogas were used in a sample bag. The results show that the reduction of H,S does
not diminish.

Tab. 2: First results of the regeneration experiments

Date 21.7.09 | 6.8.09 | 1.9.09 | 11.9.09 21.9.09
H,S in biogas [ppm] | 1520 1400 948 2072

H,S in equilibrium 190 1 2 50

[ppm]

The series of regeneration experiments has just started, and so other experiments will fol-
low. The complete capacity of the regeneration will be tested practically in the pilot plant.
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2.3 Pilot plant

The results of the laboratorial experiments will be verified practically in a bioscrubber
system at a biogas power station site. In this system the humates are added into the stream
of washing liquid in a counter-current bioscrubber. The bioscrubber system contains a
bioscrubber and a downstream biological regeneration. Due to the aeration of a separately
connected bioreactor, a dilution of the biogas is avoided and therefore also a reduction of
the calorific value of the biogas. The optimisation of this system will be carried out on the
one hand by adding solubilisers (humic substances) and on the other hand by the variation
of pH, oxygen concentration and air to water flow ratio. The pilot plant is demonstrated in
figure 6. A schematic flow diagram is pictured in figure 7.

Fig. 6:  Pilot plant in Albersdorf, Schleswig-Holstein
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Schematic flow diagram of the bioscrubber-system

Results

In summary the results of the laboratory experiments show that the use of humates in the
biogas treatment is effective. A bioscrubber system can be improved effectively by the
addition of humic substances. The desulphurisation is simplified by the increased solubil-
ity of H,S in a humate solution. Furthermore, it produces elemental sulphur as a by-

product which can be used as an agricultural fertiliser.

The experiences of the laboratory experiments will be proven in the pilot plant. In addi-
tion, further experiments in the laboratory are necessary to determine the reactions be-
tween the hydrogen sulphide and the humic substances, as well as the characteristics of
their regeneration and the kinetics of the sulphur bacteria. Another objective is the model-
ling of the whole process.



550 S2 — Gayh, U. et al. — Optimising biological desulphurisation

References

BuisMAN, C. (1990): Optimization of sulphur production in a biotechnological sulphide-
removing reactor. In: Biotechnology and Bioengineering, Ausgabe 35, 1990, S. 50—
56.

DAMMAN, B. (2004): Abluftreinigung von schwefelorganischen Geriichen. Dissertation.
Betreut von Rainer Stegmann und Uwe Neis. Hamburg. TU Hamburg-Harburg, In-
stitut fiir Abfallwirtschaft.

GMEHLING, J.; KOLBE, B. (1988): Thermodynamik. 20 Tab. Stuttgart: Thieme.

HUMINTECH® (2002): Environment & Humic Acids Based Products. Humintech GmbH.
Online verfligbar unter http://www.humintech.de, zuletzt aktualisiert am 16.8.2009.

LUVENA S. A. (HG.) (2003): Schwefeldiingung. Rolle des Schwefels bei der optimalen
Diingerplanung. Online verfiigbar unter
http://www.luvena.pl/page.php/3/0/show/75, zuletzt aktualisiert am 14.8.2009.

NIEMEYER, B.; STEGMANN, R. (2006): Minimierung von Gerlichen. Dokumentation des
Seminars vom 24. April 2006 in Hamburg im Rahmen des Verbundprojektes: Inte-
grierter Umweltschutz in der Lebensmittelindustrie durch selektive Minimierung
von Geriichen ; gefordert durch das BMBF, Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung. 30. Aufl. Stuttgart: Verl. Abfall aktuell.

SANDER, R. (1999): Compilation of Henry's Law Constants for Inorganic and Organic
Species of Potential Importance in Environmental Chemistry. Herausgegeben von
Max Planck Insitute of Chemistry. Air Chemistry Department. Online verfiigbar un-
ter http://www.mpch-mainz.mpg.de/~sander/res/henry.html.

SCHNEIDER, R. (2001): Mikrobiologische Reduktion des H2S-Gehaltes von Biogas. Her-
ausgegeben von ATZ-EVUS. ATZ-EVUS.

SCHNEIDER, R. (2007): Biologische Entschwefelung von Biogas. Dissertation. Betreut von
Karl Sommer, Martin Faulstich und Roland Meyer-Pitroff. TU Miinchen.

ZIECHMANN, W. (1996): Huminstoffe und ihre Wirkungen. Heidelberg [u.a.] // Heidel-
berg, Berlin: Spektrum, Akad. Verl; Spektrum Akad. Verl.



S2 — Golkowska, K. et al. — Inhibition in Thermophilic Cellulose Digestion 551

Thermophilic digestion of cellulose — Investigation of the
inhibitory state
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Summary

The aim of the study was to investigate the effect of organic load (OL) change on control
parameter performance for thermophilic cellulose digestion. With increase of OLs and
exceeding the recommended volatile solids (VS) ratio of 0.5 VS Cellulose/VS inoculum
an inhibitory state was targeted. Batch series with microcrystalline cellulose at six OLs
were performed. Beginning with 5.7 kg VS/ m® and increasing in each series by 5.7 kg
VS/ m’ the extremely high final OL of 34.3 kg VS/ m’ was obtained. The pH, redox po-
tential, volatile fatty acids, biogas production and composition were analyzed. Although
huge OLs had been applied neither inhibitory state in terms of rapid or extreme parameters
change nor biogas production decrease were detected. For the investigated batches simul-
taneous response changes of pH, redox and volatile fatty acids were observed. The ele-
vated values of volatile fatty acids did not automatically lead to fermentation break and
influenced neither the total gas production nor the total biogas composition even though
the inhibitory concentrations of 50 mg/I for branched fatty acids were exceeded. The only
explicit inhibitory sign observed was the gradually increasing total degradation time and
the extended period of higher biogas production rate noted with every increase of OL.

Key words:

Anaerobic digestion; Inhibition; Cellulose, Thermophilic



552 S2 — Golkowska, K. et al. — Inhibition in Thermophilic Cellulose Digestion

1 Introduction

Biogas is regarded nowadays as a renewable energy carrier which can not only help coun-
tries to produce CO,-neutral energy but also to alter their hitherto existing strong depen-
dence on the fossil fuels (KARPENSTEIN-MACHAN, 2005). Maximal efficiency of the bio-
gas plants can be accomplished by: (1) cofermentation of slurry with energy crops or
wastes, (2) fermentation of energy crops only and (3) optimization of the fermenting
process.The highest biogas yields per kg of dry solids (DS) can be obtained by dry fer-
mentation of energy crops. This process though requires a constant control and under-
standing of the process parameters to early recognize the inhibition signs (FNR, 2005).

Native cellulose is a significant component of the energy crops and therefore an important
substrate in dry fermentation. The aim of the experiment was to investigate the answer of a
bacterial biocenosis to the increasing OL and to induce the OL-conditioned inhibition state
in a set of batch tests with microcrystalline cellulose (as model substance) under thermo-
philic conditions.

2 Materials and methods

2.1 Inoculum and substrate

The original slurry for the batch tests was obtained from a 50 1 quasi-continuously fed
research fermenter, operated in a dry fermentation mode (fed with maize-grass silage-
mix), under thermophilic (55°C) regime. The subsequent batches were performed with the
same inoculum to achieve the optimal substrate and load adaptation. The inoculum was
thermostated for 2-6 weeks to remove the residues of the previous trials. Guidelines for
the fermentation of organic material were followed (VDI, 2004). The biomass was filtered
through a kitchen strainer prior to the test to accomplish homogenous reproducible condi-
tions for each batch. The DS content of the inoculum was 1.0-4.5% and the VS ranged
between 45 and 60% of DS.

The pharmaceutical microcrystalline cellulose powder (98% DS = VS) was used as a
model substrate in the test (VDI, 2004).

2.2 Experimental design and incubation

For each test a set of 12-18 fermenters filled with 700g of inoculum was run at 55°C. A
reactor representing different stage of fermentation process was daily dismantled. An addi-
tional reactor was run with the slurry only to quantify the background production (VDI,
2004).

2.3 Analytical methods

Gas volume was measured daily with gas meters and calculated into STP-conditions. The
gas composition (CHy4, CO,, O, and H,S) was analyzed respectively with an IR and electro
chemical gas monitor (Ansyco, Biogasmonitor BM2000). At high gas production rates the
analysis were performed daily, at lower rates depending on the collected gas volume. The
pH and redox during the tests were controlled continuously with the WTW on-line sensors
SensoLyt SEA and PtA. Additional pH control of every reactor was performed directly
after being dismantled (WTW, PH3210 with SenTix 41). The dissolved inorganic carbon
(DIC) and the sum of volatile acids (VA) were obtained titrimetrically with TiroLine easy
(Schott) following the Nordmann procedure (NORDMANN, 1985). Complementary to the
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sum parameter VS the volatile fatty acids (VFA) were measured by gas chromatograph
(Focus GC-FID, Interscience) equipped with Econo-CapTM-1000 (Grace) capillary col-
umn. For the VFA analysis a method similar to PECHER (1989) and BARLAZ et al. (1989)
was developed.

3 Results and discussion

Batch series with six OLs were performed. Starting from 5.7 kg VS/ m® and increasing in
each following test by 5.7 kg VS/ m’ the final OL of 34.3 kg VS/ m’ was achieved
(s. Tab. I). Tab. I presents the cellulose/inoculum VS ratio, which is an important start
parameter. The VDI standard procedures recommend keeping the ratio under 0.5 to ensure
the non inhibitory digestion (VDI, 2004). Thus the suggested VS ratio was deliberately
exceeded in 4 of 6 experimental sets to produce the controlled inhibitory state.

3.1 Biogas production and quality

Stable biogas production of 605-667 Ix/ kg VS was observed in all conducted experimen-
tal series independent of the OL level. This corresponds to 81-89% of theoretical biogas
production from the substrate, which confirms sufficient activity of the microbial bioceno-
sis (VDI, 2004). Methane concentration in the produced biogas in all tests varied between
51-55%. The summarized data are presented in 7ab. 1.

Tab. 1: Test parameters and summarized biogas results

Parameter Unit Cellulose
organic load kg VS /m 5.7 114 17.1 22.9 28.6 34.3
VS cellulose/ VS inoculum - 0.22 0.47 0.71 148 2.69 2.1
test duration time d 14 21 21 21 30 35
total biogas production In/kg VS 605 656 654 667 643 662
methane in total biogas % 55 53 52 50 51 54
percent of max. possible gas production % 81% 87% 87% 89% 86% 88%

A considerable extension of total degradation time depending on the OL was observed
(s. Fig. 1). In tests with 5.7-22.9 kg VS/m’ total degradation time of 9-16 days was ob-
tained whereas in batches with 28.6-34.3 VS/m® the decomposition time doubled in com-
parison to the lower OLs. Although the OL was increased sixfold, both the time needed in
test to produce 50% (tso) and 90% (too) of the total biogas have tripled between the lowest
and the highest OL (s. Tab. 2) The different OLs can be divided into 3 groups concerning
their degradation times: (1) 5.7-11.4 VS/m®, (2) 17.1-22.9 VS/m’ and (3) 28.6-
34.3 VS/m®. tsg and tog increased proportionally for the subsequent groups with the respec-
tive OLs, though toy rose slower than expected for group (2). This relation is good illu-
strated by the tsg /tog ratio change in 7ab. 2.

The decrease in final CH4 concentration with increasing OL, perceivable especially for the
higher OLs, was observed (s. Fig. 2). The period of lower (but constantly increasing) CHy
concentrations associated with hydrolysis and acetogenesis was observed in the first 7
days of digestion for all batches of the experimental study. In the tests with 5.7-
22.9 VS/m’ at least 60% of biogas was already produced in this degradation phase. This
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implies that the biogas production rate was mainly determined by the hydrolysis and ace-
togenesis for the lower OLs.

For higher OLs almost 65% of biogas was produced after the final stable CH4 concentra-
tion of 52% (very low in comparison to the other batches) was accomplished. The ob-
served delay in biogas production could be a consequence of slower acetic acid (AA) pro-
duction or uptake. In this case acetogenesis or methanogenesis would be the rate-limiting
process. Another explanation for the degradation time extension could be the decrease of
hydrolysis rate due to the poor bioavailability of the cellulose (the surface access limits for
higher cellulose amount). Both ways of interpretation could explain the high CO, concen-
trations in the end phase of degradation for higher OLs and both are not contradictory to
the literature. There is a general agreement on considering hydrolysis as rate-limiting step
(NOIKE et al., 1985; TOMEI et al., 2007, VAVILIN et al. 1996). Nevertheless VAVILIN et al.
(2007) emphasizes that the rate-limiting step may alter for higher OLs depending on the
bioavailability of the substrate. Also ATV (1994) refers of cellulose degradation at higher
OLs being limited by acetogenesis.
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Fig. 1 Summary biogas production over the total degradation time for batches with different organic loads
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In the first step of decomposition (days 2-3), the elevated values of 300-400 ppm H»S oc-
curred. Only for 34.3 VS/m® a higher concentration of 1700 ppm was observed. In the
subsequent decomposition step H,S concentrations of 100-200 ppm were measured. Since
the substrate (cellulose) consists of C, O and H solely, the only possible source of H,S
emissions was dissolved H,S from the inoculum. Thus the higher concentrations of H,S
noticed in the first few degradation days resulted from the decrease of pH only, which
caused the chemical equilibrium shift in the inoculum (s. DEUBLEIN & STEINHAUSER,
2008; FNR, 2006). Therefore an increase of H,S in biogas of reactor fermenting carbohy-
drates and fats only (which do not contain S), suggests a decrease of pH in the fermenter.
This correlation could be applied to detect the pH changes in the reactor with the help of
biogas sampling only. The method though cannot be introduced for digestion of protein
rich substrates.

3.2 VFA spectrum

Fig. 3 presents the maximal concentrations of acetic (AA), propionic (PA), iso-butyric
(iso-BA), n-butyric (n-BA) and iso-valeric (iso-VA) acid measured for the different OLs.
The concentration of n-valeric acid (n-VA) was negligible (max. 5 mg/l) and did not vary
considerably during the time of experiment
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Fig. 3 Maximal concentrations of acetic, propionic, iso-butyric, n-butyric and iso-valeric acid measured for different OLs

The 5.7-VS/m’-test indicated typical acid pattern for not inhibitory decomposition. The
AA and PA concentrations stayed increased for maximal 5 days' with the values of 1.7
and 0.3 g/l respectively as presented in Fig. 3. The other short chain fatty acids remained
at the low concentration level with not more than 20 mg/l (s. Fig. 3). The increased con-
centration of AA was observed for days 1 to 6 for the tests with 5.7, 11.4, 22.9 and
34.3 VS/m’. For 17.1 and 28.6 kg VS/m’ longer uptake time of 10 days was neccesary'.

The literature mentions that short chain fatty acids with more than 3 carbons in a chain
(VFA-3) and particularly their branched forms e.g. iso-BA are inhibitory for the biomass
degradation process already at the concentration of 50 mg/l (Hill & Holmberg, 1988;
Fisher et al. 1983; Chen & Day, 1986). Such low concentrations were only observed for
5.7 kg VS/m’. However also with the higher concentrations of VFA-3 (for 11.4-34.3 kg
VS/m®) no permanent acidosis was observed. The VFA-3 concentration in tests with
28.6-34.3 kg VS/m® was surprisingly lower and the uptake time shorter in comparison to
17.1-22.9 kg VS/m’. These results are contradictory to the literature mentioned and sup-

! Results not shown in the article
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port the conclusion of Ahring et al. (1995) that different anaerobic systems are incompara-
ble and find their own acid balance. Furthermore the results show that a methanogenic
biocenosis is capable of achieving an enormous adapting level if fed with the unchanged
substrate.

3.3 Variations of pH, redox potential, VFA and VA

The on-line registered changes of pH and redox potential were supported with daily meas-
ured VA as well as VFA. The signal changes for all controlled parameters synchronized
with each other (s. Fig. 4). The most rapid changes in the response were revealed directly
in the first two days of degradation. The vast biogas production was accompanied by ele-
vated or diminished values of VA, VFA, redox and pH respectively. In Fig. 4 this step can
be observed between day 1 and 6. Redox potential measured for all tests independent of
the OL oscillated between -330 and -400 mV.

The synchronized changes of pH, redox, VFA and VA are contradictory to the conclusions
of RIEGER & WEILAND (2006), who claim that on-line measured redox potential reacts
quicker to the system changes and disorder than the pH or VA. No such correlation was
observed. The on-line pH electrode reacted to the system changes at the same rate as the
redox electrode. Also daily measured VFA and VA confirm these trends. As also noticed
by RIEGER & WEILAND (2006), particularly for VFA and VA the sampling frequency is an
important aspect since the parameters cannot be measured on-line.
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Fig. 4 The response changes for redox potential (on line), pH (on  Fig. 5 Volatile acids (VA), acetic acid (AA) and the gas
line) and VA (daily sampled) measured for 5.7 VS/m’ of production rate (GPR) observed for 34.3 kg VS/m’

cellulose. Changes of redox between day 0 and 1 are
regarded as the effect of oxygen still present in the system.

Effects of initial oxygen on the redox electrode signal and the process itself were observed
in the fermenters during the studies. Batches with cellulose were opened only once for
feeding at the test start. About 3 hours after electrode was submerged and reactor closed
the redox values obtained a level typical for anaerobic digestion. Oxygen though was still
influencing the system even 24 hours after feeding (s. Fig. 4). Difficulties with redox elec-
trode sensitivity to oxygen were already mentioned by PLOOG et al. (1996) and UTEC
(2003). It is important that the electrode has no contact with oxygen, which dramatically
increases the values measured. This could be particularly difficult for a continuously fed
stirred digester, in which every feed introduces oxygen to the system.

Although extreme OLs were applied no inhibitory state in terms of rapid or extreme para-
meters change were detected. Even at highest OLs the revealed changes of redox potential
were in the range mentioned in the literature as typical for the methane production (DEUB-
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LEIN & STEINHAUSER, 2008; UTEC, 2003; KARPENSTEIN-MACHAN, 2005; RIEGER &
WEILAND, 2006; SCHOLWIN et al., 2009).

3.4 Inhibition

Neither the highest acid peaks nor other parameter changes indicating an inhibited degra-
dation (e.g. noticed as pH or redox pattern changes) were revealed in the trial with the
highest OL (34.3 kg VS/m®). Both the maximal concentrations and the complete time evo-
lution of VFA-3 were similar to the batch with 11.4 kg VS/m®, which is assumed as a not
inhibitory degradation. Nevertheless the high gas production rate (GPR) of 0.8 -1.6 1x/d,
remaining for 10 days, as well as the atypical zig-zag-pattern of the VA in the second de-
gradation phase (after day 5) and the discrepancy between VA and AA were observed
(s. Fig. 5).

4 Conclusions

pH, redox, VA and VFA changed simultaneously during fermentation. Therefore any of
these parameters, if measured frequently enough, can be applied to control fermentation
state. Although high inhibitory VS Cellulose/VS inoculum ratios were applied, the only
explicit sign of system stress was the increasing total degradation time and the extended
period of higher biogas production rate with every increase of OL. This confirms the bio-
gas production rate as the first and most important control parameter for the fermentation
supervision. In the investigated batches the elevated VFA (also VFA-3) did not automati-
cally lead to fermentation break and had influence neither on the total gas production nor
on the total methane production even though the inhibition limit of 50 mg/1 for VFA-3 was
exceeded. These results show that it is not possible to define the VFA-3 concentration,
which would directly cause the inhibition in any digesting system. With adapted cultures a
non-inhibitory degradation of cellulose at extremely high OLs and with higher VFA-3
concentrations is possible.

A further study to compare the model substrate (cellulose) with a natural one - maize (con-
taining native cellulose) in batch as well as quasi continuous mode is being conducted and
will be complemented by the corresponding mesophilic trials.
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In-situ methane enhancement system using differential
solubility of biogas

Ho Kang

Dept. of Environmental. Eng., Chungnam National University, Deajeon, Korea

A simple in-situ technique to enhance digester offgas was developed by using the differen-
tial solubilities of biogas which normally contains 40~50% carbon dioxide (CO,) and
50~60% methane (CHy4) by volume.

The methane enhancement system was low solids plug-flow sorghum digester coupled by
a leachate recycle loop to an external stripper. The stripper removed dissolved CO,, result-
ing in an enhanced CH4 contents in digester offgas as shown in Fig. /. Plug-flow type re-
actor with internal recycle of leachate was operated under parallel condition as the control
reactor to provide baseline digestion kinetics. All experiments were conducted at 35 using
nitrogen as a sweep gas.
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Fig. 1: A Schematic Diagram of Methane Enhancement System
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As shown in Table I, quantitative evaluation of system variables defined the effects of
leachate recycle rate (LRR) and reactor alkalinity on the resulting offgas CHy4 contents.
Offgas CH4 contents and CHy4 productivity correlated well with LRR as illustrated in
Fig. 2, Fig. 3 and Fig. 4. However excessively high recycle rates led to digester pH levels
above 8.7, resulting in inhibition of methanogenesis and lowered CH4 production. Fig. 5
explains that the total volatile solids (TVS) removal efficiency was decreased as LRR in-

creased.
Tab. 1: A summary of experimental conditions
OLR SRT T.Alk Leachate Sweep Stripper Gas
Reactor (@VS/L-d)| (days) (g/L as Recycle Gas Flow
8 Y | CaCOs) | Rate(viv-d) Rate(ml/min)
Control
Reactor 2.0 >2 ) ) ) i
1.0
2.0
2.0 3.0
4.0
Methane 1.0
Enrichment 2.0 52 4.0 2.0 N» 700
Reactor 3.0
4.0
1.0
8.0 2.0
3.0
4.0
100
£ o E 2
£ u] -
: :
E 20 =2
s
=
T0
60
1] 2 4 6 g 10
Alkalinity{gL as CaCO.)
Fig. 2:  Effect of reactor alkalinity on biogas methane contents of mesophilic methane

enhancement system at LRR 3v/v-d with N, sweep gas
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Fig. 5: Effect of leachate recycle rate on TVS removal efficiency at mesophilic condition
with N, sweep gas

It is likely that the optimum recycle rate was 3 volume of leachate recycle per volume of
reactor per day (3 v/v-d) at the reactor alkalinity of 4 g/l as CaCOs, which resulted in
offgas CH4 contents of over 94% and TVS removal efficiency of 82%.

Due to leachate flow limitation, CH4 production rates of the methane enhancement system
were limited to the range of 0.7~0.8 v/v-d under all paralled conditions. However this CH4
production rates showed 97%~128% of the control reactor. For practical purposes, the
application for Semi-Continuously Fed and Mixed Reactor (SCFMR) or Plug-flow digest-
ers is limited to relatively low solid systems, with solids that are easily separated from the
leachate stream. Hence, the leachate moves through the solid mass at a relatively slow rate
and the solids must separate in the methane enhancement system. The maximum digester
solids concentration is approximately 7 to 9% dry matter for the methane enhancement
system.
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Entwicklung eines neuen Biogasverfahrens zur effizienten
Verwertung von NawaRo auf thermophiler Basis

C. Marin-Perez, M. Lebuhn und A. Gronauer

Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Institut fiir Landtechnik und Tierhaltung,
Am Staudengarten 3, 85354 Freising, Deutschland

Zusammenfassung

Die Evaluierung und Optimierung eines zweistufigen Verfahrenskonzeptes zur Vergiarung
einer Mischung aus nachwachsenden Rohstoffen (NawaRo) auf mikrobiologischer und
verfahrenstechnischer Ebene war Ziel dieses Versuchs. Im Rahmen der Untersuchungen
wurden zweiphasige und einphasige Verfahren getestet, um die Stabilitdt des Prozesses,
den Methanisierungsgrad des Substrates sowie den Substrataufschlussgrad beider Prozesse
miteinander zu vergleichen. Fiir die verwendete Substratmischung konnte gezeigt werden,
dass fiir einphasig-zweistufige Systeme bei unterschiedlichen thermophilen Temperaturen
ein besserer Methanisierungsgrad sowie eine bessere Stabilitédt erzielbar sind als bei zwei-
phasigen Systemen mit separater thermophiler Hydrolyse. Dieses Ergebnis unterstreicht,
dass noch ein weiterer Forschungsbedarf fiir eine prozessoptimierte NawaRo-Vergirung
auf Basis zweiphasiger Systeme besteht.

