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1 Ziele

1.1 Thema und Zielsetzung des Forschungsvorhabens

Im Hinblick auf die gro3e Anzahl von etwas mehr als 7500 Biogasanlagen im Jahr 2012 (FNR 2012) sowie die
angestrebte Erhéhung des Anteils von Biogas an erneuerbaren Energien ist es das Gesamtziel des
Forschungsprojektes, eine effizientere Nutzung der eingesetzten Biomasse zu ermdglichen: Durch die
Vorgabe einer kurzen Verweilzeit sollen dem Biogasprozess zutragliche Mikroorganismen in der Biogasanlage
gehalten und nachgewiesen werden, der Abbaugrad des Substrates soll dadurch im Vergleich zur
herkdmmlichen Biogasanlage verbessert, die Biogasproduktivitdt und -ausbeute gesteigert und als

Konsequenz daraus eine reduzierte Methanfreisetzung aus den Garresten erreicht werden.
Vorgehen

Im Fokus dieses Vorhabens stand die Optimierung des Betriebs einer Biogasanlage im Technikumsmalfstab,
indem ideale Bedingungen fiir die Mikroorganismenpopulation durch eine geeignete Betriebsweise mit
vergleichsweise kurzer Verweilzeit und vergleichsweise hoher organischer Raumbelastung geschaffen
werden. In diesem Projekt wurde am Beispiel von Mais als Monosubstrat untersucht, inwieweit die
Biogasanlage mit einem geeigneten Inokulum und einer vergleichsweise kurzen Verweilzeit von 15— 20 Tagen
betrieben werden kann und dabei im Vergleich zur herkdmmlich betriebenen Biogasanlage eine erhohte
Abbauleistung und eine erhdhte Biogasausbeute erreicht werden kénnen. Fir die nachgewiesenermalien fur
eine hohere Last geeigneten Mikroorganismen sollten durch eine angepasste Prozessfiihrung mit einer
geeigneten Anlagentechnik schon wahrend der Inbetriebnahme Milieubedingungen geschaffen werden, die
ihren Verbleib in der Anlage und ihre Vermehrung begunstigen.

Um diese Bedingungen zu gewahrleisten, wurde auf Basis eines gescreenten und charakterisierten Inokulums
eine reproduzierbare Inbetriebnahme von Biogasanlagen im Technikumsmalfistab mit charakterisiertem
Inokulum durchgefuhrt. In diesem Zusammenhang wurde die mikrobielle Zusammensetzung — das so
genannte Mikrobiom — der Biogasanlage und der Inokula mittels Metagenomanalysen basierend auf der
Hochdurchsatzsequenzierung umfassend charakterisiert. AulRerdem wurden Leitorganismen identifiziert.
Insbesondere sollten die Mikroorganismenpopulationen, die charakteristisch flir die verschiedenen Stadien
der Hochlastfaulung sind, identifiziert und die Dynamik der Zusammensetzung bestimmt werden. Die
Nachgarung der Garreste der Biogasanlage unter Hochlastbedingungen sollte auf diese Weise reduziert
werden. So sollte die Nettoenergieausbeute gesteigert werden, indem durch die Vorgabe einer kurzen
Verweilzeit dem Biogasprozess zutragliche Mikroorganismen in der Biogasanlage gehalten werden, die
Biogasausbeute gesteigert wird und als Konsequenz die Methanfreisetzung aus den Garresten reduziert ist.
Dieses Vorhaben sollte somit insgesamt zur 6konomischen und auch 6kologischen Weiterentwicklung des

Energieerzeugungskonzepts beitragen.



1.2 Aufgabenstellung

Im vorliegenden Vorhaben wurden Experimente im kontinuierlichen Verfahren Uber 550 Tage im
Langzeitbetrieb durchgefiihrt mit dem Ziel, die Monovergarung von Maissilage bei kurzen hydraulischen
Verweilzeiten zu untersuchen. Dazu wurde eine Biogasanlage im Technikumsmafstab im Hochlastverfahren
(Hochlastfaulung HLF) betrieben. Das heil’t, die Verweilzeit wurde sukzessiv von 40 Tagen auf 15 Tagen
reduziert. Dabei erfolgte eine Erhdhung der eingestellten organischen Raumbelastung meist friihestens nach
einer Fermentationsdauer von 14 Tagen mit konstanter Biogasproduktion. Der Erfolg der Inbetriebnahme
wurde anhand des Anstiegs der Biogasbildung nach Erh6hung der Raumbelastung verfolgt (VDI 4630). Durch
ein vergleichsweise zligiges Erreichen von kurzen Verweilzeiten in der Hochlastfaulung wurden Bedingungen
geschaffen, die die bei dieser Betriebsweise begiinstigten Mikroorganismen in der Anlage halten sollten.
Spezielle technische Mallnahmen und apparative Einrichtungen darlber hinaus zur weiteren Foérderung der
Ansiedelung bzw. Rickhaltung der Zielorganismen im Fermenter waren hier nicht vorgesehen, um die

notwendige technische Ausstattung der Biogasanlagen zunachst gering zu halten.