Schliisselworter:

Zweistufig, einphasig, zweiphasig, anaerobe Vergirung

Summary

The evaluation and optimization of a biphasic concept for biogas production from renew-
able resources (RR) on a microbiological and process engineering level was the aim of this
investigation. This concept should improve the degradation of a given silage mixture
within a shorter time than a conventional monophasic system and concomitantly increase
methane production. For this aim, methane productivity and process stability of a lab-scale
two phase fermenter run at thermophilic condition in the first stage was compared with the
performance of a monophasic system run at different temperatures.

According to the results of this lab-scale study, the one phase anaerobic digestion system
provided an increased degradation and better process stability for the given substrate mix
when compared to the two- phase system. We conclude that research aiming for process
optimization of the hydrolysis stage in RR digestion is still needed.

Keywords:

two stage, hydrolysis, one phase, two phase, anaerobic degradation
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1 Einleitung

Die Vergirung Lignocellulose-reicher Biomasse (LCB) ist ein zentrales Thema fiir Bio-
gasanlagen, die am Rande der Wirtschaftlichkeitsgrenze arbeiten. Hier besteht ein hoher
Optimierungsbedarf. Um die Effizienz zu erhdhen, spielt die Hydrolyse von Cellulose-
Lignin Komplexen eine Schliisselrolle, da diese Geriistsubstanzen nur langsam und un-
vollstindig abgebaut werden (Lynd et al., 2002). Eine Intensivierung dieses Teils des Bio-
gasprozesses konnte die Methanisierung von LCB wesentlich verbessern.

Beim getesteten zweiphasigen Konzept sollte durch eine rdumliche und zeitliche Trennung
der Hydrolyse von der Methanogenese eine Erhohung des Hydrolysegrades erzielt werden
(Kim et al., 2004). Beim einphasigen Konzept finden dagegen alle Phasen der Vergirung
in einem Reaktor statt. Dabei verlaufen einzelne Phasen suboptimal, da fiir diese jeweils
unterschiedliche Rahmenbedingungen optimal sind. Die Variation der Mengen an
Rezirkulat im Hauptfermenter bei unterschiedlichen Temperaturen und Raumbelastungen
hatte zum Ziel, einen hoheren Abbau- und Methanisierungsgrad zu erreichen.

2 Material und Methoden

Die Untersuchungen wurden in 2-stufigen Durchflussfermentern mit einer Beschickung
von 31% Mais, 31% Gras und einer Mischung aus 38% Roggen und Gerste durchgefiihrt
(Abb. I: fir zweiphasiges Konzept 35 L Hydrolysereaktor (1F); 70 L Methanreaktor (stF).
Fiir einphasiges Konzept 35L Hauptfermenter (IF); 70L Nachgérer (stF). Stiindliche Ana-
lysen des produzierten Biogases und eine regelmiflige Bestimmung der fliichtigen Fett-
sduren (FOS), des FOS/TAC- und des pH-Werts ergénzten das Prozessmonitoring der IF
und stF.
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Abb. 1: 2-stufige Fermentersysteme am Institut fiir Landtechnik der LfL

2.1 Zweiphasiges Konzept

Untersuchungen mit zweiphasiger Prozessfiihrung wurden bei 55°C in der Hydrolysestufe
und 38°C in der methanogenen Stufe durchgefiihrt. Parallele Versuche wurden angesetzt,
um die Wiederholbarkeit des Prozesses zu untersuchen. Die IF wurden bei konstanter
Raumbelastung von 10 kg oTS «(m? « d)" bereits in der Anfahrphase beschickt, da sich in
vorangegangenen Versuchen gezeigt hatte, dass bei dieser Raumbelastung eine separierte
Hydrolysephase erzielt werden kann. Die Verweilzeit wurde mit 7 Tagen konstant gehal-
ten. Ein definierter Teil des entstandenen Hydrolysates wurde in den nachgeschalteten
Methanreaktor zugegeben.
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2.2 Einphasiges Konzept

Untersuchungen filir einen einphasigen Betrieb wurden in den gleichen 2-stufigen
Durchflussfermentern durchgefiihrt. Der Hauptgérer (IF) wurde bei 45, 50, 55 sowie 60°C
betrieben, der Nachgérer (2. Stufe, stF) bei 38°C. Parallele Versuche bei denselben Tem-
peraturen wurden durchgefiihrt, um die Wiederholbarkeit des Prozesses nachzuweisen.
Die Raumbelastung wurde jeden zehnten Tag um 1,5 bis auf 12 kg oTS « (m?* « d)" erhéht.
Durch Rezirkulation eines Teils des Nachgérerinhalts in den Hauptreaktor wurden kiirzere
Verweilzeiten im Hauptgérer (10 Tage) eingestellt.

3 Ergebnisse

Abb. 2 zeigt die Ergebnisse der Versuche mit separierter Hydrolyse. Aufgrund von Instabi-
litdten in der Hydrolysestufe kam es immer wieder zu kurzen Einbriichen der Methanpro-
duktion. Diese Instabilitdten sind auf eine schwierige Prozessteuerung zuriickzufiihren.
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Abb. 2:  Methan- und Wasserstoffgehalte im liegenden Fermenter des 2-phassigen
Konzeptes

Die Methanausbeute fiir die gesamte Anlage im 2-phasigen Betrieb ergab einen Wert von
188 LN CH, « (kg oTS) . Der geringe Methanisierungsgrad beruht vermutlich auf einer
relativ geringen Produktion an Vorldufersubstanzen in der Hydrolysestufe. Allerdings
wurde ein hoher Methangehalt im Biogas der Methanstufe im 2-phasigen Betrieb festge-
stellt, es setzte sich zu 70-72 [Vol.- %] aus CH4 und zu 28-30 [Vol.- %] aus CO, zusam-
men.

Die Versuche mit einphasigem Betrieb hatten folgende Ergebnisse: bei den vier untersuch-
ten Temperaturen verlief der Prozess sehr stabil hinsichtlich der Biogaszusammensetzung
(Abb. 3), der tiglichen Biogasproduktion und der Methanausbeute fiir die unterschiedli-
chen Raumbelastungen (4bb. 4). Das produzierte Biogas im Hauptgirer setzte sich zu
52-55 [Vol.- %] aus CH4 und zu 45-48 [Vol.- %] aus CO, zusammen. Die Messung der
Gaszusammensetzung des Nachgirers ergab einen Anteil von 52-61 [Vol.- %] CH4 und
45-39 [Vol.- %] CO,.
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Abb. 3: Zusammensetzung des produzierten Biogases im liegenden Fermenter (IF)
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Abb. 4:  Methanausbeute des 2-stufigen Gesamtsystems bei unterschiedlichen
Temperaturen im Hauptgdrer (IF)

Weiterhin war bei hohen Raumbelastungen trotz kiirzerer Verweilzeit im Hauptgirer ein
hoher Substrataufschlussgrad festzustellen.

Bei der Betrachtung der Methanausbeuten (Mittelwert der Ergebnisse der Versuchswie-
derholungen) fiir die vier Temperaturen zeigte sich fiir alle Temperaturen im Verlauf des
Versuches eine gute Substrat-Verwertungseffizienz. Selbst bei einer hoheren Raumbelas-
tung von 10,5 kg oTS « (m® » d)”" im IF war noch eine Methanausbeute von 307,3 Ly CH,4
«(kg 0TS)" bei 60°C zu erzielen. Dabei wurden die hochsten Ausbeuten durchwegs bei
45°C und 60°C erzielt (4bb. 4). Auffillig ist, dass die Versuche bei 50°C und 55°C besser
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reproduzierbar waren als jene bei 45°C und 60°C (hohere Standarabweichungen in
Abb. 4).

4 Schlussfolgerung

Bei einer Raumbelastung von 10 kg oTS « (m® « d)' in der Hydrolyse wurde eine
Methanasubeute von 188 Ly CH4 « (kg oTS)" fiir die ganze Anlage erzielt, wihrend bei
1-phasigem Betrieb ein Wert von 307,3 Ly CHy « (kg 0TS)™ bei 60°C erreicht wurde. Die
Stabilitdt des einphasigen Prozesses war deutlich besser als bei Trennung der Phasen. Der
Methangehalt in der Methanstufe war bei 2-phasigem Betrieb mit 70-72 [Vol.- %] ver-
gleichsweise hoch, wihrend bei einem einphasigen Betrieb 52-60 [Vol.- %] erzielt wurde.

Die Stabilitdt und Effizienz einer 2-phasigen Prozessfiihrung mit Hydrolyse ist abhingig
von zahlreichen Prozessparameten wie der Raumbelastung, der Temperatur, der Verweil-
zeit sowie dem pH-Wert. Untersuchungen fiir die Optimierung dieses Prozesses erfordern
daher ein komplexes experimentelles Design. Ziel des weiteren Vorgehens im Rahmen der
Entwicklung eines neuen Biogasverfahrens zur effizienten Verwertung von NawaRo auf
thermophiler Basis ist es zudem, die Abbaueigenschaften unterschiedlicher Substrate in
der Hydrolysestufe zu untersuchen.
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Ermittlung der maximalen Raumbelastung einer Maismono-
Vergirung im ein- bzw. zweistufigen System bei 40°C und
bei 50°C im Technikummalistab

M. Reuter und D. Schmack
Schmack Biogas AG, Bayernwerk 8, 92421 Schwandorf, Deutschland

Zusammenfassung

Im Rahmen des von der FNR geférderten Verbund-Projektes mit TUM-SWW, TUM-BO,
LfL-ILT, TUM-MB (FKZ22011605) werden die optimalen Betriebsparameter fiir die an-
aerobe Vergirung von Maissilage als einzigem Substrat vorgestellt.

Es zeigt sich bei reproduzierten Technikumsversuchen im 150 und 4001-MafBstab, dass
unter thermophilen Bedingungen bis zu 12% mehr Gasertrag mit vergleichbaren Methan-
gehalten erzielt werden kann.

Die Raumbelastung kann jedoch unter thermophilen Bedingungen nicht liber 4 kg
oTS/m**d unter Erhalt stabiler Gasproduktionsraten gesteigert werden, wohingegen der
mesophile Betrieb eine Steigerung auf bis zu 5,5 kg oTS/m?**d zulésst.

Des Weiteren kann gezeigt werden, dass sowohl eine schnelle Umstellung von 40°C auf
50°C in einem Schritt, als auch eine Umstellung mit 1°C pro Woche von den Systemen
verkraftet wird. Es zeigt sich allerdings in den Laborversuchen, dass bei langsamer Tem-
peraturadaption eine hohere Effizienz erzielt werden kann.

Summary

Within the following project, which is funded by the FNR (FKZ22011605), the optimal
running parameters for anaerobic digestion of corn-silage as sole substrate are presented.

In reproduceable lab-scale fermentations (1501 and 4001 volume) it is demonstrated that
running a process at 50°C results in an increase of gasproduction up to 12% at comparable
gasquality.

The spatial loading-rate in a thermophil process can not be raised above 4 kg oDM/m?**d
at stable gasproduction rates, whereas at a mesophilic operation temperature it can be
heightend up to 5,5 kg oDM/m3*d. Additionally it can be shown that a running biogas
process at 40°C can be shifted to 50°C in two ways: it can be carried out quickly in one
step and slowly with a rate of 1°C per week.

Both methods result in an ongoing biogasproduction, whereas the slow transposition from
40°C to 50°C results in higher efficiency.
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1 Einleitung/Introduction

Die Optimierung des Biogasprozesses spielt aufgrund steigender Rohstoftkosten eine im-
mer wichtigere Rolle. Eine Effizienzsteigerung ist sowohl durch Verdnderung physikali-
scher Betriebsbedingungen sowie durch Modifikation chemischer und mikrobiologischer
Parameter denkbar. Die Validierung der Anwendung von optimierenden MafBinahmen ist
an Praxisanlagen aufgrund oft fehlenden Mess-Equipments schwierig und ungenau, so
dass Versuche im Labor- und TechnikumsmaBstab detaillierteren Einblick in Verbesse-
rungsstrategien liefern konnen. Die Verwendung von nur einem Substrat vereinfacht die
Beurteilung, obgleich eine gewisse Varianz im eingesetzten Input-Material Maissilage
berticksichtigt werden muss. Die vorgestellten Ergebnisse haben die Optimierung von
Mais-Mono-Vergdrungen zum Thema. Darin wird zum Einen eine Gegeniiberstellung von
einstufigen und zweistufigen Systemen bei unterschiedlichen Temperaturen vorgestellt.
Zum Anderen wird auf die Auswirkungen einer Temperaturumstellung von 40°C auf 50°C
eingegangen.

2 Ergebnisse der Maismono-Vergarung im einstufigen und
zweistufigen System bei 40°C und 50°C

Die Ergebnisse der redundanten Maismonovergédrungsversuche im Technikum weisen eine
nur sehr geringe Abweichung auf (im Mesophilen <3%, im Thermophilen <5%).

Interessant ist, dass der erzielte spezifische Gasertrag im untersuchten Bereich (1 bis
8 kg,rs/m**d) unabhingig von der Raumbelastung ist. Eine Abnahme des Abbaugrades
und damit ein Sinken der Gasausbeute kann entgegen der gidngigen Expertenmeinung
nicht beobachtet werden. Dieses Ergebnis ist aufgrund der hohen Reproduzierbarkeit und
der sehr geringen Abweichung der Einzelergebnisse untereinander qualitativ belastbar.

Die dargestellten Tabellen und die Abbildungen geben die in den Langzeitversuchen er-
zielten Gasertrage und Methangehalte bei Maismonofermentation wieder.

3 Abbaugrade unterschiedlicher Vergarungen

Die Abbaugrade der in 2. angesprochenen Maismonovergidrungen sind dargestellt. Dabei
zeigt sich, dass die mesophilen, zweistufigen Fermentationen im Unterschied zu den ein-
stufigen Systemen eine um bis zu 10% hohere Effizienz aufweisen. Bei den thermophilen
Systemen kann beim Vergleich von zweistufigen mit einstufigen Systemen eine um bis zu
12%ige Effizienzsteigerung nachgewiesen werden.

4 Energieausbeuten beim unterschiedlichen Umstellen der

Betriebsparameter von mesophil auf thermophil
Es kann gezeigt werden, dass sowohl schnelles Umstellen von 40°C auf 50°C innerhalb
eines Tages als auch langsames Umstellen mit 1°C pro Woche von den Systemen verkraf-

tet wird, wobei ein langsames Umstellen in einer bis zu 12% hoheren Energieeffizienz
resultiert.

5 Danksagung

Der Fachagentur fiir Nachwachsende Rohstoffe danken wir fiir die finanzielle Férderung
des Projektes (FKZ22011605).
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Anaerobic digestion of rye silage in a two-phase process

M. Schénberg' and B. Linke'

! Leibniz Institute for Agricultural Engineering Potsdam-Bornim (ATB),
Max-Eyth-Allee 100, 14469 Potsdam, Germany

'? Biosystems Engineering Division, Humboldt-Universitit zu Berlin,
Albrecht-Thaer-Weg 3, 14195 Berlin, Germany

Summary

In the course of the joint research project “Biogas-Crops-Network™ (BCN) we were able
to come to new conclusions regarding the gastight or non-gastight operation mode of the
first reactor system (hydrolysis) of a two-phase solid state fermentation of whole rye plant
silage using a bio leaching method. The results with respect to the operation mode show
that the non-gastight system only achieves 36% of the methane yield of the gastight sys-
tem. Because of passive aeration the open hydrolysis reactor system was found to support
the growth of fungi on the silage which results in an aerobic digestion process. The non-
gastight operation mode of the hydrolysis reactor within the thermophile temperature
range is not recommended.

Keywords:

biogas, solid state anaerobic digestion, leach bed, two-phase

Zusammenfassung

Im Rahmen des Verbundprojektes ,,Biogas-Crops-Network® (BCN) wurden Erkenntnisse
iiber der offenen bzw. geschlossenen Fahrweise des ersten Reaktorsystems (Hydrolyse)
einer zweiphasigen Feststoffvergdrung von Roggen-Ganzpflanzensilage im Bioleaching-
Verfahren gewonnen. Die Ergebnisse hinsichtlich der Fahrweise zeigen, dass das offene
System nur 36% der Methanausbeute gegeniiber dem geschlossen System erzielte. Durch
das Eindringen von Luft in die Hydrolysestufe kommt es zu einer Pilzbildung auf der
Silage und demzufolge zu einem aeroben Abbauprozess. Eine offene Fahrweise der
Hydrolysestufe im thermophilen Temperaturbereich sollte als nicht zielfiihrend erachtet
werden.

Schliisselworter:

Biogas, Feststoffvergirung, Bioleaching, zweiphasig
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1 Introduction

Current agricultural facilities for biogas production usually base on a continuous mode of
operation and a complete mixing of the reactor content. The increasing use of stackable,
organic solid matter raises the energy input necessary for mixing and also the danger of a
biological process-overload. As a consequence, float- and sink layers can be formed in the
reactor in which intermediates accumulate and can inhibit the digestion processes.

For these reasons there is an increasing interest in the methods specifically developed for
the digestion of solid matter, originally coming from the domain of biological waste
treatment (THOME-KOZMIENSKY 1995). The discontinuous digestion of solid matter be-
longs to those methods. The advantage of it is the simple construction of the reactor sys-
tem und the resulting low energy consumption (WEILAND 2006). The mass transfer inside
the fermenter bases exclusively on the recirculation of the process liquid. The disadvan-
tage of this method is the refeeding of up to 70 percent of digestate (KUSCH at al. 2005) as
inoculum. This leads to the fact that the fermenter has to be much larger in its dimensions
but doesn’t contribute to a significantly higher production of biogas.

An alternative to the single-phase of solid matter is the two-phase process. Due to the in-
tegration of a separate methane reactor into the circulation of the process liquid the solid
matter reactor primarily used for hydrolysis and acidification. Together with immobilized
micro biocoenosis the formed intermediates are transformed to biogas inside the methane
reactor. This method of the process doesn’t require inoculation with digestate. Currently,
only limited knowledge on the operability and efficiency of this procedure is available.
Therefore further research and development is necessary (LINKE 2004).

The ATB was founded by the German Federal Ministry of Education and Research
(BMBF) to examine a subproject of the Biogas-Crops-Network (BCN) within the joint
research project “Basics research of biogas production from crops biomass: System analy-
sis of microbiological substance conversion under special consideration of the influence of
the type of crops provision, formation of intermediates and process control”. Ten research
facilities from all over Germany participated in this research project. The aim was to ana-
lyze the use of rye silage of whole plants in a bioleaching process combined with a down-
stream methane reactor. Especially the kinetics analysis of the hydrolysis/acidification of
rye silage and the optimization of the mode of operation were evaluated and its operability
and efficiency were shown.

2 Laboratory scale plant of the two-stage process control
with bioleaching

The in the scope of this study used laboratory scale plant consists of three reactor systems
which are identical in construction. Each one contains a hydrolysis reactor and a fixed film
methane reactor as a separate methane stage.

By technology developed at the BTU Cottbus (professorship of waste management) the
process water (60 1/h) is lead back into the hydrolysis reactor (Fig. 1, 4). This serves tem-
pering and maintenance of the optimal moisture content of the organic solid matter. Fur-
thermore, the microorganisms which are involved in the degradation were feed back. A
continuous volume flow (1 I/h) gets from the reservoir of the process liquid into the fixed
film methane reactor (material: acryl glass, packing bulk Bioflow 40, 30 liters usable vo-
lume) (Fig. 1, 3). The liquid which is released by organic compounds to a large extend is
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put back into the hydrolysis reactor (1 1/h) (Fig. 1, 5). The laboratory scale plant is indivi-
dually controllable with regard to hydrolysis underflow rate and percolation rate.
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Fig. 1: Scheme of the laboratory scale of a two-stage solid state anaerobic digestion
system with bioleaching: [1] hydrolysis reactor (60 liter), [2] reservoir for
leachate from hydrolysis reactor (60 liter), [3] fixed film anaerobic methane re-
actor (30 liter), [4] small leachate circulation (60 l/h), [5] complete leachate
circulation (1l/h) [6] biogas bag, [7] automatic gas analysis

The generated biogas is collected in separate gas tanks (100 liter bag, company
TECOBAG (Fig. 1, 6). Once a day an automatic gas analysis and entry of quantities is
executed (Fig. I, 7). Therefore an activation of a magnet valve is done by a control unit.
The gas is extracted from the gas analysis device (SSM 6000, company Pronova) and
pumped through the gas meter (Trommelgaszdhler, company Ritter) for gas composition
analysis. Depending on the amount of gas the gas meter sends impulses to the control unit.
At the same time the pressure sensor examines the difference between system pressure and
ambient pressure. With an empty gas tank the pressure difference drops resulting in a
voltage drop. The pump is turned off and the magnet valve is closing. The incoming data
are converted with a computer and logged.

3 Characterization of the used rye silage

The rye silage was provided by the Lehr- und Versuchsanstalt fiir Tierzucht und
Tierhaltung Grof3 Kreutz (Germany). The chaff length of the rye silage was two centimeter
(cm). The rye straw was coming from the “Leibniz-Institut fiir Agrartechnik Potsdam-



574 S2 — Schonberg, M. et al. — Anaerobic digestion of rye silage in a two-phase process

Bornim e.V. (Germany)”. The analytic parameters of rye silage and rye straw are listed in
Table 1.

Tab. 1: Analytic parameters of the substrate rye silage and rye straw

MATERIAL pH DM oDM TKN XL XF COD CN /S lacticacid VFA
% % TS gkgFM' %DM %DM gkg FM' ratio ratio gkg FM" g/kg FM’

RYESILAGE 4.19 2447 2221 395 362 3815 25820 2089 24456 2.6 2.89

RYE STRAW 7.51 80.3] 8548 842 054 4631 92650 5967 231.55 0.0 0.55

The substance specific decomposition according to van Soest (LENGERKEN 1991) in
Figure 2 shows that the fraction of inorganic substance is 9.1 Ma.-% (mass percent) in the
rye silage and 4.3 Ma.-% in the rye straw. The fraction of persistent materials (cellulose
and lignin) is about one third in the rye silage (38.1 Ma.-%) and more than the half in the
rye straw (57.8 Ma.-%) of the whole organic substance. The fraction of readily
biodegradable materials (hemicellulose and cell compounds) is 51.6 Ma.-% in the rye
silage and 37.9 Ma.-% in the rye straw. The volatile organic acids (fatty acids C2-C6,
alcohols C2 and C3) are in both substrates only marginally present with 1.2 Ma.-% in the
rye silage and 0.1 Ma.-% in the rye straw.

1.2% 0.1%
22.0% Bvolatile fatty acids
36.5%
B cell compounds
15.9%
E hemicellulose
15.1%
41.1% B cellulose
o
33:9% M lignin
4.2% H‘H HHH 16.7% B inorganic matter
9.1% 5 4.3%
RYE SILAGE RYE STRAW

Fig. 2: Composition of element groups of the used rye silage and rye straw
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4 Analyses on non-gastight, gastight and mixed hydrolysis
phases

The non-gastight, gastight or mixed operation mode of the first reaction system (hydroly-
sis) was examined in tests lasting each for 21 days. Moreover, the gas formation in both
parts of the facility was examined. For the hydrolysis reactor the thermophile temperature
range (55°C) was chosen. The fixed film methane reactors were run under the mesophile
temperature range (37°). The three hydrolysis reactors were loaded in parallel each with
10 kg of rye silage fresh mass and with 0.5 kg of rye straw as structure material. Regard-
ing the gastight system the hydrolysis phase was closed airtight. Regarding the non-
gastight system, the lid of the hydrolysis reactor was closed but not locked. The gas bag
was separated from the system. Thus, the ambient air was able to enter the system through
openings, each with a diameter of 10 mm. The mixing of the third hydrolysis system was
done once a week. The percolation of all three variations was done by an alternating
sprinkling of the particulate material with process liquid out of the hydrolyzate reservoir at
a rate of 60 1/h. After one minute of percolation a break of 29 minutes followed. This
process was repeated in cycles.

Tab. 2: Biogas and methane yield of the examination of the operation modes: Compari-
son of non-gastight, gastight and mixed hydrolysis phase at thermophile tem-
perature conditions

reactor & degradation COD | degradation oDM| O biogas yield & methane yield
[Ma.-%] [Ma.-%a] [Nl/kg oDM] [NVkg oDM]

HE 1 69 + 3 GEE6 495 + 43 266+ 22

HR 2 65+ 3 65+ 6 455+ 10 247+ 4

HR 3 73+ 1 73+2 108+ 9 95+ 8

The digestates of the gastight and mixed hydrolysis system showed a similar content of
organic dry substance with approx 10.5 Ma.-%. The average degradation of organic dry
substance of the rye silage was for all three approaches between 65 Ma.-% and 73 Ma.-%.
The hydrolysis reactor system showed the highest degree of digestion (7able 2).

Figure 3 shows the organic components of the substrates and the digestate. The three dif-
ferent approaches showed the following results: 70Ma.-% of the cell ingredients were di-
gested during the gastight operation mode, 72 Ma.-% were digested during the mixed op-
eration mode and 78 Ma.-% were digested during the use of the non-gastight operation
mode. The hemicelluloses were nearly completely digested: more than 96 Ma.-% of the
plant components were dissolved. Also there were minor differences regarding the diges-
tion of the cellulose. The gastight operation mode dissolved 68 Ma.-% whereas the mixed
operation mode reached 71 Ma.-%. However, the non-gastight operation mode was able to
dissolve 78 Ma.-% of the cellulose ingredients. However, lignin was hardly dissolved.
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Fig. 3:  Analysis of substance groups of the rye straw and the digestate of the gastight,
the non-gastight and the mixed hydrolysis phase
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Fig. 4:  Methane yield of the hydrolysis reactor and fixed film methane reactor in the
non-gastight, the gastight and the mixed hydrolysis phase

The results of the analysis regarding the different operation modes of the hydrolysis sys-
tems and their impacts on the methane yield are shown in Figure 4. The results of the sol-
id matter degradation cannot be reconfirmed with the results of the gas formation (7a-
ble 2). The mixed system version yielded 266NIcys/kgos — the highest yield. However,
here we also found the greatest deviations. The gastight variant was a little less with
247NIcna/kgos. The non gastight system variation yielded only 95NIcna/kgos. That equals
36% of the methane yield of the mixed system. Moreover the gas composition of the gas
compartment of the non-gastight hydrolysis reactor was measured. In spite of the non-
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gastight operation mode, methane was formed at the beginning of the analysis. Moreover,
the oxygen content augmented during the course of the test and reached 15 Vol % towards
the end. This supported mold formation on the lid and on the side walls of the reactor sys-
tem. Also there was mold on the whole silage. We may assume that the non-gastight oper-
ation mode system fostered an aerobic digestion process. Furthermore the metabolites of
the mold maybe had a toxic impact on the digestion process which caused the stop of the
methane production in this reactor.

5 Conclusions

The results of the operation mode of the hydrolysis phase lead to the conclusion that the
use of a non-gastight system in the thermophile temperature range cannot be recommend-
ed. The costs of a gastight hydrolysis phase are indeed remarkably higher; however this
system forms 64% more methane than the non-gastight operation mode. In the non-
gastight system of the hydrolysis phase, percolation caused swirls in the reactor, so that
the volatile organic compounds were able to escape and up to 15 Vol.-% oxygen was able
to enter the system. In consequence, the organic material oxidizes to CO,, and was not still
available for the formation of methane. Moreover formed mold at the walls of the reactor
and on the silage might have a toxic impact on the methane forming process and it could
pose a risk to health of the staff, respectively.

In general, the hydrolysis process by the gastight two-phase operation mode formed main-
ly carbon dioxide and hydrogen. However during the methanogenesis in the fixed film
methane reactor, a methane concentration of about 80 Vol.-% was achieved. This high
methane concentration is of advantage for feed-in into the gas pipe network. That is be-
cause of costs of processing biogas which are lower in comparison to the one-phase treat-
ment. Additionally there is a need for further research regarding the use of the high hydro-
gen concentration in the hydrolysis gas.
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Digestion of grass silage by a two-phase biogas process

S. Zielonka, A. Lemmer, H. Oechsner and T. Jungbluth

University of Hohenheim, State institute of farm machinery and farm structures,
Garbenstraf3e 9, 70599 Stuttgart, Germany

Zusammenfassung

Im Rahmen des Kooperations-Projektes "Biogas-Crops-Network" arbeiten zehn deutsche
Institute an der Erforschung der Grundlagen der Biogaserzeugung aus Energiepflanzen.
Die Universitdt Hohenheim beschiftigt sich mit der Vergérung von Grassilage in einem
zweiphasigen Biogas-Prozess mit einer Batch-Perkolations-Hydrolyse und einem Festbett-
Reaktor

Um besser den unterschiedlichen Bediirfnissen der verschiedenen Bakterien zu entspre-
chen, werden die vier Stufen der Methan-Produktion in zwei Phasen unterteilt. Eine
Batch-Perkolations-Hydrolyse, in der das Perkolat mit organischen Sduren angereichert
wird und ein Festbett-Methan-Reaktor, in dem der organische Teil des Perkolats abgebaut
wird.

In Anbetracht der Ergebnisse der bis jetzt durchgefiihrten Experimente, zeigte die zwei-
phasige Fermentation von Grassilage ein stabiles Fermentationsverhalten. Weder bei der
Hydrolyse noch in den Festbettreaktoren konnte eine Stérung des biologischen Prozesses,
z.B. durch erh6hte Raumbelastung oder pldtzlichen Substratwechsel, nachgewiesen wer-
den. In ersten Versuchen wurde ein Abbaugrad von 75 bis 85 % der oTS erreicht. Das in
den Festbett Reaktoren erzeugte Biogas hatte einen durchschnittlichen Methangehalt von
ca. 70 %. Die Festbett-Reaktoren lieferten im Mittel aller Versuche 63 % der gesamten
Methan-Produktion der beiden Phasen. Bei dem Abbau von Grassilage eines intensiv ge-
nutzten Graslandes wurden durchschnittliche Biogas-Ertrige von 665 ly / kg oTS und
335 1In / kg oTS Methan bei einer Verweildauer von 25 bis 30 Tagen erreicht. Mit der
hochsten getesteten Hydrolysetemperatur von 55 °C wurde der grofite Biogasertrag sowie
der hochste Abbaugrad erreicht. Es wurde auflerdem eine unterschiedlich gute Eignung
verschiedener Substrate flir die zweiphasige Vergirung mit einer Batch-Perkolations-
Hydrolyse ermittelt. Denn die verschiedenen Substrate haben unterschiedliche Einfliisse
auf den Verlauf des pH-Wertes, die Gérsdurezusammensetzung und Konzentration und
damit auch auf die Verteilung des Biogas- und Methanertages auf die beiden Prozess-
Phasen.
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Summary

In the frame of the cooperative project ,,Biogas-Crops-Network® ten German institutes are
studying the fundamentals of biogas production from energy crops. The University of
Hohenheim is dealing with the digestion of grass silage in a two stage biogas process
based on the bioleaching principle.

To serf better the different needs of the several bacteria which take part at the four steps
process of the methane production the process is divided into two stages. A batch
bioleaching stage where the percolate is produced and a fixed bed digester where the or-
ganic fraction of the percolate is digested.

Considering the results of the experiments conducted up to now, the two phase digestion
of grass silage showed stable digestion behaviour. Neither in the hydrolysis nor in the
fixed bed digesters could a biological disturbance of the process, e.g. due to an increased
loading rate or a sudden change of substrate, be detected. In the first trials a degree of deg-
radation of 75 to 85 % of the VS was reached. The biogas generated in the fixed bed di-
gesters had an average methane content of 70 %. The fixed bed digesters yielded in the
average of all experiments 63 % of the total methane production of the two phases. Digest-
ing grass silage of an intensively used grass land average biogas yields of 665 Ix/ kg VS
and average methane yields of 335 Ix/ kg VS were reached with a retention time of 25 to
30 days. With the highest tested hydrolysis temperature of 55 °C, the largest biogas yield
and the highest degree of degradation was achieved. Also a different suitability for two-
phase fermentation with a batch percolation hydrolysis is observed for various substrates.
Because the different substrates have the different influences on the course of the pH-
value, the acid formation and concentration there is also an effect on the distribution of the
biogas and methane yield to the two process phases.
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1 Introduction

A reduction in pasture utilization has been observed in the German state of Baden-
Wiirttemberg. This has been attributed to the increasing efficiency in milk production.
Given the fact that 26 % of existing grassland is not in use for feed production by 2015
(ROSCH 2007), the possibility of using grass for renewable energy production is of great
interest. Until now, the high fibre content of grass technically borders its use in biogas
plants for energy production.

The cooperative project "Biogas Crops Network" offers ten German institutes the frame-
work for a study on the basics of biogas production from energy crops. The University of
Hohenheim investigated the digestion of grass silage in a two-phase biogas process on the
principle of a batch percolation hydrolysis digester.

2 Literature review

The degradation of an organic substrate to methane is a four-step process, and each of
these steps is performed by several different bacteria. These bacteria have very special
demands on their living conditions, and they each require different pH and temperature
values for their optimal performance (WELLINGER et al. 1991). In a single-phase biogas
process the four steps take place in the same fermenter at the same pH and temperature
value, which are tailored to the needs of the methanogenic bacteria. These are the most
sensitive organisms in the chain, while the hydrolysis bacteria are more flexible in terms
of living conditions and adapt more easily to the living conditions of the methanogenic
bacteria.

The pH range for hydrolysis is between 4.5 and 8.5. The metabolic optimum is at a pH of
about 6.5. The methanogenic bacteria, however, achieve their optimum stability and activ-
ity in the mesophilic range at about 38 °C at pH value of 6.5 to 8 (WELLINGER et al.
1991). Therefore, the conditions under which the hydrolysis takes place in a single stage
process are suboptimal.

3 Objectives

This suboptimal environment of the bacterial hydrolysis limits its performance. This re-
sults in an improvable conversion rate for the digestion of grass. The purpose of this pro-
ject is to investigate whether the optimization of environmental conditions for the hy-
drolysis could improve the efficiency of bacterial fermentation of organic material. Con-
sidering the above mentioned facts, the use of a two-phase process could optimize the
growth requirements of the various microorganisms. Therefore the State Institute of Agri-
cultural Engineering and Bio energy develops a process which divides the biogas produc-
tion in a hydrolysis phase and methanogenesis phase.

4 Material and methods

The experiments were conducted in the biogas laboratory of the State Institute of agricul-
tural engineering and bio energy of the University of Hohenheim (Fig. /). The lab facili-
ties consist of five pairs of vertical solid phase digesters with a useable volume of 50 I per
digester.
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The substrate has been analysed in terms to its

e  dry matter and organic dry matter (VS) content,
e organic and mineral nitrogen,

e chemical composition,

e Dbiogas and methane yield potentials.

The following parameters have been analysed in the digesters:
* pH,

e clectrical conductivity (salinity),

e COD,

e volatile fatty acids,

e  Dry matter and VS and

e temperature.

The biogas yield was measured and the gas was analysed in terms to its content in CHy,
COz, Hz, st and 02.

Fig. 1:  The solid phase lab facilities at the University of Hohenheim
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The hydrolysis and acidogenesis phases of the biomass digestion take place in the so
called hydrolysis digester (the first stage digester), wherein the biomass is digested to or-
ganic acids which accumulate in the fluid fraction (the percolate). The percolate is then
pumped into the fixed bed methane digester where it’s organic fraction (organic acids) are
mineralised (digested).

For each trial the hydrolysis digesters are filled with 1 kg VS of grass silage (first cut of
intensively used grassland) and 10 kg of tap water. The fixed bed digesters are filled with
poly-ethylene filling bodies as a settling bed for microorganisms and 45 | of percolate. The
pH of the percolate in the fixed bed digesters is around 7.5.

After filling the hydrolysis digester with grass silage a starting phase which lasts several
days begins. During this starting phase the percolate is recirculated, but not exchanged
between the stages. In the percolate of the hydrolysis digesters the organic matter is con-
centrated. In this phase the pH remains stable at a value of around 5. After this starting
phase 3.25 kg of percolate (rich in organic acids, pH 5) are exchanged between the hy-
drolysis and methanogenesis stage daily. This exchange causes rapid digestion of the or-
ganic matter dissolved in the percolate. The percolate out of the methanogenesis stage is
poor in organic acids and organic dry matter and has a pH of about 7.5. The exchange of
the percolate with different pH values causes an increase in the hydrolysis pH. If the pH
reaches 6.5 the methane production starts. After around 25 days retention time the gas
production decreases markedly and the experiment is concluded.

5 Preliminary results

Taking into consideration the results of the experiments conducted so far, the two phase
digestion of grass silage showed stable digestion behaviour. Neither in the hydrolysis nor
in the fixed bed digesters could a biological disturbance of the process be detected. A de-
gree of degradation of 75 % to 85 % was achieved in the first trials. Around 60 % of the
biogas was produced during the hydrolysis and 40 % of the biogas in the fixed bed digest-
ers. The biogas generated in the fixed bed digesters had an average methane content of 69
%. The fixed bed digesters yielded 63 % of the total methane production of the two stages.

The variation of the hydrolysis temperature showed that the thermophilic (55°C) variant
has the fastest and highest biogas yield and the highest degree of degradation compared to
a mesophilic (38°C) and psychrophilic (25°C) variant.

Comparison of the suitability of different substrates for the two-phase fermentation
using batch hydrolysis

The substrates used - maize silage, rye silage and grass silage - showed an individual be-
haviour during the fermentation. In Figure I the pH of the percolate over the period of
Experiments are shown measured at the drains of the hydrolysis digesters and methane
reactors. At the start all substrates had pH values between 4.5 and 5. Until the percolate
was exchanged for the first time between the phases the pH values remained relatively
stable. After the first exchange of process fluid between the phases on day four of the ex-
periment a sudden increase in pH was observed caused by the mixing of liquids with dif-
ferent pH values. While the pH values of maize silage quickly fell below 5 again, the val-
ues of grass and rye silage only reach a pH of 5.6. Then the pH value of grass silage in the
hydrolysis fermenters increases much faster than the ones of the other substrates, so that
the pH value of 7.5 is reached four test days earlier (Figure 1).
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Fehler! Es ist nicht moglich, durch die Bearbeitung von Feldfunktionen Objekte zu
erstellen.

Fig. 1: The increase of the pH-Value of different substrates in a two phase digestion
with a batch percolation hydrolysis

The pH curve of maize silage shows an interim increase in pH between the sixth and tenth
day of the experiment. This is in connection with the formation of acetic acid from maize
silage. This reaches its maximum only on test day ten, while the maximum of other vari-
ants was observed on test day seven (Figure 2). Although all of the tested substrates
reached a maximum of acetic acid equivalent of nine g / kg in the hydrolysis fermenters,
the values of grass silage raise significantly faster than the value of maize and rye silage.

pH vs. acetic acid of maize silage
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Fig. 2:  The pH-value compared to the acetic acid concentration of maize silage in a
two-phase biogas process with a batch percolation hydrolysis

The slower increase in pH of maize and rye silage in the hydrolysis fermenters prevents
the formation of methane in the fermenters, forming a higher proportion of methane in the
methane reactors (Figure 2).

Fehler! Es ist nicht moglich, durch die Bearbeitung von Feldfunktionen Objekte zu
erstellen.

Fig. 3: The proportion of the methane production of the hydrolysis and methane reactor
of different substrates digested in a two-phase biogas process with a batch per-
colation hydrolysis

The maize silage provides the highest biogas and methane yields with 779 and 362 In / kg
VS followed by rye silage with 665 and 347 Ix / kg VS and grass silage with 334 to
645 In / kg VS (Table 1). While the average methane content of biogas from the hydroly-
sis fermenters varies greatly depending on the used substrates, the average methane con-
tent of the biogas from the methane reactors is in al variants relatively stable at 72 or 76%.
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The high methane yield of maize silage in the methane reactors seems to not affect the
quality of the gas.

The experiments showed stable substrate fermentation, despite the sudden substrate
change, which followed a long-term mono fermentation of grass silage. The longer acid
formation from maize and rye silage compared to grass silage let the pH value be in a
more favourable area for the hydrolysis. Thus, the methane production can be prevented in
the hydrolysis digesters, so that a better separation of the phases is achieved. So a different
suitability for two-stage fermentation with a batch percolation hydrolysis is observed for
the investigated substrates.

6 Conclusions and prospect

The two phase digestion of grass silage showed stable digestion behaviour. Neither in the
hydrolysis nor in the fixed bed digesters could a biological disturbance of the process be
detected, although there was a sudden substrate change. Every tested substrate showed its
own characteristic digestion behaviour. The maize silage and rye silage compared to the
grass silage showed a longer acid formation which kept the pH on a level good for the
hydrolysis. This leads to a better distribution of the methane yield to the phases.

Considering the results of experiments conducted up to now a degree of degradation of 75
to 85 % of the VS was reached. The biogas generated in the fixed bed digesters had an
average methane content of 70 %. The fixed bed digesters yielded 63 % of the total meth-
ane production of the two stages. Digesting grass silage of an intensively used grass land
average biogas yields of 665 I/ kg VS and average methane yields of 335 In/ kg VS were
reached with a retention time of 25 to 30 days. With the highest tested hydrolysis tempera-
ture of 55 °C, the largest biogas yield and the highest degree of degradation was achieved.
And a different suitability for two-stage fermentation with a batch percolation hydrolysis
is observed for the various substrates.
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Improvement of the efficiency of agricultural biogas plants
by mashing the co-ferments

P. Krampe

Hugo Vogelsang Maschinenbau GmbH,
Holthoge 10-14, 49632 Essen Oldb., Deutschland

Zusammenfassung

Das Projekt EU-AGRO-BIOGAS (http://eu-agrobiogas.net/) ist eine europdische Initiative
mit dem Ziel, die Effizienz von Biogasanlagen nachhaltig zu verbessern.

Einer der wesentlichen Faktoren, die fiir die aktuellen Effizienzschwichen in Biogasanla-
gen verantwortlich sind, ist die Einbringtechnologie. Die Nachteile der herkommlichen
Verfahren zum Einbringen von Substraten in die Fermenter von Biogasanlagen sind hoher
Energieverbrauch durch hohe Riihrwerksleistung, groler Arbeitsaufwand beim Beschi-
cken von Vorgruben sowie ein nur langsames Zersetzen der Biomasse aufgrund der Tro-
ckeneinbringung von Kofermenten.

Als Partner des EU-AGRO-BIOGAS-Projektes entwickelt und analysiert die Firma Vo-
gelsang innovative Einbringtechnologien, um Gasertrag und Energieausbeute in Biogasan-
lagen kostengiinstig zu steigern.

Zu diesem Zweck ist eine Fermenterbeschickungsanlage entwickelt worden, die die Ar-
beitsschritte Zerkleinern, Mischen und Einbringen von Kofermenten und Giille kombi-
niert.

Die organische Trockensubstanz wird, z. B. durch einen Vertikalmischer, in einen Dop-
pelschneckenforderer eingebracht. Gleichzeitig wird die Giille mit einer separaten Zufiihr-
pumpe zugegeben. Die Doppelschnecke zerkleinert die groben Kofermente und wandelt
Trockenmasse und Fliissigkeit zu einer homogenen, hochviskosen Suspension um. Bei
Bedarf kann ein Zerkleinerungsprozess nachgeschaltet werden. Auf diese Weise konnen
mehrere Fermenter einer Biogasanlage stindig mit vergirungsprozessgerecht
angemaischten Kofermenten beschickt werden.

Derzeit wird eine mobile Fermenterbeschickungsanlage europaweit unter den unterschied-
lichsten Bedingungen eingesetzt und getestet.

Im Rahmen des EU-AGRO-BIOGAS-Projektes wurden auBerdem zwei stationére
Fermenterbeschickungsanlagen auf Biogasanlagen in Niedersachsen installiert. Das
Anmaisch-Einbringverfahren wird getestet und analysiert. In einer Anlage wird der Ar-
beits- und Energieaufwand bei der Beschickung iiber eine konventionelle Vorgrube mit
dem bei der Beschickung iiber das Anmaischsystem verglichen. Bei der zweiten Biogasan-
lage werden der Stromverbrauch beim Mischen/Riihren und die Gasausbeute zweier iden-
tischer Fermentersysteme gegeniibergestellt. Hier wird ein System auf herkommliche
Weise trocken beschickt, das andere System wird mit der neuen Anmaisch-Fermenter-
beschickungsanlage versorgt. Die ersten Testergebnisse bei beiden Biogasanlagen sind
vielversprechend. So konnte bei der ersten Anlage der Arbeits- und Energieaufwand eben-
so erheblich gesenkt werden wie die Geruchsemissionen. Zudem koénnen problematische
Kofermente wie z. B. Kartoffeln, Apfel und Hundetrockenfutter, die in der Vorgrube auf-
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schwimmen, oder komplette Stirkesdcke und Pappkartons mit Obst, die in der Vorgrube
nicht pumpfahig gemacht werden koénnen, mit dem neuen System dem Fermenter ohne
Probleme zugefiihrt werden. In der zweiten Anlage zeigt sich ebenfalls schon, dass mit
dem Anmaisch-Beschickungssystem auch Kofermente eingebracht werden konnen, die die
Trockeneinbringung iiber Schnecken nicht verarbeiten kann, z. B. sehr klebriges, zu fliis-
siges oder zu faseriges Material. Ebenso zeigt sich bereits, dass der mit dem neuen System
beschickte Fermenter bei gleicher aufgebrachter Riihrleistung besser durchmischt ist.

Um aussagekriftige Langzeitergebnisse iiber die Effizienzsteigerungen zu erhalten, wer-
den auf beiden Anlagen alle wesentlichen Daten protokolliert und analysiert.

Die Moglichkeit, mit dem neuen System die unterschiedlichsten Kofermente anmaischen
und einbringen zu konnen wird interessanter, da immer mehr neue organische Abfallstoffe
in Biogasanlagen verarbeitet werden sollen.

AufBlerdem kann eine zusitzliche Behandlung der Kofermente wie Zerkleinern, Ultra-
schallbehandlung, Hydrolyse oder das Einmischen von Zusitzen wie z. B. Enzymen, die
den Gasertrag steigern kann, problemlos angewendet werden, wenn die Kofermente mit
Fliissigkeit angemaischt werden, bevor sie in den Fermenter eingebracht werden.

Schliisselworter:

Biogas, Gasertrag, Kofermente, Fermenterbeschickung

Summary

The project EU-AGRO-BIOGAS (http://eu-agrobiogas.net/) is a European biogas initia-
tive to improve the yield of agricultural biogas plants.

One of the main technologies which are currently not optimised is the feeding technology
to bring in the substrates into the digester. The disadvantages of the hitherto existing
methods of feeding the digesters of biogas plants are high energy consumption conditional
on frequent mixing, high labour costs due to the use of mixing pits and slow decomposi-
tion of biomass because of dry-feeding of co-ferments.

Being a participant of the European project EU-AGRO-BIOGAS, Vogelsang develops and
analyses innovative feeding technologies to improve biogas yield and energy output at
more competitive costs.

For this purpose a mixing/feeding unit has been developed, which combines the operations
of disintegrating, mixing and feeding of co-ferments and liquid manure. The organic dry
matter is supplied into a double-toothed screw conveyor, e. g. by a vertical mixer. At the
same time the liquid manure is supplied by a separate manure pump. The mixing screw
disintegrates the coarse material and feeds a rotary lobe pump after transforming the dry
matter and the liquid into a homogenized, high viscous suspension. A cutting process can
be added. So several digesters in biogas systems can be supplied continuously with well
prepared co-ferments.

A mobile mixing/feeding unit is presently being tested throughout Europe under the most
different conditions.

Two stationary mixing/feeding units are being tested intensively at two biogas plants in
Lower Saxony at present. At one biogas plant, the labour and energy consumption is ana-
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lysed by comparing the results of the mixing/feeding system with the results of a conven-
tional mixing tank. At the second biogas plant, the energy consumption of the stirring
units and the gas yields of two identical digester arrangements are being measured. One
arrangement is conventionally dry-fed; the other one is fed by a mixing/feeding unit, the
QuickMix. The first test results at both biogas plants are very promising. So the labour and
energy consumption could considerably be reduced and the gas yield could be increased.

Both, existing and new-built biogas plants can be equipped with this new mixing/feeding
technology. Due to the improved feeding technology the economical and ecological bene-
fit increases.

Keywords:

Biogas, gas yield, co-ferments, feeding of digester

1 Introduction

The efficiency of biogas production is not only depending on the amount and kind of high-
energy organic material fed into the digester. The biogas production can be increased if
the dry high-energy substances are fed into the digester in a well disintegrated condition.
This ensures a high gas output.

The conventional solutions of the feeding problem are the following:

A mixing pit filled with liquid manure is fed with solids e.g. by a front-end loader, where
the substrates are mixed by a propeller mixer. Then the suspension is pumped into the di-
gester. This method requires always a separate mixing pit, where an unwanted fermenta-
tion may start. Besides, a high energy input is necessary for the mixing process. Further
disadvantages are the high emission of bad odour, high labour costs and the impossibility
of mixing several co-ferments, as e.g. swimming material like potatoes or big hard parti-
cles like starch bags.

Lately, fully automatic mixing tanks have been developed. This was labour-saving and
odour-reducing, but the mixing process still consumes much energy and time. Also these
improved mixing tanks cannot cope with all co-ferments.

Another method is to feed the solids directly into the digester by means of a screw con-
veyor or a hydraulically driven piston, which presses the matter into the digester. This
saves a mixing pit, but requires high energy input for the mixing devices inside the di-
gester. Further disadvantages are the formation of swimming and sinking layers in the
digester and the impossibility of feeding several co-ferments like very liquid, dry, fibrous
or sticky material.

2 Development of a new mixing-feeding system

The Vogelsang Company has developed an innovative mixing/feeding system (Quick-
Mix), which combines the operations of disintegrating, mixing and feeding of co-ferments
and liquid manure (see Fig. /). The organic dry matter is supplied into a double-toothed
screw conveyor, €. g. by a vertical mixer. The mixing screws disintegrate the coarse mate-
rial and feed a rotary lobe pump after transforming the dry matter and the liquid into a
homogenized high-viscosity suspension. A supplementary cutting device can be added.
Completely new software and a control unit were developed for this new feeding method.
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Fig. 1: Principle of the mixing/feeding unit

2.1 Mobile mixing/feeding unit

A mobile mixing/feeding unit (see Fig. 2) has been developed, which can be rapidly taken
into operation at any biogas plant. This unit consists of a QuickMix, a vertical mixer for
pre-mixing the co-ferments and supplying, a rotary lobe pump and wet cutter for supply-
ing and cutting the manure, a complete control unit including frequency converter and a
transporting and lifting frame. Arrived at the biogas plant, only one hose for manure sup-
ply, one hose for pumping the substrate into the digester and an electric cable must be
connected. With the mobile mixing/feeding unit different tests have been conducted at six
biogas plants throughout Europe.

Fig. 2:  Mobile mixing/feeding unit

2.2 Stationary mixing/feeding units

Within the scope of the project EU-AGRO-BIOGAS, two stationary mixing/feeding units
are implemented at two biogas plants in Lower Saxony for test and research application.
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221 Biogas plant Lamping GbR

At this biogas plant, two identical digester systems are arranged. One system is conven-
tionally dry-fed by a screw conveyor (system I); the other system is fed by a special mix-
ing/feeding unit (QuickMix, system II). On the one hand, the energy consumption of the
complete systems is compared; on the other hand, the gas yield of the systems will be
measured. Additionally, the maximum throughput of each system is determined.

2.2.2 Biogas plant Scherbring Biogas GmbH

This biogas plant is not only operated with regenerating raw material, but mainly with
organic waste as e.g. pig manure, potatoes, apples, vegetables, starch, bleaching earth
(waste from rape oil production). In the past, the co-ferments were fed in by a mixing pit
(~350 m?). The weak points are a very high mixing power required in the mixing pit and a
very labour-intensive mixing (partly with a high-pressure cleaner). Further disadvantages
are high emission of bad odour and the impossibility of handling all types of co-ferments.
Fully automatic feeding is impossible as well.

In addition to the mixing pit, a QuickMix has been installed. A wide range of co-ferments
is being tested to compare the two feeding systems with regard to capability of processing
these materials, energy consumption and labour costs. For this purpose an operation jour-
nal is kept.

3 Results

3.1 Mobile mixing/feeding unit

At different biogas plants (see Fig. 3) and sewage treatment plants in Europe the following
co-ferments have been tested successfully: maize silage, green rye, bruised grain, whole
plant silage, grass silage (30 mm), bleaching earth, poultry dung, craw contents, compost,
fruit and vegetable waste, dog food, gelatine, filter cake and sludge. Merely tear-resistant,
long-fibred screenings from raw sewage are still problematic because they wrap around
the screws.

Fig 3:  Mobile mixing/feeding unit in Sweden
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The mixing/feeding unit can handle a wide range of co-ferments, manure and substrates in
a great variety of physical conditions, as well as under different operating conditions. Ac-
cording to the owners and workers, the emission of bad odour and the labour costs are
reduced significantly compared to the use of a mixing pit.

3.2 Biogas plant Lamping GbR

At present, the two digester systems are operated with the two different feeding devices.
The contents of the digesters are pumped in a circuit to get interchanged and equalized.
Due to problems with one CHP station and the gas pipe work, the measuring of the current
output could not be realized. It is intended to install a gas measuring device. Nevertheless,
the first results are promising. The substrate in the digester fed by the new feeding unit
was mixed more intensively with the same mixing effort. In the meantime, at system I it
was necessary to mix with higher power capacity, because sinking layers have built up.
Grass silage can be handled with the new system, but not with the existing screw feeder.
Repairing the damages at the screw conveyors caused by foreign bodies was more cost-
and labour- intensive than at the new system and caused expensive idle time.

Due to the operator, system I was at its limitation at a throughput of 24 t of maize silage
per day. System II could treat a throughput of 27 t per day completely without problems.

3.3 Biogas plant Scherbring Biogas GmbH

At present, both feeding systems are in operation. Bleaching earth is much easier to be
handled by the new system compared to the mixing pit. In this case, the labour time is
reduced by approximately 50%. According to the owner and the workers the emission of
bad odour is reduced significantly.

Further improvement was achieved with the start of fully automatic operation. Therefore,
the hopper between the QuickMix and the vertical mixer was rebuilt to handle sticky ma-
terials like bleaching earth.

Several other co-ferments like e.g. potatoes, hardened starch bags and cardboard boxes
containing fruit, which up to now could not be coped with, are handled successfully by the
new feeding system (see Fig. 4).

Fig. 4:  Examples of co-ferments at Scherbring Biogas GmbH
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4 Conclusions

The method of feeding the digester by a combined mixing/feeding system shows lots of
advantages. To obtain long-term results, the operating journals will be continued and ana-
lyzed, and the energy consumption and gas output will be measured and documented.

A wide range of co-ferments can be handled, which becomes more and more interesting
because constantly new kinds of waste are found suitable for the production of biogas.

Additional treatment of the co-ferments like cutting, ultrasonic treatment, hydrolysis or
mixing in additives like enzymes, which may increase the gas yield, can easily be applied
if the co-ferments are mixed with the fluid before entering the digester.

In total, this means that a biogas plant equipped with the new mixing/feeding system is
well prepared for the future.
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Abluftreinigung nach einer Biogas-Druckwasserwische
- Verfahren und erste Praxiserfahrungen -

E. Luthardt

caverion GmbH, Geschéftsbereich KRANTZ Abluftreinigung, Uersfeld 24,
52072 Aachen, Deutschland

Zusammenfassung

Bei der Aufbereitung von Biogas zu Erdgasqualitét féllt Stripperabluft an, die Methan und
Schwefelwasserstoff enthélt. Deren Konzentrationen liegen iiber den gesetzlichen Grenz-
werten, wie sie in der Technische Anleitung zur Reinhaltung der Luft (TA Luft) festgelegt
sind. Zur erforderlichen Emissionsminderung wird eine regenerative Nachverbrennungs-
anlage eingesetzt, die autotherm, dass hei3t ohne Sekundérbrennstoftbedarf, arbeitet.

Schliisselworter:

Abluftreinigung, Druckwasserwische, Nachverbrennung, RNV-Anlage

Summary

When processing biogas in order to achieve the quality of natural gas for feeding it into
the natural gas network exhaust air is emitted from the stripper contaminated with meth-
ane and hydrogen sulphide. The concentrations of these pollutants exceed the limits of the
legal limits as fixed in the German Technical Instructions on Air Quality Control (TA
Luft). The exhaust air is treated by a Regenerative Thermal Oxidiser (RTO) to comply
with the regulations. The RTO is operating authothermically, i. e. without additional fuel.
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1 Einleitung

Im Zuge der wirtschaftlichen Verwertung von Biogas gewinnt die Aufbereitung dieses
COs-neutralen Energietrdgers zur Einspeisung in Erdgasnetze immer gro3ere Bedeutung.
Bei der gingigen Praxis, Biogas in einem Gasmotor zur Energieerzeugung in einem
Blockheizkraftwerk zu nutzen, fehlt zur vollen Ausnutzung der Wirtschaftlichkeit gerade
im landlichen Umfeld hiufig die gesicherte und kontinuierliche Abnahme der dabei anfal-
lenden Wirmeenergie. Im Gegensatz dazu ist die Einspeisung von entsprechend aufberei-
tetem Biogas iiberall dort dauerhaft gesichert, wo sich Erdgasnetze befinden.

Zum Erreichen der dazu erforderlichen Qualitdt im Hinblick auf den Brennwert und die
Zusammensetzung bedarf es unter anderem der Entfernung des bei der Vergédrung anfal-
lenden Kohlendioxids und Schwefelwasserstoffs aus dem Biogas. Dies erfolgt heute unter
anderem in einer Druckwasserwische, in der diese Fremdgase durch Absorption bei ho-
hem Druck in Wasser gelost und aus dem Biogas entfernt werden. Zum Recycling des
Waschwassers wird dieses zunédchst entspannt und danach tiber einen Stripper geleitet, in
dem die Gase aus dem Wasser entfernt werden. Mit der Stripperabluft werden nicht nur
das Kohlendioxid und der Schwefelwasserstoff abgeblasen, sondern dariiber hinaus auch
mehr als 1 % der Gesamtmethanfracht, welches es aus Umweltschutzgriinden ebenfalls zu
beseitigen gilt.

2 Gesetzliche Richtlinien und Grundlagen

Emissionen luftfremder Stoffe sind in Deutschland durch die Technische Anleitung zur
Reinhaltung der Luft (TA LUFT 2002) begrenzt und miissen gegebenenfalls durch geeig-
nete MaBlnahmen gemindert werden. Die fiir die Biogasaufbereitung zutreffenden Anfor-
derungen an die Emissionsbegrenzungen sind dort wie folgt beschrieben:

— GemaiB ,,5.2.4 Gasformige anorganische Stoffe” darf Schwefelwasserstoff, der zu den
Stoffen der Klasse II zdhlt, im Abgas einen Massenstrom von 15 g/h oder eine Mas-
senkonzentration von 3 mg/m? nicht iiberschreiten.

— GemiB ,,5.2.5 Organische Stoffe”, zu denen Methan zihlt, darf im Abgas dessen
Massenstrom 0,50 kg/h oder dessen Massenkonzentration 50 mg/m? nicht iiberschrei-
ten. Diese Werte beziehen sich auf den Gesamtkohlenstoff der Emissionen.

Da bei der nachfolgend beschriebenen Technik der thermischen Nachverbrennung Schwe-
felwasserstoff zu Schwefeldioxid oxidiert wird, ist dariiber hinaus auch dessen Grenzwert
zu beriicksichtigen:

— GemilB ,,5.2.4 Gasformige anorganische Stoffe* diirfen Schwefeloxide, die zu den
Stoffen der Klasse IV zdhlen, im Abgas einen Massenstrom von 1,8 kg/h oder eine
Massenkonzentration von 350 mg/m?® nicht {iberschreiten. Diese Werte sind angege-
ben als Schwefeldioxid.

Wird die Abluft geméd3 TA LUFT behandelt, enthédlt die gereinigte Abluft weniger als
0,5 % der Gesamtmethanfracht. Aufgrund des ,,Erneuerbare-Energien-Gesetzes* (EEG,
2008, Anlage 1) wird dann ein Technologiebonus gewihrt, der in Abhédngigkeit der aufbe-
reiteten Gasmenge 1 oder 2 Cent pro Kilowattstunde betrigt, sofern das aufbereitete Bio-
gas zur Stromerzeugung genutzt wird.
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3 Technik der Abluftreinigung

3.1 Thermische Oxidation

Da es sich sowohl bei Methan als auch bei Schwefelwasserstoff um brennbare Gase han-
delt, bietet sich als Entsorgungstechnik die Verbrennung in einer Nachverbrennungsanlage
an. Dabei wird die Stripperabluft in einer Brennkammer bei einer Verweilzeit von
ca. 0,7 Sekunden auf eine Temperatur von mindestens 750 °C erhitzt. Mit dem Luftsauer-
stoff werden so einerseits Methan zu Kohlendioxid und Wasser (1) und andererseits
Schwefelwasserstoff zu Schwefeldioxid und Wasser (2) verbrannt bzw. oxidiert:

(1) CH; +2 O, —» CO, +2 H,O
(2) H,S +1,5 O, — SO, + H,O

Die Wirtschaftlichkeit einer Nachverbrennungsanlage wird durch den Grad der Wiarme
beschrieben, die von der heilen Reinluft in die kalte Rohluft iibertragen werden kann. Ziel
dabei ist es, dass der Prozess autotherm arbeitet. Dies bedeutet, dass die bei der Verbren-
nung der Schadstoffe frei werdende Wérme ausreicht, den Verbrennungsprozess ohne
zusitzliche Sekundirenergie aufrecht zu erhalten.

Bei der wirtschaftlichsten Technik, der regenerativen Nachverbrennung (RNV) (vergl.
Abb. 1), wird diese Wirmerilickgewinnung durch keramische Warmespeicher erzielt, die in
Zyklen von ca. 1 bis 3 Minuten wechselseitig von Roh- und Reinluft durchstromt werden.
Dadurch wird soviel Wiarme in der Nachverbrennungsanlage gehalten, dass thermische
Wirkungsgrade von bis zu 96 % erzielt werden. Dies bedeutet, dass der regenerative
Nachverbrennungsprozess bereits mit weniger als 1300 mg Methan pro m* (entspricht
1900 ppm) autotherm ablduft. Aus der hohen Effizienz dieser Anlagentechnik resultiert
eine sehr geringe Temperaturerhohung der Abluft um nur ca. 40 K.

Regenerative
Nachverbrennungsanlage Y

Heier Bypass
@
Z
»
%
&
z
g
3

I Biogasaufbereitung

Abb. 1: Schema einer regenerativen Nachverbrennungsanlage
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Der in der Abluft enthaltene Schwefelwasserstoff wird gemal3 (2) zu Schwefeldioxid oxi-
diert, wovon gemaf (3) ein geringer Anteil — unter anderem in Abhéngigkeit der Konzent-
ration — zu Schwefeltrioxid oxidiert wird.

(3)  SO,+0,50,— SO;

Vor allem dessen Korrosionspotential muss bei der Ausfiihrung der Nachverbrennungsan-
lage besondere Beachtung geschenkt werden. Der Sduretaupunkt der Schwefelsdure in der
Reinluft errechnet sich nach (4) (VERHOFF und BANCHERO, 1974):

(4) TTP = 1000/(2,276 — 0,0294 In PH20 — 0,0858 In PH3SQ4 + 0,0062 In PH20 In PH3SO4)

wobei die Temperatur T in [K] und die jeweiligen Partialdriicke P in [mm Hg] einzusetzen
sind. Unter Berlicksichtigung einer mit Feuchte gesittigten Stripperabluft mit einer Tem-
peratur von 15 °C liegt der Sauretaupunkt auch bei  geringsten
Schwefeltrioxidkonzentrationen iiber 100 °C. Da aufgrund des oben erwdhnten hohen
Wirmeriickgewinnungsgrades der regenerativen Nachverbrennung die Reinlufttemperatur
immer weit unter diesem Sauretaupunkt liegt, muss stets mit der Bildung hochst korrosi-
ver Schwefelsdure gerechnet werden. Auf Grund dessen ist es unerldsslich, die Nachver-
brennungsanlage durch entsprechende Materialauswahl korrosionsbestindig auszufiihren
(siche 4bb. 2).

Abb. 2: Regenerative Nachverbrennungsanlage nach einer Biogasaufbereitung



S3 — Luthardt, E. — Abluftreinigung nach einer Biogas-Druckwasserwésche 601

3.2 Biologische Abluftreinigung und Neutralisation

Gemal TA LUFT (siehe Kapitel 2) ist die maximal zuléssige Fracht von Schwefeldioxid in
der Reinluft auf 1,8 kg/h begrenzt. Dadurch errechnet sich ein maximaler Eintrag von
Schwefelwasserstoff von ca. 1 kg/h, bis zu dem eine gesetzeskonforme Abluftreinigung
allein durch eine regenerative Nachverbrennung sichergestellt werden kann. Bei groBBeren
Schwefelwasserstofffrachten ist eine Nachverbrennung um eine zusétzliche Anlagentech-
nik zu ergénzen, durch die eine entsprechende Reduzierung der Schwefelemissionen er-
reicht wird.

Neben chemischen Mafinahmen zur Fillung des Schwefels bereits in der Biogasaufberei-
tungsanlage kann dies entweder mit einer der Nachverbrennung vorgeschalteten, biologi-
schen Abluftreinigungsanlage oder mit einem nachgeschalteten Wascher erfolgen. Im ers-
ten Fall wird der Schwefelwasserstoff, meist in einem Rieselbettreaktor (Biotrickling-
Anlage), zu Schwefelsdure oxidiert, die in entsprechend verdiinnter Form ausgeschleust
und neutralisiert werden muss. Durch die zweite Verfahrensweise wird das in der Nach-
verbrennungsanlage entstandene Schwefeldioxid in einem Wéischer durch den FEinsatz
einer basischen Waschlosung neutralisiert.

Welches dieser drei oben genannten Verfahren, die alle technisch geeignet sind, letztend-
lich eingesetzt wird, muss durch ein auf das jeweilige Projekt abgestimmter Vergleich von
Investitions- und Betriebskosten ermitteln. Die Erfordernis solch einer zusdtzlichen
Abluftbehandlungsstufe ist bei der Auslegung der Kapazitit der Biogas-
Aufbereitungsanlage in Verbindung mit den Ausgangsstoffen zur Biogaserzeugung zu
beachten.

< Praxiserfahrungen

Die erste regenerative Nachverbrennungsanlage zur Stripperabluftbehandlung einer Bio-
gas-Druckwasserwdsche wurde in Altenstadt im Allgdu errichtet. Die Anlage befand sich
zum Zeitpunkt des Redaktionsschlusses in der Inbetriebnahmephase. Die ersten Ergebnis-
se werden auf dem Poster zur Tagung Biogas Science 2009 préasentiert werden.
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Fischzucht-Kreislaufanlagen in Kombination
mit Biogaserzeugung — Moglichkeiten und Probleme

H. Wedekind

Bayerische Landesanstalt flir Landwirtschaft, Institut fiir Fischerei,
Weilheimer Stral3e 8, 82319 Starnberg, Deutschland

Zusammenfassung

Seit einigen Jahren verzeichnen wir ein verstirktes Interesse von Seiten landwirtschaftli-
cher Biogasanlagenbetreiber an der Warmwasserfischproduktion. Insbesondere Afrikani-
sche Welse sind aus rein biologischer Sicht fiir die Erzeugung in sog. geschlossenen
Kreislaufanlagen geeignet, die sich mittels Warmetauscher mit der Biogaserzeugung kop-
peln ldsst.

Die Kombination mit der Energieerzeugung bietet aus produktionstechnologischer Sicht
verschiedene Vorteile, wie z. B. kostenlose Abwérme, die Moglichkeit zur Schlamm- und
Abwasserentsorgung sowie unter Umstdnden die Entsorgung von Schlachtabfallen.

Langjéhrige Erfahrungen dieser Fischproduktion zeigen jedoch, dass die Erzeugung Afti-
kanischer Welse unter den derzeitigen Marktbedingungen nur wirtschaftlich ist, wenn es
durch intensives Marketing gelingt neue Absatzwege zu etablieren.

Summary

Since a couple of years, agricultural biogas producers show an increasing interest in fish
culture in warmwater recirculation technology. From their biological characteristics, Afri-
can catfish is a very suitable aquaculture species for production in closed systems that can
be connected with biogas production by heat-exchange.

From a technological point of view, this combination is advantageous due to the reduction
of heating-costs and the possibility to discharge excess water, sludge and possibly slaugh-
ter waste.

However, long-term experiences demonstrate, under current market situations, that Afri-
can catfish production is only economically feasible, if new distribution channels can be
established by intensive marketing activities.
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1 Einleitung

Kreislaufanlagen zur Fischproduktion werden bereits seit einigen Jahrzehnten auch in
Deutschland als alternatives Produktionsverfahren entwickelt. Dabei handelt es sich um
Anlagen, die in Gebduden installiert und in der Regel mit Warmwasser (23-28 °C) betrie-
ben werden. Grundidee der Kreislauftechnologie ist die Mehrfachnutzung des Wassers im
sog. Vollkreislauf, bei dem tiglich weniger als 10 % des Produktionsvolumens durch
Frischwasser ersetzt werden. Die Anlagen werden insbesondere zur Erzeugung von Satzfi-
schen, Speisefischen und auch von Zierfischen aufgebaut. Durch den Einbau in Gebdude
und die Kreislauffiihrung des Wassers ist eine weitgehende Unabhéngigkeit von den kli-
matischen Aullenbedingungen gegeben, was zu einer jahreszeitlich unabhéngigen Fisch-
produktion genutzt werden kann. Dariiber hinaus kdnnen in diesen Anlagen auch tropische
Fischarten aufgezogen werden, die unter unseren klimatischen Bedingungen fiir die
Teichwirtschaft nicht in Frage kommen. Die Fischerzeugung in Kreislaufanlagen ist daher
im Vergleich zu anderen Verfahren der Aquakultur weitgehend Flachen unabhéngig.

Die bisherige Verbreitung von Kreislaufanlagen beschrinkt sich auf bundesweit rund 25
Anlagen, die insgesamt etwa 1.300 t Fisch produzieren (gesamte Aquakultur D in 2007:
42.858 t). Bei den heute erfolgreich produzierenden Anlagen (z.B. in Niedersachsen) han-
delt es sich um Systeme, die hdufig seit vielen Jahren bestehen, allerdings noch nicht in
Verbindung mit Biogasanlagen. Durch stindige Weiterentwicklung der Produktionstech-
nik und der Fischvermarktung konnte eine wirtschaftliche Erzeugung von Europdischen
Welsen, Aalen und anderen Fischarten aufgebaut werden. In zahlreichen anderen Fillen
verlief die Entwicklung nicht positiv (WEDEKIND 2008), weshalb Investitionen in Kreis-
laufanlagen als betriebswirtschaftlich riskant gelten: Der Anlagenbetrieb ist im Vergleich
zur Teichwirtschaft kapitalintensiv, es besteht ein hohes Produktionsrisiko und die Ver-
marktung der erzeugten Fische bedarf eines erheblichen Aufwandes.

2 Kombination von Kreislaufanlagen mit der Biogaserzeu-
gung

Den produktionstechnologischen Vorteilen der Fischzucht in Kreislaufanlagen stehen da-
her in erster Linie betriebswirtschaftliche Nachteile gegeniiber: Die in Gebduden aufwen-
dig installierten Systeme erfordern erhebliche Investitionen und der laufende Betrieb
ist im Vergleich zur Teichwirtschaft von hohen Betriebskosten gekennzeichnet. Erlos-
seitig stehen die erzeugten Fische im Wettbewerb mit anderen Aquakulturprodukten und
z.T. auch mit preisgiinstiger Importware.

Eine relativ neue Entwicklung stellt die Kreislaufanlagentechnologie zur Fischzucht in
Verbindung mit landwirtschaftlichen Biogasanlagen dar. Bei dieser Integration der Aqua-
kultur in die Energieerzeugung besteht der Vorteil, dass die aus der Biogasproduktion als
Abwirme zur Verfiigung stehende Wérmeenergie fiir die Fischproduktion genutzt werden
kann. Mittels Warmetauscher ldsst sich das Produktionswasser der Fischhaltung und auch
die Luft in der Produktionshalle beheizen. Damit entfillt ein wesentlicher Kostenfaktor fiir
Heizenergie.
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3 Welsproduktion in Kombination mit Biogasanlagen

Die kostenlose Abwirmenutzung aus Biogasanlagen in der Fischzucht ist grundsétzlich
Okologisch sinnvoll und hat betriebswirtschaftliche Vorteile, die sich insbesondere bei der
Erzeugung tropischer Fischarten auswirken. Im Gegensatz zu herkdmmlichen Kreislaufan-
lagen, die in bisheriger Verfahrensauslegung zumeist mit fossilen Brennstoffen beheizt
werden, bietet die preiswerte Erwdrmung einerseits die Moglichkeit besonders hohe Was-
sertemperaturen (> 27 °C) einzustellen, und andererseits eine optimale Luftfiihrung in der
Anlage zu gewdhrleisten. Letzteres ist insbesondere bei luftatmenden Fischen wie Afrika-
nischen Welsen (Clarias gariepinus und Hybriden) bedeutsam. Aus der Sicht der Warm-
wasseraquakultur stellt die preiswerte Heizenergie aus Biogasanlagen demnach eine ideale
Produktionsvoraussetzung dar. Dariiber hinaus konnen die anfallenden Prozessabwisser
und Schlamm in den Biogasanlagen oder auf betriebseigenen landwirtschaftlichen Nutz-
flichen verwertet werden.

Wihrend JAGER (1992) noch etwa 20 % der Produktionskosten fiir die Heizkosten (Gas)
berechnete, stellen SCHEERBOOM und DOOREN (2005) unter heutigen Bedingungen (iso-
lierte Gebédude, verringerter Wasserverbrauch) fest, dass die Ausgaben fiir Heizung nur
noch etwa 10 % der Produktionskosten ausmachen (7ab. 1).

Tab. 1: Produktionskosten pro kg Afrikanischer Wels in Warmwasser-Kreislaufanlagen
(SCHEERBOOM und DOOREN 2005)

Kostenart Euro / kg
Satzfische 0,12
Futter 0,61

Gas, Wasser, Strom 0,15
Abwasser 0,05
Allgemeine Kosten 0,13
Arbeit 0,15
Abschreibungen 0,11
Zinsen 0,036
Summe 1,356
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Wird die durch die Anbindung einer Warmwasser-Kreislaufanlage an die Biogasprodukti-
on entstehende Kostenersparnis (Heizkostenanteil, glinstige Wasser- und Entsorgungskos-
ten) berticksichtigt, verringern sich die Produktionskosten fiir Afrikanische Welse auf rund
1,20 €/kg.

Trotz der genannten Vorteile der Kombination von Biogasanlagen mit der Warmwasser-
Aquakulur in Kreislaufanlagen, bestehen daher hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit erhebli-
che Bedenken gegen dieses Verfahren. Aus der Marktsituation fiir StiBwasserfische heraus
betrachtet ist die Erzeugung von Afrikanischen Welsen grundsitzlich kritisch einzuschét-
zen. Diese Fische werden seit mehr als 20 Jahren in den Niederlanden in , konventionel-
len* Kreislaufanlagen produziert. Auf Grund ungiinstiger Absatzbedingungen, die nicht
zuletzt auch durch den Billig-Import von Pangasius-Welsen aus Asien bedingt sind, ist die
Erzeugung in den letzten Jahren erheblich gesunken. Derzeit werden fiir Afrikanische
Welse im GroBBhandel Absatzpreise erzielt, die z.T. deutlich unter den Erzeugungskosten
liegen (aktuell 0,90 bis 1,20 €). Damit ist diese Fischproduktion trotz Nutzung einer giins-
tigen Wirmequelle derzeit nicht wirtschaftlich.

Bei der Betrachtung des landwirtschaftlichen Gesamtbetriebes kann sich ergebnisunab-
hiangig ein betriebswirtschaftlicher Vorteil durch die mogliche Gewahrung des KWK-
Bonus fiir die Wéarmenutzung durch die Fischzucht ergeben (It. EEG), der zurzeit
0,03 €/kWh betrigt. Gegebenenfalls kann aullerdem ein Giillebonus fiir den Einsatz des
Giilleanteils der Fischabwésser in der Biogasanlage genutzt werden. Aktuell ist Fischzucht
allerdings nicht in die sogenannte Positivliste des EEG (Anhang 3 Ziffer III) eingetragen,
so dass zum Erhalt des KWK-Bonus ein Nachweis der Einsparung fossiler Energietrager
erforderlich ist.

4 Aktuelle Entwicklungen/Ausblick

In den neuen Bundesldndern (z.B. in Mecklenburg-Vorpommern) wurden in den vergan-
genen Jahren im Anschluss an Biogasanlagen Kreislaufanlagen zur Produktion Afrikani-
scher Welse errichtet. Diese wurden in Erzeugergenossenschaften integriert, die sich zent-
ral um den Absatz der Fische bemiihen. Mit einer zentralen Fischverarbeitung und
-vermarktung, neuen Wels-Produkten und Marketingaktivititen wird versucht gewinn-
bringende Preise zu erzielen.

Fiir interessierte Einzelerzeuger besteht — wie auch in anderen Bereichen der Fischerei —
die Moglichkeit (und Notwendigkeit) den Fischverkauf direkt ab Hof aufzubauen. Hier
gelten die Voraussetzungen, die auch in anderen landwirtschaftlichen Direktvermarktun-
gen gelten: Es miissen Moglichkeiten zur betriebseigenen Fischbe- und -verarbeitung ge-
schaffen werden. Es sollte ein mdglichst hoher Anteil des Fischabsatzes an Gaststitten,
Einzelhidndler und Endverbraucher realisiert werden.

Die in Warmwasser-Kreislaufanlagen zu produzierenden Fische und das produktive Ver-
fahren bieten grundsitzlich eine gute Voraussetzung dazu, allerdings stellt die Wirtschaft-
lichkeit dieser Art der Aquakultur ein grundsitzlich bestehendes Problem dar. Die erzeug-
ten Produkte besitzen bisher nur einen Nischenmarkt und sind nur sehr begrenzt absetzbar.
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5 Schlussfolgerungen

Fiir Betreiber von Biogasanlagen ist die Verwendung iiberschiissiger Warmeenergie in
Warmwasser-Fischzuchtanlagen eine interessante Anwendung, zumal dadurch u.U. der
KWK-Bonus zu erhalten ist. Zudem ergeben sich technologische Vorteile im Biogaspro-
zess dadurch, dass kostenfreie Heizenergie zur Verfligung steht und das Ablaufwasser der
Fischzuchtanlage als Fliissigkeit zur Verwisserung der FlieBfdhigkeit landwirtschaftlicher
Einsatzstoffe verbessert werden kann.

Fiir den Betrieb einer Warmwasser-Kreislaufanlage zur Welsproduktion ist die Anbindung
an eine Biogasanlage prinzipiell von Vorteil, weil dadurch Kosten fiir die Heizung einge-
spart werden. Zudem konnen ggf. anfallende Reststoffe (Schlamm, Schlachtabfille) kos-
tenfrei in der Biogasanlage entsorgt werden.

Trotz der 6kologischen und technologischen Vorteile der Integration der Warmwasser-
Aquakultur mit Kreislaufanlagen in die Biogaserzeugung, ist die Wirtschaftlichkeit der
Fischproduktion mit Afrikanischen Welsen derzeit nicht gegeben, sofern Preise fiir nieder-
landische Importware zu Grunde gelegt werden. Es ist festzustellen, dass auch unter Nut-
zung der Wirmeenergie einer Biogasanlage bei der Vermarktung dieser Fische iiber den
GroBhandel derzeit keine Gewinne zu erwarten sind, wenn nicht neue Wege beim Marke-
ting beschritten werden. Erfolgversprechend ist nach heutigem Kenntnisstand die Schlach-
tung und Verarbeitung im eigenen Betrieb, um bei geeigneten betrieblichen und personel-
len Gegebenheiten im Rahmen der Direktvermarktung deutlich iiber den Produktionskos-
ten liegende, d.h. gewinnbringende Preise zu erzielen.
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Der Einfluss von Antibiotika auf laufende Prozesse
in der Biogasproduktion

G. Henkelmann, E.-M. Vogel, I. Knott und K. Meyer zu Kocker

Bayerische Landesanstalt fiir Landwirtschaft, Abteilung Qualititssicherung und
Untersuchungswesen, Lange Point 4, 85354 Freising, Deutschland

Zusammenfassung

In der Praxis konnen in Biogasanlagen neben pflanzlichen Rohstoffen auch Giille und un-
terschiedliche Bioabfille verwertet werden. Auf diesem Wege kénnen somit auch potenzi-
ell umwelt- und gesundheitsrelevante Stoffe, wie z.B. Antibiotika aus veterindrmedizini-
scher Indikation oder andere Organika in Biogasanlagen gelangen. Im Biogasrektor be-
steht somit die Moglichkeit, dass solche Stoffe den biologischen Prozess und die Methan-
ausbeute beeinflussen. Zudem gibt es einen groflen Informationsbedarf zum Abbau, Ver-
bleib und zur Metabolisierung von antibiotisch wirksamen Substanzen oder anderer Che-
mikalien wihrend und nach dem Biogasprozess.

Summary

Nowadays it has been common for agricultural biological gas facilities to mix vegetable
materials and renewable biomass with liquid manure, sludge from farm animal operations
or food wastes. In this way the manure from veterinary indicated applications of antibiot-
ics or other health and environmental relevant chemicals from the sludge or wastes can be
involved in the fermentation process of the facilities. These chemicals get to the fermentor
where they could influence the gas production or the biological process. And still there is a
lack of information about the decomposition and the metabolic processes of antibiotics or
other chemicals during and after the fermentation process.
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1 Einleitung

Uber die Substrate, aber auch iiber die Wirtschaftsdiinger kénnen potenziell umwelt- und
gesundheitsrelevante Stoffe in Biogasanlagen eingetragen werden. Zum Verhalten und
zum Abbau von Antibiotika ist jedoch bisher nur sehr wenig bekannt. Insbesondere fehlen
Erkenntnisse, welche Antibiotika {iber die Substrate in Gérreste eingebracht werden und in
welchen Konzentrationen sie vorhanden sein konnen. Der Abbau der Antibiotika in der
Biogasanlage und der Einfluss auf die Gasproduktion und Fermentermikrobiologie sind
ebenfalls weitgehend unbekannt. Nach dem Prozess der Biogaserzeugung werden zudem
die verkehrsfahigen Gérreste wieder auf landwirtschaftliche Flichen ausgebracht. Dabei
kann der Eintrag von Arzneimitteln in die landwirtschaftliche Kette durchaus nennenswer-
te Dimensionen annehmen.

In einer Untersuchung der Bundesministerien fiir Gesundheit, dem Bundesministerium fiir
Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten und dem Ministerium fiir Bildung und Forschung
(Deutsche Antibiotika-Resistenzstrategie, im November 2008) wurden Verkaufszahlen
von Antibiotika in der Tiermedizin mit 784,4 Tonnen im Jahr 2005 angegeben. Von
Rassow und Schaper (1996) wurde beschrieben, dass die veterindrmedizinisch verordnete
Anwendungsmengen allein im Weser-Ems-Gebiet bei etwa 7000 kg Tetrazykline fiir Ge-
fliigel und ca. 7500 kg Tetrazykline sowie 3300 kg Sulfonamide fiir Schweine pro Jahr
lagen.

Die in der Landwirtschaft verwendeten Antibiotika und die prozentuale Verteilung auf die
einzelnen Wirkstoffgruppen stellt sich dabei aus der Sicht des Jahres 2005 etwa wie folgt
dar:

Makrolide
7%

Andere
1%

Tetrazykline
44%

Sulfonamide
13%

Beta-Laktame
25%

Abb. 1: Verkaufszahlen fiir Antibiotika in der Tiermedizin in Deutschland 2005

2 Untersuchungen zur Wirkung und zum Abbau von Anti-
biotika

Die héufigsten antibiotisch wirksamen Stoffgruppen waren daher die Teracykline, Beta-
Lactame und die Sulfonamide. Dies wird auch unterstiitzt durch ein anonymisiertes
Giillemonitoring im Rahmen des Forschungsprojektes ,,Fachliche Uberpriifung und Neu-
bewertung von Wirtschaftsdiingern®. Dieses wurde am Lehrstuhls fiir Tierhygiene der
Technischen Universitidt Miinchen (K. Harms, K. Meyer, J. Bauer) in Zusammenarbeit mit
der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft durchgefiihrt. Dort wurden
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380 Schweinegiillen untersucht und in 37 % der Proben konnte Chlortetrazyklin, in 29 %
Tetrazyklin und in 48 % der untersuchten Proben Sulfamethazin nachgewiesen werden.

Daher wurden aus der breiten Palette antibiotisch wirksamer Stoffe aus den Gruppen der
Tetracykline, Sulfonamide, und Beta-Lactame jeweils reprisentative Wirkstoffe ausge-
wihlt und unterschiedliche Konzentrationen im Batchverfahren mit
Biogasfermenterinhalten versetzt. Gepriift wurde der Einfluss auf den Abbau und die
Metabolisierung der Wirkstoffe. Verwendet wurden folgende Wirkstoffgruppen.

Tetrazykline

Tetrazyklin (TC) Chlortetrazyklin (CTC)

Abb. 2:  Im Versuch eingesetzte Tetrazykline

Beta-Lactame

Die p-Lactam-Antibiotika sind eine Gruppe von Antibiotika/antibakteriellen
Antiinfektiva, die alle in ihrer Strukturformel einen viergliedrigen Lactam-Ring aufwei-
sen.

0
r—LnH <
CHs
y N\‘)<CH3
0
COCH

Abb. 3: Beta-Lactam-Antibiotika mit unterschiedlichen Resten R fiir Penicillin,
Benzylpenicillin, Amoxicillin

Sulfonamide

Abb. 4:  Grundgeriist der Sulfonamide, eingesetzt wurden Sulfadiazin (R=C4H3N2),
Sulfamethazin (= Sulfadimidin) und Trimethoprim
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3 Ergebnisse

In mehrwochigen Batchversuchen wurden die Gasemissionen von Gérresten unter Zugabe
unterschiedlicher Antibiotika getestet. Je Antibiotikum wurden vier bis fiinf unterschiedli-
che Konzentrationen des gleichen Wirkstoffs und ein Blindwert (BW) eingesetzt.

Exemplarisch ist im Folgenden der Gérversuch mit dem Wirkstoff Penicillin dargestellt.
Als Substrat wurde Silomais verwendet, der entsprechend VDI 4630 zusammen mit einer
Pufferlosung und Biogasgiille eingesetzt wurde.

Dabei stieg die Gasproduktion des unbehandelten Blindwertes, die sich im Wesentlichen
aus den Gasen CHy4, CO,, und O, zusammensetzte iiber die ersten 24 Stunden steil an. Die
Kurven der mit Antibiotika behandelten Gérreste stiegen zwar auch, jedoch langsamer an.

Nach Beendigung dieser Versuchsanstellung waren bei den hdheren Konzentrationen
(100 mg Penicillin und 500 mg Penicillin) nur etwa 50 % der Gasmenge der unbeeinfluss-

ten Probe entstanden. Die Gasausbeuten der einzelnen Versuchsansitze lagen zwischen
480 ml und 1080 ml.

Die Gaszusammensetzung nach 100 Stunden ergab: 55 % Methangas
30 % Kohlendioxid
0,1 % Sauerstoff
0,0 % Schwefelwasserstoff

Die folgende Abbildung zeigt die Gasemissionskurven der einzelnen Versuchsansitze.
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Abb. 5:  Zeit-Druck-Diagramm (Gasentwicklung) von Penicillin G wdhrend 140 Stunden
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Die eingesetzten Wirkstoffe wurden vor und nach dem Gérversuch mittels HPLC und UV-
Detektion quantifiziert. Im Falle von Penicillin wurde nach dem Gérprozess eine Wieder-
findung von 88 % des vorher eingesetzten Wirkstoffs gefunden. Auch wenn dies nicht auf
einer gesicherten Erkenntnis beruht, kann davon ausgegangen werden, dass ein GroBteil
des Penicillins nicht abgebaut worden war. Dies kann auch durch Literaturwerte fiir den
Antibiotikaabbau im Tier bestétigt werden. So wurden nach Kroker et al. (1983) oder Ber-
ger et al. (1986) fiir die Wirkstoffgruppen der Tetrazykline und Sulfonamide ebenfalls
Wiederfindungen im Kot der Tiere bis zu 80 % gefunden.
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Selection and analysis of microbial cultures for efficient
biomass conversion to methane

T. Ko6llmeier, V.V. Zverlov and W.H. Schwarz

Department of Microbiology, Technische Universitit Miinchen,
Emil-Ramann-Str. 4, 85350 Freising-Weihenstephan, Germany

Zusammenfassung

Das Projekt untersucht die Zusammensetzung der hydrolytischen Bakterienkulturen in
NaWaRo-Biogasanlagen. In einer Vorstufe wurden im Labor optimal-hydrolytische Kul-
turen bei 65°C selektiert. Die Zusammensetzung und phylogenetische Zuordnung der da-
rin vorhandenen Bakterien wurde mit molekularbiologischen Methoden bestimmt. Fiir die
hydrolytischen Hauptvertreter konnten quantitative und semi-quantitative Testverfahren
ausgearbeitet werden. Dies war zunidchst eine auf einer RFLP-Technik basierende Scree-
ning-Methode, die DNA-Klone aus metagenomischen 16S rDNA-Genbanken auf Identitdt
untersuchte, sodass nur sich unterscheidende Klone zur Identifizierung durch DNA-
Sequenzierung herangezogen werden mussten. Sodann wurden spezifische
Oligonukleotid-Primer fiir die Hauptvertreter der hydrolytischen Bakterien entwickelt, um
durch eine qPCR-Methode den Anteil von bestimmten Bakteriengattungen an der Ge-
samtpopulation messen zu konnen. Zudem wurde eine Methode zum Fluoreszenz-
basierten mikroskopischen Nachweise (FISH) der wichtigsten hydrolytischen Bakterien
erarbeitet.

Beispiele der Anwendung der Methoden und der Ergebnisse werden auf dem Poster ge-
zeigt.

Summary

The project investigated the composition of hydrolytic bacterial cultures in biogas plants
run with pure plant material. Optimally hydrolyzing bacterial cultures were selected under
laboratory conditions at thermophilic temperatures (65°C). The phylogenetic diversity in
these cultures was determined with molecular microbiological methods. Quantitative and
semi-quantitative screening methods for the major hydrolytic bacteria were developed.
This was an RFLP-based screening method to sort out groups of 16S rDNA clones from
metagenomic libraries. Only single members of each group had to be sequenced. Further-
more oligonucleotide primers for a quantitative PCR method to determine selectively the
major hydrolytic members in the bacterial community. In addition a FISH method for the
microscopical in-situ quantification of bacteria in biogas fermenter samples was estab-
lished and developed esp. for the detection of the major hydrolytic bacteria. Examples for
the application of these methods will be shown in the poster.
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1 Introduction

One or the rate limiting steps in biogas production from plant biomass through a chain of
events catalysed by bacteria is the hydrolysis of the biomass (LEBUHN ET AL. 2008). In-
complete hydrolysis would result in insufficient, suboptimal yield. It is therefore of great
importance for the economy of the overall process. There has been until now relatively
little research on the hydrolytic microorganisms in predominantly plant fibre-fed biogas
fermenters. These are exclusively bacteria, most of them obligately anaerobic and belong-
ing to the bacterial domain Firmicutes.

The hydrolysis of hydrated polysaccharides such as pectin, hemicellulose, B-1,3- or mixed
linkage glucan and gums is relatively easily performed by single enzymes. Although due
to the heterogeneity of the substrate a great number of different enzymes work together in
hydrolysis, the local concentration and the order or complexity of the enzymes is not a
decisive factor. With crystalline cellulose, however, the enzymes work only in locally very
high concentration of different activities (synergism); the most successful and efficient
cellulases are those organized in a cell bound particle, the cellulosome. Few bacteria have
developed such a complex, such as the most successful of them, Clostridium thermocel-
lum. Its cellulosome is well investigated and the single enzymes are characterized.
C. thermocellum has been found in a wide range of diverse biotopes, all containing rotting
plant biomass, although the first isolates have been made from hot springs.

C. thermocellum seems to dwell best in close vicinity with other anaerobic bacterial which
seem to stimulate its growth as is to be assumed from the majority of bacteria in a natural
environment. Consequently only a low percentage of all bacteria for instance in soil can be
grown in pure culture on agar plates with synthetic media. This lead to the development of
culture independent analytic technologies such as the population methodology by marker
molecules (such as 16S rDNA) or microscopic techniques which exploit the differences in
DNA sequences (FISH). As soon as a bacterial species is identified in a culture, a quanti-
tative analysis method can be applied such as qPCR which is based on differences in the
DNA sequences.

Such techniques have been applied here to investigate the hydrolytic bacteria in biogas
plants and to develop monitoring technologies.

2 Results

2.1 Enrichment

Enrichment for hydrolytic bacterial cultures was done with 24 samples from around Freis-
ing (southern Germany) collected from compost, sludge from a pond, soil et cetera. Each
sample was inoculated to a flask under anaerobic conditions in a sterilized phosphate buff-
ered, pre-reduced medium with silage as carbon source. The flasks were pasteurized to
select for spore-forming bacteria and incubated at 65°C for 5 days to a week. From bottles
with visible substrate degradation and gas formation, cultures were transferred to identical
flasks for sub-culturing and further enrichment. The efficiency of substrate degradation
was assayed by measuring the loss of dry weight. The best silage-degrading culture was
selected and subsequently subjected to van-Soest analysis of the silage residues for deter-
mination of the residual hemicellulose, cellulose and lignin+ash fraction.
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Fig. 1:  Removal of soluble- (NDF), hemicellulose- (ADF), and cellulose- (ADL) frac-
tions from the sample by heat, enzymatic and acid treatment, and filtration
through Fiber Caps (FOSS, Germany)

The silage substrate was an air-dry mixture of whole plant silage from grass (30 % dry
weight), maize (30 %), rye (20 %) and barley (20%). This mixture was ground in a disk-
mill (Retsch, Germany), 2 mm sieve width. After incubation with bacteria, the residual
substrate was washed through a nylon fabric (FOSS Fiber Cap 2023) and dried (Fig. 1).
The van Soest analysis of this substrate revealed it consists of 10 % neutral detergent fi-
bers, 35 % acid detergent fibers, 47 % acid detergent lignin and 9 % ash and lignin (7a-
ble 1). The reproducibility of the determinations was excellent at least for the undigested
probe (Fig. 2).

Tab. 1: Composition of the substrates used in this study

Neutral detergent fibers (g/kg TS) 95
Acid detergent fibers (g /kg TS) 351
Acid detergent lignin (g /kg TS) 466
Ash and Lignin content (g/kg TS) 89
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Fig. 2:  Composition of the used substrate; van Soest analysis was performed with four
independent samples of the substrate; striped bars: soluble, white bars: neutral
detergent fibre, black bars: acid detergent fibre, spotted bars: acid detergent
lignin
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To select the best hydrolytic culture at thermophilic conditions (65°C), the loss of dry
weight after 3 days was determined. Inoculation with culture #10 led to the biggest loss of
dry weight (10 % loss) in comparison to the control as shown in figure 3. This culture was
selected for further investigations.
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Fig. 3:  Loss of dry weight by inoculation with the 4 best hydrolytic enrichment cultures
within 3 days at 65°C. Control: medium (water with 25 % liquid plant-extract)
without inoculation

2.2 Influence of temperature on hydrolytic activity

The selected culture #10 was used to degrade the substrate for 1 and 3 days at 55, 60 and
65°C (Fig. 4). The determination of the fiber fractions revealed that the optimal
temperature was 60°C. 60 °C was the temperature for the further experiments.

25%

degradation [%]

Fig. 4:  Van Soest analysis of rest fraction after inoculation with selected culture #10
and one or three days of incubation at temperatures 55, 60 and 65°C
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23 Comparison of enrichment with fermenter culture

The degradation property of the selected culture #10 was compared to a hydrolytic culture
(“fermenter-culture”) from a “best performance” thermophilic biogas fermenter run at
60°C with identical substrate (gratitude LfL-ILT, Freising). Especially after incubation
times of more than 7 days (Fig. 5) a tendency of a better degradation with the selected
culture can be recognized.
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Fig. 5:  Loss of dry weight by inoculation of selected mixed culture with culture from a
thermophilic biogas fermenter at 60 °C. White bar: LfL-culture; black bar: se-
lected culture #10. Error margins (standard deviation) are indicated

30

25

20

amount [mM]
o

ethanol butanol acetate butyrate

Fig 6:  End products of the 2 hydrolytic cultures (in mM, background subtracted) after
11 days of incubation at 60°C; black bars: culture #10; white bars: LfL-
fermenter-culture; lactate was not determined
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24 Fermentation products

The fermentation products of the hydrolytic culture #10 and the LfL-culture were deter-
mined by GC analysis. Culture #10 produces mainly ethanol (22.1 mM) and acetate
(26.9 mM), while after inoculation with the fermenter-culture no ethanol and a lower
amount of acetate (9.6 mM) were produced. Additionally, the fermenter-culture produces
small amounts of butanol (17.4 mM) and butyrate (4.1 mM) (Fig. 6). These products are
good substrates for the downstream fermentation by syntrophic and acetogenic bacteria as
well as partially for the methanogenic archaea. Gas was not analyzed. However, from oth-
er investigations the hydrolysis gas consisted of H, and CO,.

2.5 Phylogenetic analysis of the hydrolytic culture

Culture #10 grown on silage and on cellulose as well as the fermenter-culture were inves-
tigated by molecular methods for its composition and taxonomic distribution. For this pur-
pose the bacterial 16S rRNA genes were PCR-amplified from the metagenomic DNA with
bacteria-specific oligonucleotide primers. The amplificate was cloned in E. coli. DNA
from single clones was subjected to RFLP analysis to avoid sequencing of multiple copies
of identical DNAs (Fig. 7). At least two clones from each RFLP group were sequenced (if
possible) and aligned with the ARB software program (LUDWIG ET AL., 2004). The result
is shown in Tab. B. Sequencing shows that line 1 and 2 displays C. thermocellum and
C. stercorarium, respectively.

Fig. 7:  RFLP analysis of 16S ¥rDNA clones from a metagenomic library of thermophilic
culture #10. The third lane is a molecular mass marker. Each lane represents
DNA from one clone

Operational taxonomic units (OTUs) for each sequenced clone DNA were determined by
16S rDNA sequence similarity to known bacteria in the BLAST database. Clones with
identical RFLP pattern were added to the numbers shown in fable 2. All bacteria were
members of the phylum Firmicutes which is not surprising given the initial pasteurization
step which excluded non-spore forming bacteria.

The clone libraries from culture #10 were made from cultures grown on two different sub-
strates (cellulose and silage) to investigate the bacterial composition dependent on the sub-
strate. The composition differs with different substrate as was expected. Grown on Cellu-
lose, 36% C. thermocellum, 12% Thermoanaerobacter pseudoethanolicus and 2% Ther-
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moanaerobacter mathranii were found. On silage 28% C. thermocellum, 35% C. ster-
corarium and 2% Thermoanaerobacter mathranii were identified.

The bacteria in the LfL culture were: Clostridium stercorarium, Clostridium thermopal-
marium, Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum, and Thermobrachium celere.

Tab. 2: Operational taxonomic units by 16S rDNA sequence similarity to known bacteria
in the ARB database. The sequence identity (in %) and the number of clones fal-
ling into this group are indicated

amount [% of all clones]

n=25 n=50 n=50

culture grown on

Closest relative Similarity [%] | cellulose | silage | LfL-culture
Clostridium thermocellum ATCC 27405 Clostr. Cluster llI 98 36 28 0
Clostridium stercorarium DSM 8532T Clostr. Cluster IlI 98 0 35 2
Clostridium thermopalmarium 98 0 0 4
Thermoanaerobacter pseudethanolicus ATCC 33223 ClusterV 97 12 2 0
Thermoanaerobacter mathranii subsp. alimentarius ClusterV 99 0 2 0
Thermoanaerobacter thermosaccharolyticum ClusterV 94 0 0 4
Thermobrachium celere 98 0 0 2
Clostridiaceae bacterium Aso3-CS325 96 20 9 0
Symbiobacterium thermophilum IAM 14863 92 0 2 0
Uncultured bacterium clone: OTUS 95 12 0 0
Uncultured bacterium clone: CFB-4 100 4 0 0
Uncultured Clostridium sp. clone: 6-2-K 100 0 2 0
Uncultured bacterium clone: HTB1-B5 98 4 0 0
uncultured Bacillus sp. Clone 57 95 0 0 6
Anaerobic bacterium JW/HY-331 95 0 2 0

The only cellulolytic bacteria related to the sequences obtained are C. stercorarium and C.
thermocellum. Both species are described as thermophilic anaerobic degraders of cellulose
(He et al., 1991). It is not sure if the two OTU’s belonging to the Clostridiaceae bacteria
are cellulotytic or not. The other sequences belong to surely not cellulolytic bacterial
groups (ZVERLOV & SCHWARZ, 2008).

The type strain of C. thermopalmarium was isolated from palm wine. It is an anaerobic,
spore-forming rod with an optimal growth temperature of 55 °C. Sugars are mainly fer-
mented to butyric acid, in addition H,, CO,, acetate, lactate, ethanol (LAWSON ET AL.,
1991). Thermoanaerobacter spec. are closely related thermophilic, anaerobic species
which ferment sugars to mainly butyrate. The OTU’s belonging to the Bacillus group are



624 S4 — Koéllmeier, T. et al. — Microbial cultures for efficient substrate hydrolysis

most probably also saccharolytic, but non-cellulolytic bacteria. Thermobrachium celere
has a temperature range for growth from 43 ° to 75 °C (optimum temperature 66 °C), and
a pH range for growth from 5.4 to 9.5 (optimum pH, 8.2); the shortest doubling time is
around 10 min. Yeast extract is required for growth, and (depending on the strain) glucose,
sucrose, fructose, galactose, and ribose are utilized. The fermentation products from glu-
cose in the presence of yeast extract are CO,, H,, acetate, formate, and ethanol (ENGLE ET
AL., 1996). Symbiobacterium thermophilum is an uncultivable bacterium isolated from
compost that depends on microbial commensalism. The 16S ribosomal DNA-based phy-
logeny suggests that this bacterium belongs to an unknown taxon in the Gram-positive
bacterial cluster (Ueda et al., 2004). Bacterium Aso3 and Clostridiaceae bacterium Aso3-
CS349 were isolated from compost. Strain Aso3 is thermophilic and has 92 % similarity
with Tepidimicrobium sp. HUT8118, order clostridiales (Sekiguchi et al., 2006, Slobodkin
et al., 2006).

3 Discussion

The mixed substrate was that used in an actual biogas plant in southern Germany. The
hydrolytic culture selected as best hydrolyzing culture on that substrate was degrading the
polysaccharides at least as well as a “best performance” culture from a selected biogas
plant. Since diversification of the fermentation products by commensale bacteria and es-
pecially the mineralization of the fermentation products to methane and CO, play an im-
portant role in avoiding product inhibition, the slightly better degradation of the substrate
by the selected mixed culture in comparison to a fermenter culture (containing methano-
genic archaea and a complete acetogenic syntrophic bacterial mix) is a very good result
and points to the superior hydrolytic capacity of those bacteria (BAUER ET AL. 2008).

The composition of the hydrolytic bacterial consortium points to two cellulolytic bacterial
species which have been known to be important in biomass degradation, C. thermocellum
and C. stercorarium. The predominance of C. thermocellum in the culture grown on pure
cellulose as carbon source is not surprising, given the specialization of this species for the
degradation of cellulose. In addition C. stercorarium was found in great numbers if the
culture was grown on the silage mix. This is corroborating the earlier findings that C. ster-
corarium is primarily a hemicellulose utilising bacterium — hemicellulose and other solu-
ble polysaccharides are abundant in silage. The other bacterial OTUs identified in the cul-
ture can be attributed other roles in fiber utilization, the fermentation of the sugars re-
leased from the hydrolytic enzymes produced by the hydrolytic bacteria; partially the
complete degradation of oligosaccharides release by the cellulases and hemicellulases by
additional glycanases and glycosidases; or the conversion of the fermentation products
from the sugar metabolism by the saccharolytic bacteria. All these reactions together pro-
vide the methanogenic archaea with the acetate and the CO, and H, needed as substrates
for methane production.

C. thermocellum and C. stercorarium seem to be in this culture as in others (see accompa-
nying paper) the major hydrolysing bacteria for plant biomass in purely plant fed, thermo-
philic reactors. Presently a qPCR method as well as a FISH technology is developed for
quantifying the hydrolytic bacteria in biogas plants. Preliminary results of the status quo
of these developments are shown on the poster.
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Hydrolytische Enzyme zur Erhohung des Gasertrages
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Zusammenfassung

Neben der Verbesserung der Anlagentechnik liegen die grofiten Reserven beim Betrieb
einer Biogasanlage in der Gewihrleistung eines biologisch stabilen Prozesses und in der
effektiveren Nutzung des energetischen Potenzials der verfiigbaren Einsatzstoffe. Die Er-
stellung von Massenbilanzen auf elementarer Ebene ist eine einsetzbare Methode, um das
ungenutzte Gasbildungspotential in einer Biogasanlage zu schitzen. Dieses Potential kann
durch Einsatz von Spurenelementpridparaten und hydrolytischen Enzymen erschlossen
werden. Dabei wurden in der Praxis nachhaltige Steigerungen in der Biogasproduktion um
bis zu 30 % nachgewiesen.

Schlagworter:

Hydrolytische Enzyme, Spurenelemente, Biogasproduktion, Biogasanlage, Elementare
Massenbilanz, Gasertrag

Abstract

Besides improving the plant hardware, the largest reserves in the operation of a biogas
plant are in maintaining a biologically stable process and in the effective use of the energy
potential of the available feedstocks. The elaboration of mass balances at the elementary
level is an applicable method to estimate the unused gas production potential in a biogas
plant. This potential can be tapped using process enhancing additives. In practice, sustain-
able increases in biogas production up to 30% were achieved by application of hydrolytic
enzymes and trace mineral preparations.
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1 Einleitung

Zur Etablierung der Biogastechnologie als wichtiger Energielieferant im zukiinftigen
Energiemix ist die Verbesserung der Wirtschaftlichkeit der Biogasanlagen eine zwingende
Notwendigkeit. Bei maximaler Produktion sollen die fixen und laufenden Kosten mini-
miert werden. Neben der Verbesserung der Anlagentechnik liegen die groBten Reserven
beim Betrieb einer Biogasanlage in der Gewéhrleistung eines biologisch stabilen Prozes-
ses und in der effektiveren Nutzung des energetischen Potenzials der verfiigbaren Einsatz-
stoffe. Der Einsatz geeigneter Steuerungsmalinahmen und Betriebshilfsmittel bietet dafiir
eine wesentliche Grundlage.

Im Folgenden wird die Erstellung von Massenbilanzen in Biogasanlagen auf elementarer
Ebene dargestellt. Insbesondere ungenutzte Substratpotentiale kdnnen damit identifiziert
werden. Durch die Anwendung von Spurenelementen zur Stabilisierung des Prozesses
sowie den Einsatz hydrolytischer Enzyme zur Erh6hung der Substratumwandlung zu Bio-
gas und zur Verbesserung der Fermenterriihrfdhigkeit werden diese Potentiale nutzbar
gemacht.

2 Methoden und Ergebnisse

Massenbilanzen

Es wurde eine Analysenmethode zur Berechnung des Substratumsatzes und zur Schitzung
des ungenutzten Gasbildungspotentials in Biogasanlagen entwickelt. Die weitgehende
Charakterisierung der Massenstrome einer Biogasanlage wurde vorgenommen. Insbeson-
dere die Zusammensetzung der Substrate, die Massenbilanz der Anlage, die biochemische
Umwandlung der Substrate und die Messung von Restgaspotential im Gérrest wurden in
diese Analyse integriert. Der Vorteil dieser integrativen Methode ist die Kombination aller
zur Verfiigung stehenden Informationen in einen konsistenten und schliissigen Rahmen.
Damit wurde erstmals die Massenbilanzierung von Biogasanlagen auf elementarer Ebene
erprobt [1]. Alle in einen Biogasreaktor eingehenden Massen wurden einer Weender / Van
Soest-Futtermittelanalyse unterzogen und die Stoffstrome auf Basis der chemischen Ele-
mente C H O N S beschrieben. Die aus dem Biogasreaktor austretenden fliissigen und
gasformigen Massenstrome wurden durch Aufstellung und Berechnungen eines linearen
Gleichungssystems iiber die elementaren Massenstrome und géngig verfiigbaren Messun-
gen bestimmt, so dass Informationen tliber alle wesentlichen Massenstrome eines Biogas-
reaktors vorliegen. Diese Methode wurde an mehreren Anlagen erprobt. In Tabelle 1 wer-
den die errechneten Strome einer ausgewihlten Biogasanlage ohne Enzymeinsatz darge-
stellt.
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Tab. 1: Massenstrome einer Nawaro-Biogasanlage (Anlage El) mit 700 kW Leistung,
ohne Enzymeinsatz. Die elementare Massenerhaltung wurde dabei beriticksich-
tigt. (Farben: Griin= Produktion / Rot = Verbrauch)

Input Reaktion Output
mikrobielle Biomasse Okg/d 949 kg/d 949 kg/d
Rohasche 405 kg/d Okg/d 405 kg/d
Lignin 693 kg/d Okg/d 693 kg/d
Rohfett 410kg/d -410kg/d Okg/d
Rohprotein 956 kg/d -956 kg/d Okg/d
Cellulose 2.175kg/d -1.325kg/d 850kg/d
Hemicellulose 1.264 kg/d -814 kg/d 450kg/d
Stérke 4.196 kg/d -4.196 kg/d Okg/d
weitere NfE 1.961 kg/d -1.961 kg/d Okg/d
H,O flussige Phase 23.735kg/d -1.656 kg/d| 22.079kg/d
CO, flussige Phase Okg/d 17 kg/d 17 kg/d
NH, flussige Phase Okg/d 88kg/d 88kg/d
Summe fliissig 35.795 kg/d -10.265 kg/d| 25.530 kg/d
H,0 Verdampfung Okg/d 107 kg/d 107 kg/d
CH, gasformig Okg/d 2.854 kg/d 2.854kg/d
CO, gasformig Okg/d 7.299kg/d 7.299kg/d
H,S gasférmig Okg/d 4kg/d 4kg/d
Summe gasformig 0 kg/d 10.265 kg/d| 10.265 kg/d

Tabelle 1 macht sichtbar, dass die Substrate in der untersuchten Anlage unvollstindig um-
gesetzt wurden. Insbesondere Cellulose und Hemicellulose verlassen die Anlage nicht
verwertet (1.300 kg/d). Diese praktisch einsetzbare Methode zur Charakterisierung des
anaeroben Abbaus in Biogasreaktoren, welche alle wesentlichen Stoffstrome einer Bio-
gasanlage beriicksichtigt, ist zur Bewertung der Substratumsetzung in der Biogasanlage
und zur Erkennung iibrig bleibender Substratpotentiale einsetzbar.

Der Einsatz von Additiven

Zur ErschlieBung der ungenutzten Substratpotentiale steht der Einsatz hydrolytischer En-
zympriparate zur Beschleunigung des Abbaus von Cellulose und Hemicellulose (Nicht-
Stiarke-Polysaccharide - NSP) in der Hydrolyse-Phase im Vordergrund (Beispiel siche
Tabelle 1). Nachwachsende Rohstoffe wie Maissilage, Grassilage, GPS u.a. Silagen beste-
hen etwa zur Hélfte aus NSP. In der Biogasanlage miissen diese polymeren Faserstoffe zu
niedermolekularen Intermediaten gespaltet (hydrolysiert) werden, um fiir die weiteren
Schritte des Gérprozesses verfiigbar zu sein. Diese Hydrolyse ist aufgrund der molekula-
ren Struktur der Faserstoffe besonders langsam und limitiert die Substratumsetzung zu
Methan. Weiterhin sind NSP mal3geblich fiir die Viskositit des Fermenterinhaltes verant-
wortlich, erschweren die mechanische Homogenisierung und begrenzen die moglichen
Trockensubstanzgehalte und damit die Faulraumbelastung im Fermenter. In Batch-
Fermentern wurden die Gasproduktionen von Kulturen aus Biogasanlagen, Kldranlagen
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und Laborfermentern in Anwesenheit pflanzlicher Substrate mit bzw. ohne Zugabe des
hydrolytischen Enzympriparat MethaPlus' untersucht, teilweise in unabhingigen Institu-
tionen (z.B. Eurofins, Jena; LfL, Freising). Ausgewéhlte Ergebnisse sind in Tabelle 2 zu-
sammengefasst.

Tab. 2: Erhohung des Gasertrages bei Anwendung von MethaPlus (100-1.000 ppm) in
Batch-Fermentationen (25-35 Tagen, Mittelwerte)

Gasertrag Gasertragerhdhung
ohne mit
Substrat MethaPlus | MethaPlus Absolut Prozentual
Maissilage 644 Nm3A | 719 Nm3/t 75Nm3# 1%
Grassilage 423Nm3t | 490 Nm¥t | 67 NmiA 18%
Getreidefaser ooy Nmat | 651 Nm¥t | 130 Nm¥t | 25%
(Gerste)

Die Hydrolasen von MethaPlus wirkten an einer Vielfalt faserhaltiger, pflanzlicher Roh-
stoffe. Aus den Substraten wurden in den Batch-Fermentationen 67 - 130 Nm? Biogas pro
Tonne oTS Substrat zusitzlich produziert. Der Methangehalt des Biogases wurde durch
die Behandlung erwartungsgemif nicht beeinflusst. Die relativen Gasertragserhdhungen
lagen zwischen 11-25 %. MethaPlus erhohte die Gasproduktion aus den Substraten im
Verlauf der Fermentation. Die beobachtete Steigerung der Gasausbeute setzte sich iiber
lange Fermentationszeiten (70 Tagen) weiter fort. Besonders bei faserreichen Ausgangs-
stoffen zeigte sich der Einsatz extern produzierter Enzymen effektiv.

Ein zweiter limitierender Faktor im Biogasprozess ist die ausreichende Versorgung der
Methanbakterien mit Spurenelementen. Bei intensiv betriebenen Prozessen (hohe Sub-
stratkonzentration, geringe Verweilzeit, Monovergidrung von Pflanzensubstraten) ist die
Zugabe von Spurenelementen zum Substratinput flir eine stabile Fermentation erforder-
lich.

Die mesophile Monovergirung von Maissilage im geriihrten Durchflussfermenter (Ver-
weilzeit 33 d) wurde untersucht (4bbildung I). In der Phase 1 ohne Zugabe von Spuren-
elementen bei Faulraumbelastung 1,5 kg oTS / m?®.Tag versduerte der Fermenter nach
ca. 1,5 Verweilzeiten. Insbesondere an der Senkung des pH-Wertes, an der Anhdufung
von Essigsdure im Fermenter und an dem Erliegen der Biogasproduktion wurde dieser
Vorgang erkannt. Die Substratzufuhr wurde gestoppt, das Spurenelementpréiparat
MethaTrace” wurde dem Reaktor zugegeben. Durch diese MaBnahmen erholte sich die
methanogene Fermentation; die Essigsdure wurde umgesetzt, der pH-Wert normalisierte
sich in den Bereich 7,0-7,5. AnschlieBend wurde die Substratzugabe wieder vorgenom-
men. In der Phase 2 wurde der Reaktor weiter mit dem Spurenelementpréparat effizient

! MethaPlus ist ein Enzympriparat der DSM Biogas, hergestellt aus Kulturiiberstand von Trichoderma reesei DSM
10683. MethaPlus” ist ein eingetragenens Warenzeichen der DSM New Business Development B.V.

MethaTrace ist eine Spurensalzmischung. MethaZrace® ist ein eingetragenes Warenzeichen der DSM New Business
Development B.V.
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stabilisiert. Uber 3 Verweilzeiten mit Faulraumbelastung 1,5 kg oTS / m*.Tag und an-
schlieBend auch bei Faulraumbelastung 4,0 kg oTS / m*.Tag lief die Fermentation ohne
Anzeichen von Versduerung.
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Abb. 1: Monovergdrung von Maissilage im geriihrten Durchflussfermenter — Phase 1:
ohne Zugabe von Spurenelementen - Phase 2: bei Anwendung von Spurenele-
menten

Insbesondere bei intensiv betriebenen Biogasanlagen (hohe Faulraumbelastung, geringe
Verweilzeit, wenig oder kein Wirtschaftsdiinger als Einsatzstoff, thermophiler Betrieb)
fiihrt die Kombination aus Spurenndhrstoffen und hydrolytischen Enzymen zu einer deut-
lichen Erh6hung der Biogasausbeute bei einem stabilen Anlagenbetrieb. Dabei ergénzen
sich und verstdrken sich die Wirkungsweisen von hydrolytischen Enzymen beim Abbau
der NSP und von Spurenndhrstoffen bei der Beseitigung von Limitationen des Wachstums
methanogener Mikroorganismen ausgezeichnet.

Die Beobachtungen aus dem Labor stimmen mit den Ergebnissen in Biogasanlagen sehr
gut iiberein. In der Praxis wurden nachhaltige Steigerungen in der Biogasproduktion um
bis zu 30 % nachgewiesen [2, 3]. Weiter wurde damit bestitigt, dass der Einsatz extern
produzierter Enzyme die ErschlieBung faserreicher, schwer zu verarbeitender, dafiir kos-
tengiinstiger Substrate (Grassilage, Pflanzenreste aus der landwirtschaftlichen Produktion,
Landschaftspflegeabfille) ermoglicht bzw. vereinfacht. Es wurde in zahlreichen Anlagen
festgestellt, dass beim Einsatz von NSP-hydrolysierenden Enzymen die Riihrféhigkeit der
Fermenterinhalte verbessert wird. Die Viskosititsverringerung beim Einsatz dieser Enzy-
me fiihrt zum Abbau von Schwimmschichten und zu erheblichen Einsparungen an Pro-
zessenergie und Reparaturkosten fiir Rithrwerke und Pumpen. Durch den beschleunigten
Abbau der Substrate im Fermenter verringert sich das Restgaspotenzial des Gérriickstan-
des, so dass die Methanemission im Endlager reduziert wird. Der Einsatz von hydrolyti-
schen Enzymen und von Spurennihrstoffen ist ohne zusitzliche Investitionen in jeder An-
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lage sofort moglich und bietet dem Anlagenbetreiber zusétzliche, wertvollen Moglichkei-
ten zur wirtschaftlichen Optimierung seiner Anlage an.
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Dynamics of microbial community for anaerobic digestion from
a synthetic model substrate for maize silage under influence
of trace elements
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Petersgasse 12, 8010 Graz, Austria

Aim

Anaerobic digestion of plant biomass is an increasing future technology to provide energy
in form of methane. In biogas plants working with plant biomass as only substrate repeat-
edly a decrease of biogas production is measured after a certain period after start-up which
can be one year or later. A lack of specific trace elements, which acts as cofactors for en-
zymes in the metabolic pathway, could be one important reason for this effect. Further a
pool of different eubacterial and archaeal microorganisms are involved in the process of
methane formation. In the present study we investigated the influence of trace elements on
the dynamic of bacterial community during anaerobic digestion of a defined model sub-
strate (dS) mimicking the composition of the maize plant.

Methods

The defined substrate (dS) consisted of xylan and starch as the main carbon source, urea as
nitrogen source and phosphorus from a 0.1 M potassium phosphate buffer. Anaerobic
fermentations were carried out in batch reactors. Digester sludge from a full scale biogas
plant fed with maize silage was applied for reactor start up. The sludge was filtered to
eliminate particles larger 4 milimeters. The inoculum sludge was diluted with distilled
water. The batch fermentations were started with a pH of 7.8 and carried out under meso-
philic conditions (35°C) for 21 days. The trials where performed in 2 L batch reactors con-
taining 1000 g fermentation medium. The medium included 1% organic dry matter
(ODM) from the defined substrate and 1.5% ODM diluted digester sludge. Complete trace
elements were added as trace element solution (SPL) and nickel (NiCl,'6H,0) were applied
as single element. The microbial population was analysed with cultivation-independent
molecular biological tools. 16S rDNA analysis with SSCP (single strand conformational
polymorphism) and ARDRA (amplified rDNA restriction analysis) were utilized. Fluores-
cent microscopic analyses were also done for batch fermentation with complete trace ele-
ments and additon of nickel. Samples were taken on day 1, 7, 14 and 21 and examined
immediately under the microscope Leitz Laborlux S equipped with epiflouorescence. A
100 W high-pressure mercury lamp was used with a 460nm longpass filter for blue excita-
tion.
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Results

Batch-sequential tests were carried out for 21 days with a well defined trace element solu-
tion and varying nickel concentrations. 6 out of 8 bands were sequenced of the SSCP gel
from the nickel batch fermentations. Two of them were analysed as uncultured bacterium,
another two as Clostridium spp., one as Arcobacter sp. and one as Sedimentibacter sp
(Table I). Furthermore variations of band pattern during the fermentation could be de-
tected (Figure I).

Tab. 1: BLAST search results of sequenced bands of the
S3CP gel from batch fermentation with varying
nickel concantration

1 RAT day 21 Une. Bacterium ARTABESOL ]

2 Blank day 21 Unc. Bacterium LTI

3 R15 day 21 Clostridium &p.

pRleg_al.1

4 RS day 1 Arcabacter ED4036949,1
-] R18 day 21 Sedimentibacter EP464626.1
7 RiSday 7 Clostridium sp. AY330125.1

Fig. 1:  SSCP gel of fragments of the 16S rDNA of the batch fermentation with different
nickel concentrations. The framed bands were cut out and DNA was amplified
for sequencing. R3: dS, R6: dS+SPL, R9: dS+SPL+1x Ni, R12: dS+SPL+1.5 x
Ni, R15: dS+SPL+2.5 x Ni, R17+R18: dS+SPL+ 3 x Ni, Bl: blank

Fig. 2: agarose gels (1.5%) of archaeal and eubacterial inserts digested with Hhal. A
digested archaeal inserts from RI18 day 1 (with 3 x Nickel). Two different band
patterns can be seen. Both represent the species Methanoculleus. The same re-
sult was achieved with the samples of day 21 B digested eubacterial inserts of
RI18 day 1 (with 3 x Nickel). The diversity of the OTUs was much higher than the
archaeal. The band patterns were analysed manually and a member of one OTU
was sequenced
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Molecular biological analyses indicated that the bacterial population changes clearly dur-
ing the fermentation process. This result could be achieved with both molecular biological
analyses techniques. The ARDRA as well as the SSCP method showed a dominance of
hydrolytic bacteria. Nearly the half of the analysed bacteria was identified as Firmicutes.
70% in this phylum belonged to the class of Clostridiales and 30% to the class of Bacilli.
Bacteroides and uncultured bacteria represented each a quarter of the analysed community
(Figure 2 B).

Methanogenic archaea were analysed with ARDRA, too. Here it could be seen that the
species Methanoculleus sp. was dominant. No other archaeal species could be detected
(Figure 2 A). This means that under the experimental conditions methane is mainly pro-
duced by this hydrogenotrophic methanogen. These results are typical for anaerobic diges-
tion of maize silage thus indicating that the new synthetic medium is a good model for
maize silage.

A further activity analysis for methanogenic bacteria was done by means of fluorescence
microscopy. The cells autofluorescent due to the unique co-factor F420 of methanogens. It
can be seen that rod-shaped cells form clusters which got bigger and appeared more often
with additional trace elements (Figure 3). The results from fluorescence microscopy com-
plied with the measured methane formation (data not shown). An increase of fluorescent
activity was also detected in enhancement of methane production.

Fig. 3:  Fluorescence micrographs of community samples of the batch fermentation. The
samples were taken on day 21 from the blank (4), dS (B), dS+SPL (C) and
dS+SPL+ 3 x Ni (D)
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Isolierung und Charakterisierung von Methanbakterien
aus Biogasanlagen

K. Seyfarthl, R. Stantscheff', H. Konig' und S. Drt')ge2

! Institut fiir Mikrobiologie und Weinforschung, Johannes-Gutenberg-Universitit,
Johann-Johannes-Becherweg 15, 55099 Mainz, Deutschland

% Priif- und Forschungsinstitut Pirmasens, 66953 Pirmasens, Deutschland

Zusammenfassung

In letzten Schritt des anaeroben Abbaus von Biomasse in Biogasanlagen sind Methanbak-
terien als wichtige Mikroorganismengruppe beteiligt. Sie bilden die Endprodukte Methan
und Kohlendioxid. Fehlgidrungen wéhrend des anaeroben Abbaus kdnnen aufgrund einer
ibermdfigen Sdureproduktion zur Hemmung der Methanbakterien und damit der
Methanogenese fithren. Daher muss eine Stabilisierung des anaeroben Abbaus der Bio-
masse und eine Optimierung der Methanproduktion Ziel mikrobiologischer Untersuchun-
gen sein. Um wirtschaftliche Verluste fiir die Betreiber zu minimieren und bei gestorten
Anlagen einen normalen Betrieb in kurzer Zeit wieder zu ermoglichen, miissen mikrobiel-
le Storungen moglichst vermieden und geeignete Starterkulturen bereitgestellt werden.
Um geeignete MaBlnahmen zu ergreifen, ist eine detaillierte Kenntnis der beteiligten
mikrobiellen Flora notwendig. Wegen der Bedeutung fiir die Methanisierung von organi-
schem Material haben wir uns in diesem Projekt mit der Isolierung und Charakterisierung
der methanogenen Flora von NawaRo-Biogasanlagen beschéftigt.

Summary

Methanogens represent an important microbial group in the last step of anaerobic degrada-
tion of organic material in biogas plants. They produce methane and carbon dioxide as
metabolic end products. Due to an immoderate acid production false fermentations during
the anaerobic degradation of organic material could inhibit the methanogenic bacteria and
so the methanogenesis. Therefore, a stabilization of the anaerobic microbial degradation of
biomass and an optimization of the methane production should be the goal of microbial
investigations. In order to minimize a financial loss for the operators it is necessary to
avoid microbial disorders and to provide suitable starter cultures to facilitate a normal op-
eration in a short time. Detailed knowledge about the composition and interactions of the
microbial flora is required in order to take appropriate measures. Due to the importance
for the methane production from organic material we have isolated and characterized the
methanogenic flora from NawaRO biogas plants.

Schliisselworter:

Biogas, Methanbakterien, Methanobacterium, Methanosarcina
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1 Einleitung

Methanbakterien spielen eine zentrale Rolle in globalen Kohlenstoftkreislauf (KONIG,
1993), denn sie bilden Methan im letzten Schritt des anaeroben Abbaus von organischem
Materal. Methanogene Habitate sind Frischwasser- und Meeressedimente, Klédrschlamm
und Reisfelder sowie der Intestinaltrakt von Mensch und Tier. Die praktische Anwendung
dieses mikrobiellen Prozesses zur Energiegewinnung aus erneuerbaren Rohstoffen erfolgt
in Biogasanlagen. Wihrend der anaeroben Fermentation von Biomasse in NawaRo-
Biogasanlagen entstehen als zentrale Zwischenprodukte der beiden ersten Abbaustufen
von polymerem Material verschiedene kurzkettige Fettsduren, insbesondere Essigsdure
und Propionsédure sowie Kohlendioxid und Wasserstoff (4bb. 1). Die gebildete Essigsdure
dient den methanogenen Bakterien als Substrat und kann direkt zu Methan und Kohlendi-
oxid abgebaut werden. Hiufig ist aber eine Uberproduktion an Propionsiure zu beobach-
ten. Der anaerobe Abbau von Propionsdure ist allerdings komplex und endergon. Der Ab-
bau kann nur unter Energiegewinnung ablaufen, wenn der Partialdruck des gebildeten
Wasserstoffs z. B. durch methanogene Bakterien (Archaea) niedrig (ca. 10™*- 10 atm)
gehalten wird. Deshalb ist fiir den anaeroben Abbau von Propionsdure eine gekoppelte
syntrophe Reaktion, an der Propionsdure-abbauende und methanogene Bakterien beteiligt
sind, notwendig. Wegen einer pH-Absenkung infolge von iiberméfiger Sdaureakkumulati-
on wird die Methanogenese unter einem pH-Wert von 7 in NawaRo-Biogasanlagen bereits
gehemmt, wihrend bei Reinkulturen dieser Wert niedriger liegen kann. Dementsprechend
fithren erhohte Konzentrationen von Propionsdure zu einer signifikanten Reduktion der
Gasausbeute. Es ist bekannt, daB ein Uberangebot an leicht vergérbaren Substraten zu ei-
ner Sdureakkumulation fiihrt. Welche Faktoren die Fermentation in Richtung einer ver-
starkten Propionsdurebildung treiben, ist allerdings bislang weitgehend ungeklért. Ebenso
wenig ist bei Biogasanlagen bekannt, welche speziellen Bakterienarten hierfiir verantwort-
lich sind.

Deshalb ist eine Fritherkennung und Vermeidung bzw. Verminderung einer Fehlgédrung
und damit eines wirtschaftlichen Schadens ein sehr wichtiger Aspekt. Dafiir ist als erstes
eine Analyse der an der Methanogenese maligeblich beteiligten methanproduzierenden
Archaea in Biogasanlagen notig.

1. Polymerabbauende Stufe
Z. B.: Polysacchande
|
Zucker

2. Fermentative Stufe
a. Primére Garer
Zucker
|
Alkohola, Sauren (z. B. Propions&ure)
b. Sekundére Garer

Sauren
|
Acatat, COy, H;

3. Methanogena/Acetogena Stufe
Methanbakierien Sulfatreduzierer Homoacetogene
Acelat, GOy, H; Sauren COg, Hy

CHa Acetat bzw, CO; Acetat

Abb. 1. Schema des anaeroben mikrobiellen Polymerabbaus
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2 Hauptteil

2.1 Probennahme aus Biogasanlagen und Laborfermentern

Die Probennahmen zur Anreicherung, Isolierung und Charakterisierung methanogener
Archaea  wurden aus drei verschiedenen Rheinland-Pfilzischen = NawaRo-
Praxisbiogasanlagen (Fermentern, Nachgdrern) durchgefiihrt (7ab. 1). Des Weiteren be-
steht eine Kooperation mit dem Leibniz-Institut fiir Agrartechnik (Potsdam-Bornim). Von
einer Arbeitsgruppe (M. Klocke) wurden Proben aus vier Laborfermentern erhalten, um
methanogene Archaea zu kultivieren. Interessant hierbei ist der Vergleich zwischen der
methanogenen Flora in Praxisbiogasanlagen und in Laborfermentern.

Tab. 1: Anlagenparameter der untersuchten Biogasanlagen

BGA 1 BGA 2 BGA 3
Fermenter Riihrkessel Riihrkessel Riihrkessel
Riihrung LARW/TMRW" Zentralriihrwerk LARW/TMRW"
Vrutto (m] 1 x 1260 2 x 1.000 2x 1260
Nachgirer Riihrkessel Riihrkessel Riihrkessel
Riihrung TMRW" LARW" TMRW"
Virutto (m'] 1 x 1260 1.000 1 x 1260
Leistung 370 Py [kW] 380 Py [kW] 550 Py [kW]
Inputstoffe
Fest [t/d] MS [18] MS/GPS? [20/2] | MS [33]
Fliissig [m’/d] SG” [5] SG [5] SG [6]
pH-Wert” 7,5-17,7 72-17,6 72-17,5
Temperatur 41 °C 39°C 40 °C
NH,-N? [mg/kg] 1800 — 2000 2000 — 2500 1400 — 1500
Gesamtsiure 500 — 2000 1000 — 4500 1000 — 2500
[mg/kg]

YLARW = Langachsrithrwerk; TMRW = Tauchmotorrithrwerk; ?MS = Maissilage; GS = Grassilage; RG = Rindergiille;
SG = Schweinegiille; GPS = Ganzpflanzensilage; ’Spektrum im Betrachtungszeitraum

2.2 Anreicherung und Isolierung methanogener Archaea

Die Anreicherung und Isolierung von methanogenen Archaea aus NawaRo-Biogasanlagen
erfolgte mit modifizierten Kulturmedien fiir Wasserstoff-verwertende Methanbakterien
(DSMZ-Medium 287) und fiir Methanol-verwertende Methanbakterien (DSMZ-Medium
318) unter Anwendung entsprechender Verdiinnungsreihen und Plattierungen. Die Zugabe
von 5% Reaktorfiltrat verbesserte das Wachstum der Methanbakterien in Kultur. Fiir die
Herstellung des Reaktorfiltrats wurde der Fermenterinhalt zundchst von grobem Pflan-
zenmaterial (Maissilage) durch niedertourige Zentrifugation befreit. Darauf wurde der
dickfliissige Uberstand mit Hilfe einer Vakuumpumpe filtriert. Das erhaltene fliissige Re-
aktorfiltrat wurde den Medien zugegeben.
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23 Physiologische und phylogenetische Charakterisierung von
methanogenen Reinkulturen

Eine physiologische und eine phylogenetische Charakterisierung der Reinkulturen wurden
mit Hilfe von biochemischen Tests und molekularbiologischen Methoden vorgenommen.

2.3.1 Phinotypische Charakteristika

Zur morphologischen und physiologischen Charakterisierung gehorten die Mikroskopie
von aus Fermentern isolierten methanogenen Species sowie Ermittlung des Substratspekt-
rums.

Es wurden unterschiedliche Reinkulturen erhalten. So zum Beispiel ein methanogenes
Bakterium (Stamm TAF1) aus dem Fermenter 1 der Biogasanlage 2 (BGA 2). Bei dem
Isolat handelte es sich um gerade Stabchen, die teilweise kurze Ketten bildeten. Die Stib-
chen leuchteten im Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlinge von 420 nm
aufgrund des Kofaktors Fiy griinlich (4bb. 2).

Abb. 2:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Reinkultur (Stamm TAF1) in Voll-
medium 287. Einzelne und paarweise zusammenhdngende griin fluoreszierende
Stibchen sind sichtbar. (Mafstab = 5 um)

Das Isolat TAF1 wuchs auf den Substraten H, und CO, oder Formiat und bildete Methan.
Dagegen wurden Acetat, Ethanol, 2-Propanol und Essigséure nicht verwertet.

2.3.2 Phylogenetische Zuordnung

Die phylogenetische Zuordnung der methanogenen Isolate erfolgte durch eine 16S rDNA-
Analyse. Dazu wurde die genomische DNA isoliert, die 16S rDNA-Gene amplifiziert und
sequenziert. Die molekularbiologische Analyse der Teilsequenz der 16S rDNA des Stam-
mes TAF1 ergab, dass dieses Isolat 96% Sequenzhomologie mit einem Stamm der Gat-
tung Methanobacterium besall und eine gewisse Verwandtschaft mit Methanobacterium
formicicum aufwies.



S4 — Seyfarth, K. et al. — Methanbakterien 641

3 Schluss

Die bisherigen Untersuchungen ergaben, dass nur wenige verschiedenen Arten von Me-
thanbakterien (Archaea) an der Produktion von Methan in NawaRo-Biogasanlagen mit
Maissilage als Substrat beteiligt sind. Bei den Isolaten handelt es sich hauptsdchlich um
Vertreter der Gattungen Methanobacterium, welche zu den hydrogenotrophen Methan-
bildnern zdhlt und der Gattung Methanosarcina, welche zu den methylotrophen und
acetoklastischen Methanogenen gehort (Ergebnisse nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zei-
gen eine Ubereinstimmung mit der Verdffentlichung von Klocke et al. (2007, 2008), in
der durch rein molekularbiologische Untersuchungen gezeigt wurde, dass die hauptsichli-
chen Methanproduzierer in ihren Laborfermentern den Gattungen Methanobacterium und
Methanosarcina angehoren. Methanogene Species der Gattung Methanosaeta konnten
bisher aus den drei beprobten NawaRo-Biogasanlagen noch nicht kultiviert werden, ob-
wohl es molekularbiologische Hinweise auf das Vorkommen dieser Species gibt. Aller-
dings sind sie keine vorrangigen Methanproduzenten (Klocke et al. 2007, 2008). Die er-
haltenen Isolate sollen nun auf Thre Eigenschaften als Starterkulturen iiberpriift werden.
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Enhancement of biogas production by addition of
hemicellulolytic bacteria immobilised on activated zeolite
IPUS meth-max®
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A new strategy for the enhancement of biogas production from hemicellulose containing
substrates was demonstrated. Hydrolytic populations from a common biogas fermenter
consortium were enriched in fed-batch-culture in a medium containing xylan as the only
carbon source, semi-continuously fed under anaerobic mesophilic conditions. Xylanse
activity increased continuously during the subsequent enrichment cycles. Concomitantly,
enrichment of hemicellulolytic bacteria was demonstrated using SSCP analysis based on
the unibacterial 16s rDNA fragment and sequencing of bands (figure 1 a and b).
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Fig. la and b: (s. next page)
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Fig.la,b: Exemplary non-denaturating gels from the SSCP-analysis based on 16S rDNA

fragments of bacterial communities cultured in L47 medium and second-stage
sludge: (M) represents 1 kb DNA-ladder marker lanes; (C) represents the con-
trol, i.e. pure second-stage sludge (NF 01/02); (I11.), (IV.), (V.) represent corre-
sponding cultivation periods in L47 medium on xylan as mono-substrate. Sam-
ple-Code: L47 = medium, 08/16/24 = replicate number, I1I/IV/V = cultivation
period, 3/4/5 = day of current cultivation. Box [a], [b] and [c] show the intensi-
fication, box [d] and [e] the weakening of specific band patterns indicating shifts
in bacterial community organisation during the cultivation in L47 medium. Box
[2], [8], [9], [10], [11], [12] represent specific bands used for DNA extraction
and sequencing analysis.

With direct sequencing of the DNA extracted from non-denaturing polyacrylamid gels
Bacteroides sp.,, Azospira oryzae (Dechlorosoma sp.) as well as a wide spectrum of di-
verse species from the phylum Firmicutes within the order of Clostridiales were identi-
fied. Enriched hydrolytic bacteria were immobilised on activated zeolite IPUS meth-max”
to ensure a stable storage and easy application.

Through addition of hemicellulolytic microorganisms the production of methane was in-
creased by 53.3 % compared to controls without additionally introduced microorganisms
(figure 2). Using HPLC analysis a correlation between increased biogas productivity due
to addition of hemicellulolytic bacteria and resulting increased concentrations of acetic

acid, i.e.

250
230
210
190
170
150

o0
70
20
30
10

CH kg TOS ar SATP

Fig. 2:

130 +
110

+88 % in average was observed (data not shown here).
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Comparative discontinuous fermentation results. Cumulative biogas production
(CHy at SATP = standard ambient temperature and pressure per kg TOS) in the
presence of zeolite-immobilised hemicellulolytic microorganisms (black line )

and the control zeolite but without immobilised microorganisms (grey line =) at
35 °C over a total period of 34 days. From day 21 of the fermentation on differ-
ences in biogas amounts are significant. Significance differences are defined as
P < 0.05 and marked with [*] in the diagram.
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Visualisierung von Methanemissionen

M. Brand
Ecofys Germany GmbH, Am Wassermann 36, 50829 Koln, Deutschland

Zusammenfassung

Aufgrund der klimatischen und wirtschaftlichen Schiden durch Leckagen in methanfiih-
renden Behéltern und Leitungen wurde von Wissenschaftlern und Ingenieuren der TU
Hamburg-Harburg, E.ON Ruhrgas und Fa. Esders eine Kamera entwickelt, die in der Lage
ist, solche Leckagen in Echtzeit auch auf groere Entfernungen zu erkennen und sichtbar
zu machen. Durch diese Entwicklung sind Uberpriifungen von unzuginglichen Teilen
oder grof3flichigen Anlagen sehr viel schneller und damit preiswerter moglich als bisher.
Diese urspriinglich fiir die fossile Energiewirtschaft entwickelte Kamera wurde von den
Firmen Esders und Ecofys Germany GmbH bereits erfolgreich auf Biogasanlagen ange-
wandt, um Dichtigkeitsiiberpriifungen im laufenden Betrieb zur Qualititssicherung durch-
zufiihren.

Das Einsparpotential, welches sich aus den erkannten Leckagen ergibt, hingt grundlegend
von der Qualitdt der Biogasanlage selbst ab, die gerade im Fokus steht. Selbst auf qualita-
tiv hochwertigen Anlagen sind dennoch durch Wartungsfehler und/oder mangelhafte Bau-
ausfiihrung Verluste von ca. 5% der Einspeisevergiitung entdeckt und beseitigt worden.
Auf einigen Anlagen diirfte diese Zahl noch hoher liegen.

Verschiedensten Bereiche der Branche konnen von der Entwicklung profitieren, wie zum
Beispiel Anlagenhersteller zur Qualititssicherung, Betreiber zur Effizienz- und Sicher-
heitsiiberpriifung sowie Behorden zur Uberpriifung der Regeln des Bundes-
Immissionsschutzgesetzes.
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Summary

The consequences of uncontrolled leakages at methane-tanks or -pipes are of environ-
mental and economical importance. As a consequence scientists and engineers of the
Technical University of Hamburg-Harburg, E.ON Ruhrgas and the company Esders have
developed a special camera to detect and visualize methane leakages in real-time and from
larger distances. The camera helps to save resources by simplifying the inspection of de-
fect or inaccessible parts or large-scale installations. While the camera had originally been
developed for the fossil energy industry it has now been successfully proved by Esders
and Ecofys Germany GmbH on biogas installations for leakage detection and quality as-
surance..

The estimated saving potential arising from the detected leakages basically depends on the
quality of the biogas installation in focus. Even considering top-quality installations, mis-
takes in maintenance and/or deficient construction works that led to a loss of about 5% of
the green electricity remuneration have been detected and corrected. This potential might
be even higher for other installations.

Many different actors of the Biogas-industry can benefit from this development, e.g. con-
structors for quality assurance, operators for efficiency and security means as well as au-
thorities for assuring the policies of the Federal Emission Control Law.
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1 Einleitung

Die 6konomischen Folgen von Undichtigkeiten in Biogasanlagen sind von grof3er Bedeu-
tung. Der unkontrollierte Gasaustritt aus Behéltern oder Rohrleitungen bedeutet einen ho-
heren Substratbedarf und, im schlimmsten Fall, eine Minderung der Leistung und somit
der Erlose.

Auch die 6kologischen Folgen sind gravierend, da die Klimarelevanz von Methan 21-mal
starker ist als die von CO,. Eine Leckage im Bereich von einigen Prozentpunkten wiirde
evtl. sogar die Emissionsbilanz im Rahmen einer Lebenszyklus-Analyse (LCA) einer Bio-
gasanlage negativ erscheinen lassen. Insbesondere im Rahmen der Einspeisung von Bio-
methan ins konventionelle Erdgasnetz wurden Diskussionen iiber die Klimarelevanz von
Methanemissionen intensiv gefiihrt und letztlich Grenzwerte im novellierten Erneuerbare
Energien Gesetz (EEG) festgelegt.

Trotzdem sind Gasaustritte aus Biogasanlagen leider keine Seltenheit. Die Priifung der
Dichtheit kompletter Anlagen erfordert Sorgfalt und einen sehr hohen Arbeitsaufwand,
dem nicht immer Rechnung getragen wird. So wird in der Praxis oft ein konstanter ,,Bio-
gasgeruch* als normal betrachtet.

2 Entwicklung eines neuen Verfahrens

Ingenieure und Wissenschaftler der Technischen Universitdit Hamburg-Harburg (TUHH),
des Gasversorgers E.ON Ruhrgas und des Messgeriteherstellers Esders haben die Grund-
lagen fiir ein Werkzeug zur Visualisierung von Methanwolken erarbeitet. Das Ergebnis ist
ein mobiler Infrarotdetektor, der in Echtzeit Undichtigkeiten in Gas fiihrenden Anlagen
erkennt und dem Anwender sofort ein farbiges, bewegtes Bild des austretenden Methans
zur Verfiigung stellt. Die Entfernung zwischen der GasCam, so der eingetragene Name der
Kamera, und dem Gasaustritt kann dabei bis zu 200 m betragen.

Als Ergebnis liefert die Kamera des Herstellers aus Hasellinne ein Videobild, das durch
ein Falschfarbenbild der ausstromenden Gaswolke iiberlagert wird. Die Darstellung einer
solchen Wolke ist somit bei jeder Wetterlage und auch bei ungiinstigen Lichtverhiltnissen
moglich. Die Visualisierung des Gasaustrittes durch die GasCam bedeutet eine Vereinfa-
chung fiir Bewertung und Einschidtzung. Durch mehrmaliges Darstellen einer Gaswolke
innerhalb eines angemessenen Zeitrahmens lassen sich durch die in Echtzeit bewegten
Bilder der ausstromenden Gaswolke Undichtigkeiten und Schwachstellen entdecken. Eine
typische Aufstellung hin zu potentiellen Schwachstellen ist in Abbildung I zu sehen.



650 S5 — Brand, M. — GasCam

Abb. 1:  Blickwinkel und Aufstellung bei einer GasCam Messung (Quelle: Fa. Esders)

3 Vorteile des Verfahrens

Bisher war es sehr aufwéndig und vor allem Zeit raubend, Gasaustritte mit Hilfe her-
kommlicher Flammen-Ionisations-oder Halbleiter-Gasdetektoren aufzuspiiren. Aufwandig
deshalb, weil ein Techniker mit dem Messgerét an jede Leitung und jeden Flansch gelan-
gen musste, um dort die Messungen durchzufiihren. Die Uberpriifung der Behilterabde-
ckungen erfolgt in groBBer Hohe und ist nur mit besonderen Hilfsmitteln moglich. Die
GasCam erleichtert nun die Suche nach Gasaustritten und ermdglicht Uberpriifungen von
schwer zugénglichen Anlagenteilen aus groferer Entfernung und somit in sehr viel kiirze-
rer Zeit. Durch die qualitative Erfassung kann dann an den entsprechenden Stellen explizit
mit einer zugelassenen Handsonde die Konzentration des austretenden Methangases ge-
messen und dokumentiert werden.

Wiéhrend tiiblicherweise bei Messungen mit Handgerdten und/oder Lecksuchspray mit
Steigern und #hnlichen Hilfsmitteln Uberpriifungszeiten im Bereich von 1-2 Tagen fiir
eine gesamte Anlage zustande kommen, ist es jetzt moglich, dies mit der GasCam in ei-
nem halben Tag durchzufiihren. An- und Abfahrt kommen, wie bei allen Verfahren, noch
hinzu. Insbesondere bei Biogasparks oder einem regional hohen Anlagenaufkommen er-
geben sich hier Synergieeffekte.
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o Anwendungsbeispiele

Obwohl urspriinglich mit dem Fokus auf die fossile Energieversorgung entwickelt, wurde
die Bedeutung der GasCam sehr schnell auch fiir den Bereich Biogas deutlich, als im Zuge
von Messungen mit dem Prototypen auf Biogasanlagen einige Leckagen entdeckt wurden.

Es kamen noch einige Anwendungen auf dhnlichen Anlagen hinzu, die den Bedarf ver-
deutlicht haben, wie zum Beispiel die Leckage in einer Gasspeicherfolie in Abbildung 2.

Abb. 2:  Standbild der Methanemissionen am Auslass eines Tragluftdaches
(Quelle: Fa. Esders, GasCam)

5 Nutzer

Unterschiedliche Nutzer profitieren von GasCam Messungen:

5.1 Betreiber von Biogasanlagen

Messungen konnen vor Gefahreniibergang oder Abnahme einer neu errichteten Anlage
erfolgen, um eine umfassende Qualitétsiiberpriifung und sicherheitsrelevante Untersu-
chung in Verbindung mit bekannten Verfahren vornehmen zu kénnen.

Weiterhin kann eine solche Untersuchung kurz vor Ablauf der Gewéhrleistungsfrist ge-
nutzt werden, um den Ist-Zustand der Anlage zu dokumentieren und etwaige Méngel noch
im Rahmen der Gewdhrleistung zu beheben. Aulerdem kdnnen bei Verdachtsféllen von
Undichtigkeiten durch Geruch oder bilanziellen Differenzen zwischen Input und Gasaus-
beute kurzfristig sichere Uberpriifungen vorgenommen werden, um Undichtigkeiten nach-
zuweisen. Dies gilt insbesondere auch fiir dltere Anlagen, die teilweise ohne ausreichende
Sicherheitsstandards gebaut wurden.
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Insbesondere bei groen Anlagen oder iiberdurchschnittlichem Besucheraufkommen bietet
sich hier eine regelmiBige Uberpriifung der Anlage an. Aber auch kleine Anlagen kénnen
sich keine Gasverluste oder Sicherheitsdefizite erlauben.

5.2 Biogasanlagenhersteller

Um in dem wettbewerbsorientierten Markt der Biogasanlagenhersteller bestehen zu kon-
nen, ist es unerldsslich qualitativ hochwertige Anlagen anzubieten. GasCam-Messungen
konnen zur Sicherstellung der Lieferung von Qualitdt dienen und im Markt zu einem zu-
sdtzlichen Verkaufsargument fiihren. Aulerdem kann so von Generalunternehmern ge-
geniiber den Unterlieferanten fiir die Gas fithrenden Teile auch noch im laufenden Betrieb
(z.B. wihrend der Inbetriecbnahme) die evtl. mangelbehaftete Lieferung oder Montage,
ohne grofie (finanzielle) Einschnitte in den Betrieb der Biogasanlage, nachgewiesen wer-
den. Dies tragt ma3geblich zum Qualitdtsmanagement und der Sicherheit von Biogasanla-
gen bei.

Zusitzlich kann der Biogasanlagenhersteller auch kontinuierlich an der Verbesserung des
Systems Biogasanlage arbeiten und planungsseitige oder konstruktive Schwachstellen
seiner Systeme identifizieren und verbessern.

5.3 Klimaschutz/Gesetzgeber

Durch die GasCam ist es erstmals moglich, die Vorgaben der Dichtigkeit von Anlagen
gemil Bundes-Immissionsschutzgesetz bei der Abnahme zu {iberpriifen, oder sich vom
Betreiber den Nachweis erbringen zu lassen, dass die Anlage auch im Betrieb ohne nen-
nenswerten klimarelevanten Emissionen betrieben wird. Bei Verdachtsfillen von nicht
genehmigungskonformen Anlagen, konnen durch die Behorden Messungen zur Veri-
/Falsifizierung der Vermutungen aus der Distanz durchgefiihrt werden. So fiihren die Mes-
sungen zu effizienter Verringerung der klimarelevanten Emissionen und dienen der Si-
cherstellung dessen.

6 Vorteile des Verfahrens

Aufgrund der erheblichen Zeitersparnis bei Messungen mit der Kamera ist davon auszu-
gehen, dass sowohl die Betreiber von Biogasanlagen als auch die Hersteller zunehmend
auf dieses Verfahren zuriickgreifen werden, um die geforderten QualitidtsmaBstibe einzu-
halten und nachzuweisen.

Auch die Behdrden werden die jetzt gegebenen Mdoglichkeiten zur Uberpriifung von
BImSch- und Baurechtsgenehmigten Anlagen nutzen, um Ihrem Grundsatz der Emissi-
onsminderung nachzukommen.

Bei durch die Fa. Ecofys Germany GmbH durchgefiihrten Messungen wurden z.B. Mén-
gel an Gasspeicherfolien entdeckt, die nach der Reparatur zu erheblichen Einsparungen
fithrten.

AuBlerdem wird den Betriebsleitern der Anlagen haufig eindringlich verdeutlicht, wie
wichtig das Abschmieren der ,,gasdichten* Durchfithrungen von Tauchmotorrithrwerken
nach dem Verstellen ist. Hier geht durch mangelhafte Wartung wertvolles Gas verloren
und schadigt das Klima unnétigerweise.
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Die Einsparungen an Inputmaterial und damit auch Substratkosten, die sich durch Behe-
bung der Miéngel ergeben, konnen durchaus bis zu 10% betragen, wie diese Messungen
bereits gezeigt haben.

Fiir eine 500 kWel. NaWaRo Anlage bedeutet eine Substrateinsparung von 7,5% z.B. eine
Ersparnis von ca. 15.000 € p.a. bei einem Preis von 26 € pro Tonne Maissilage.

7 Technische Grundlagen der Messung

Das Detektionssystem der Gascam baut auf ein Focal-Plane-Array auf. Darunter versteht
man die Anordnung von lichtsensitiven Detektorelementen, die im infraroten Frequenz-
band die Charakteristik von Methanemissionen erkennen konnen. Bei einer Temperatur
von 59 © Kelvin (-214 °C) misst das Herzstiick der GasCam den Photonenfluss dieser
Wellenldnge. Ein leistungsstarkes Notebook wertet die Daten aus und errechnet ein
Falschfarbenbild, das einem Real-Videobild iiberlagert wird, um eine Darstellung der
Gaswolke vor einem realen Hintergrund zu erreichen.

Die erstellten Videosequenzen werden fiir die Dokumentation der Uberpriifung abgespei-
chert und in einer Abschlusspriasentation vorgefiihrt.

Auch wenn sich die durchschnittliche Anlage in Deutschland gut ins Landschaftsbild ein-
fligt und auf den ersten Blick einen sehr guten Eindruck macht, wie in Abbildung 3, gilt es
doch, mit den nun gegebenen Mitteln, einen wirtschaftlichen und klimaschonenden Be-
trieb sicher zu stellen.

Abb. 3: 500 kW NaWaRo Anlage (Quelle: Marcus Brand)
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Process control of an anaerobic hydrolysis-acidogenesis phase
of a two-stage fermenter system treating maize silage

F. Liu, M. Lebuhn and A. Gronauer

Bavarian State Research Centre for Agriculture, Instiute of Agricultural Engineering and
Animal Husbandary, Voettinger Strasse 36, 85354 Freising, Germany

Zusammenfassung

Ein zweiphasiges anaerobes Vergiarungssystem wurde entwickelt, das Maissilage bei 55°C
in der hydrolytisch/acidogenen Phase (HAP) zu nutzbaren Energietrigern umsetzt. Das
System dient dazu, die Energieproduktion aus nachwachsenden Rohstoffen zu optimieren
und soll Moglichkeiten bieten, die Unterprozesse verfahrenstechnisch besser zu steuern.
Eine stabile HAP wurde etabliert, die ein konstantes Niveau an fliichtigen Fettsduren
(VFA) und HAP-Gas produziert. Die HAP konnte so stabilisiert werden, dass der Me-
thangehalt unter 3 % (typischerweise 1 %) und die VFA im Bereich 8 and 11 g « L' lagen
(CSB 24,5 bis 29,6 mg « L™).

Der pH-Wert in der HAP hatte einen starken Einfluss auf die Konzentration vor allem von
Essig-, Propion-, Butter und Capronsdure sowie auf die Gasamt VFA-Konzentration. Bei
etwa pH 6,0 ergab sich ein Maximum an VFA-Produktion, wihrend bei ca. pH 7,0 am
meisten HAP-Gas produziert wurde. Bei steigendem pH-Wert stieg die Konzentration an
Buttersdure unter den VFA an, wihrend der prozentuale Anteil an Essigsdure sank. CO,
and H, waren die Haupt-Gasprodukte der HAP. Bei pH 5,0 — 5,5 war das Verhiltnis von
H, zu CO; etwa 50 % zu 50 %, und bei pH 6.0 — 6.5 lag es bei etwa 20 % zu 80 %. Der
Methangehalt im Biogas der methanogenen Phase lag durchwegs zwischen 70 bis 76 %.

Die Ergebnisse erlauben, die Gas- und Sdurezusammensetzung der HAP iiber den pH-
Wert zu steuern. Dies soll dazu dienen, die Effizienz des Umsatzes nachwachsender Roh-
stoffe zu Energie zu optimieren. Die Nutzung des produzierten HAP-Gases ist ein wichti-
ger, gegenwirtig untersuchter Faktor, die Okobilanz zu verbessern.
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Summary

A two-phase anaerobic digestion system mono-digesting maize silage at 55°C in the hy-
drolytic/acidogenic phase (HAP) has been developed to optimize energy production from
renewable resources and provide opportunities for process engineering. A steadily running
HAP with constant volatile fatty acid (VFA) concentration and gas production was suc-
cessfully achieved. The CH4 content in HAP was controlled below 3% (typically 1 %).
VFA concentration was maintained between 8 and 11 g « L™ (COD from 24.5 mg « L to
29.6 mg « L") throughout the experiments.

The pH value in the HAP had a strong effect on the concentration particularly of acetic
acid, propionic acid, butyric acid, capronic acid and the total acid concentration. A maxi-
mum of VFA was produced at ca. pH 6.0, whereas maximum gas production was ob-
served at ca. pH 7.0. By elevating the pH value, the percentage of butyric acid among the
produced VFA increased and the portion of acetic acid decreased. CO, and H, were the
main gas products in the HAP. At pH 5.0 — 5.5, the relation of H, to CO; was ca. 50 % to
50 %, and 20 % to 80 % at pH 6.0 — 6.5. The CH4 content in methanogenic phase steadily
ranged from 70 to 76 % throughout the experiments.

The findings provide an opportunity to manipulate the acid and gas composition by con-
trolling the pH value in HAP in order to optimize the transformation efficiency to energy
from renewable resources. Utilization of produced HAP gas is a question that is currently
adressed to improve the ecobalance.
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1 Introduction

A large energy potential lies in agricultural products or residues with dry matter contents
around 35%, making the energy potential difficult to exploit directly. Conversion to a use-
ful energy carrier must typically first be performed. Using anaerobic digestion (AD), sub-
strates like maize silage can be converted into the energy carrier biogas (typically CH4 and
COy).

Most agricultural biogas plants are designed as monophasic systems in which all of the
four AD phases (hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis, methanogenesis) are running si-
multaneously. In biphasic systems, combined hydrolysis and acidogenesis is performed in
a so called “hydrolysis” fermenter. During (hydrolysis and) acidogenesis, a large amount
of volatile fatty acids (VFA) and biogas rich in CO, and H, are produced. VFA degrada-
tion to acetic acid and H,/CO; is energy consuming and driven by the downstream metha-
nogenesis (SCHINK, 1997). Because optimal conditions for hydrolysis/acidogenesis and
methanogenesis are different (DEMIREL and ORHAN, 2002), physically separating these
two phases could give us the opportunity to configure and optimize them specifically.

In order to provide more flexibility in controlling the complicated degradation sub-
processes, we developed a two-stage two-phase AD system for biogas production from
lignocellulose-rich material. We have carried out a series of experiments to determine the
performance of the hydrolytic phase under different conditions in order to assess which
combination of conditions in the hydrolytic/acidogenic phase (such as pH, HRT, acid con-
centrations) affect the quantity and quality of produced gases and acids aiming at design-
ing products that are optimally suited as feed of the methanogenic phase and as energy
carriers.

In this paper, we report on the optimization of a thermophilic hydrolysis/acidogenesis
phase to produce high-quality input for the methane-forming phase using maize silage as
the substrate.

2 Material and methods

The two-stage fermenter systems used for our experiments are shown in Figure 1.

“:':‘;~—__ | oA - 138\ -
e | S 4 y

Fig. 1: Two-stage fermenter systems of the Instiute of Agricultural Engineering and An-
imal Husbandary
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Fig. 2:  Design of the two-phase AD system

Figure 2 illustrates setup and design of the two-stage/2-phase fermenter systems. Stirrers
were installed separately for each phase (1: thermophilic hydrolytic phase run at 55°C;
2: methanogenic phase) and run by an automated time and interval program. Gas produced
in each phase was led through the gas meter (numbers 4 in Figure 2) and the produced
volume recorded. The gas was then collected in gas bags (numbers 5), and the gas compo-
sition was determined by device number 3. To compensate for the pressure drop when
fermenter content was removed from each phase, gas balance bags (numbers 6) were in-
stalled. Device number 7 was a heating unit constantly circulating water to keep each
stage at desired temperature.

2 L samples were taken from the HAP of the biphasic system and subjected to tests (1 d
duration, i.e. the feeding interval) with different pH values (5 — 8) adjusted by the addition
of NaHCO;. VFA amount and composition and gas production were determined. The per-
formance of the HAP served as the reference. Conditions in the tests were the same as in
the lying HAP fermenter (Figure I) which was run at pH 6.0 and an organic loading rate
of 6.7 kg VS «» m™ » d”'. The hydraulic retention time lay within 5.5 — 6 d (recirculation of
liquid from the methanogenic fermenter).

Chemical and physical environmental parameters were determined as reported in LEBUHN
et al. (2008).

3 Results and discussion

A steadily running HAP with constant VFA (volatile fatty acid) and gas production from
maize silage was successfully achieved. The CH4 content in the HAP biogas was less than
3% (typically 1 %). Only at conditions where the 2-phasic system began to shift towards a
one-phase digestion, the CH4 concentration in the biogas reached a higher value (around
15 — 25 %). The CO; content of the HAP gas was 60 — 62 %, and the H, % 37 — 39 %.
VFA concentrations obtained in the hydrolytic phase ranged between 8.5 to 11.1 g * L™
during the experiment (COD 24.5 t0 29.6 mg « L™).



S5 — Liu, F. et al. — Hydrolysis of maize silage 659

pH 50

W ~Azetic acid m A Acetic acid

B APrepionic add ® APropionic acid

W L Butyric acid m AButyric acid

B ACapronic acid m ACapronic acid

Hh
aVFA=25178 mg/L AVFA=758.67 mg/L

HAF-GF=40%5 mE HAP-GP=7060.53 mL

pH 7.0 pH 8.0

B sAceticacid

W Abcetic acid B 2Fropionic acid
m APropionic acid
N AButyric acid

m A Capronic acid

B aButyric acid

B = Capronic acid

AVFA=661.95 mg/L AVFA=113.99 mg/L

HAP-GP=13901.90 mL HAP-GP=1118.9 mL

A: data given as difference to the values for the hydrolytic/acidogenic phase of the control system;
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Fig. 3:  VFA and gas production in the hydrolytic/acidogenic phase at different pH val-
ues

Total VFA concentration showed a good relationship with the HAP pH value at the feed-
ing time. Figure 3 shows the production of individual and total VFA at different pH val-
ues, as well as total VFA production change (in comparison to the HAP fermenter) and
HAP gas production (HAP-GP).

Figure 3 shows that a maximum of VFA was produced at ca. pH 6, whereas maximum gas
production was observed at ca. pH 7. By elevating the pH value, the percentage of butyric
acid increased and the portion of acetic acid among the produced VFA decreased (Fig-
ure 3). These results are generally in agreement with findings for AD of other feedstocks
(MATA-ALVAREZ et al., 2000).

At pH 5.0 — 5.5 the relation of H, to CO; was ca. 50 % to 50 %, and at pH 6.0 — 6.5 it was
20 % to 80 %.

The CH4 content in the biogas of the methanogenic phase steadily ranged from 70 to 76 %
throughout the experiment, and the VFA concentration in the methanogenic fermenter was
maintained at a low level (Figure 4). This indicates the methane-forming phase had no
sign of acid accumulation.
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Fig. 4:  Methane content in the biogas (left) and VFA concentration (vight) in the
fermenter of the methanogenic phase

4 Conclusions and outlook

In the hydrolytic/acidogenic phase (HAP), VFA concentrations could be maintained in a
range from 8 to 11 g * L' throughout the experiments, and VFA composition differed
with the pH value. VFA concentration and composition in the HAP are key parameters to
optimize the performance of the methanogenic phase and the whole AD system. Our re-
sults suggest that it is e.g. possible to manipulate the HAP products either toward more
HAP gas production (pH value near 7) or higher VFA concentration (pH value near 6) by
controlling the operational conditions of the system.

In the methanogenic phase, a high methane content (70 — 76 %) was achieved in the two-
phase AD system. The higher the methane content of the biogas, the easier can be a biogas
purification if is intended to feed the biogas into the gas grid. This contributes to the over-
all efficiency of the system.

The overall efficiency also depends on losses arising from sideproducts of the hydroly-
sis/acidogenesis phase such as H, and CO; if these are not further utilized. A possibility to
use these products is to press in the H,/CO, into the methanogenic phase. Respective re-
search is carried out actually in our institute.
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