Auf diese Weise sollten verlassliche Daten zur Biogasausbeute und zum Abbau von Maissilage im
Langzeitbetrieb gewonnen werden. Um verldssliche Daten fur eine Bilanzierung zu erhalten, wurde jede
hydraulische Verweilzeit fiir eine Fermentationsdauer beibehalten, die zwei bis drei hydraulischen
Verweilzeiten entsprach. Als Referenz wurde eine baugleiche Biogasanlage mit vergleichsweise langer
hydraulischer Verweilzeit von 70 Tagen (Referenzanlage REF) betrieben. Als Modellsubstrat wurde Maissilage
als Monosubstrat eingesetzt. Die beiden Biogasanlagen wurden parallel mit demselben Substrat betrieben
und wurden wahrend der Inbetriebnahme und wahrend des kontinuierlichen Langzeitbetriebs hinsichtlich des
Erfolgs durch Messungen und Analysen verschiedener Parameter kontrolliert. Die beiden Verfahrensweisen
wurden hinsichtlich der Biogasproduktivitdt, der Biogasausbeute und des Abbaugrades vergleichend

untersucht.

Die beiden Biogasanlagen wurden auf3erdem hinsichtlich der Mikroorganismenflora analysiert. Die Analyse
der Mikroorganismenflora in den Biogasanlagen wurde fiir beide Betriebsweisen vergleichend fir die
unterschiedlichen hydraulischen Verweilzeiten durchgefiihrt. Die Garreste aus dem Betrieb mit den kurzen
Verweilzeiten wurden hinsichtlich ihres Restgaspotentials mit dem Garrest aus dem Betrieb mit der
hydraulischen Verweilzeit von 70 Tagen verglichen. Dazu wurden sie hinsichtlich ihrer Zusammensetzung
sowie hinsichtlich ihrer Biogasbildung untersucht. Fur jede untersuchte Verweilzeit wurden so die Garreste
analysiert. Dazu wurden sie in Batch-Experimenten hinsichtlich der Biogasertrags sowie des zeitlichen
Verlaufs der Biogasbildung untersucht und verglichen.

Die Ergebnisse wurden dazu verwendet, die Energieausbeute aus dem Substrat Maissilage fir beide

Verfahrensweisen, dem herkdbmmlichen und dem Hochlastverfahren, zu berechnen und zu vergleichen.

Mit der hydraulischen Verweilzeit von 15 Tagen wurde anschlieBend der Einfluss von Rindergille als
Cosubstrat im Vergleich zum herkémmlichen Betrieb mit einer Verweilzeit von 70 Tagen untersucht.

Um fir die Biogasanlage, die im Hochlastverfahren betrieben werden sollte, ein geeignetes Inokulum
einsetzen zu kénnen, wurde als Erstes zu Beginn des Vorhabens ein Screening durchgefihrt. Dazu wurden
zunachst verschiedene Garreste hinsichtlich ihrer mikrobiellen Zusammensetzung charakterisiert sowie
hinsichtlich ihres Einsatzes als Inokulum in einem Screeningverfahren geprift. Mit dem so identifizierten

Inokulum wurde die Biogasanlage im Technikumsmaflstab mit Mais als Monosubstrat durch eine
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reproduzierbare Verfahrensweise in Betrieb genommen und durch sukzessives Verkurzen der Verweilzeit eine
Verweilzeit von 15 Tagen erreicht. Die Anlage wurde an der Lastgrenze betrieben und ihre Leistung durch
Quantifizierung der Biogasproduktivitdt nachgewiesen. Fir jeden Betriebspunkt wurde die Zusammensetzung
der Mikroorganismenpopulation zu festgelegten Zeitpunkten analysiert und verglichen. Als Referenz wurde
eine Biogasanlage mit gleichem Inokulum und Substrat, jedoch herkdmmlicher Inbetriebnahme und
herkdmmlicher Betriebsweise mit langer Verweilzeit (von 70 Tagen) betrieben. Durch Vermeidung von langen
Verweilzeiten und geringen Raumbelastungen in der HLF sollten Mikroorganismen, die einen
Wachstumsvorteil bei kirzeren Verweilzeiten und hdheren organischen Raumbelastungen haben, in der

Anlage gehalten werden.

1.3 Stand der Technik

Fir landwirtschaftliche Biogasanlagen wird eine hydraulische Verweilzeit von mindestens 110 Tagen
vorgeschrieben, die sich auf die Biogasanlage selbst, sowie einen sich anschlieRenden geschlossenen
Garrestbehalter bezieht. Dadurch soll eine Nachgarung mit signifikanter Methanemission verhindert werden.
Deshalb sind groRe Fermenter und Garrestbehalter fir die Vergarung notwendig, deren Energiebedarf fir die
Temperierung sehr hoch sein kann — je nach Jahreszeit, Fermentergrole und Isolation bis zu 80 % der
produzierten Energie (Rode et al., 2005). Die meisten Biogasanlagen werden mit einer Verweilzeit von mehr
als 50 Tagen und einer Raumbelastung, die zwischen 1 und 3 kg oTR/m? und Tag liegt, betrieben (Weiland,
2006). Dabei werden einstufige Biogasanlagen mit einer organischen Raumbelastung von durchschnittlich 4,5
kg oTR/m3*d) betrieben, mehrstufige Anlagen mit deutlich geringeren Raumbelastungen von durchschnittlich
2,2 oTR/m3*d (vTl, 2009). Bei hoheren Raumbelastungen kommt es schnell zur Anreicherung von
Propionsdaure, v. a. bei Anlagen, die mit Mais als Monosubstrat betrieben werden. Trotz der langen Verweilzeit
findet eine signifikante Nachgarung der Garreste mit signifikanten, nachweisbaren Methanemissionen statt,
die bis zu 25 % der gesamten Biogasausbeute ausmachen kdénnen (Weiland, 2006). Dadurch geht der

Nettoenergiegewinn einer Biogasanlage weiter zuruck.

Unter den NaWaRos dominierte das Substrat Maissilage und war bei Uber 94 % aller Biogasanlagen in
Deutschland als Substrat im Einsatz (vTl, 2009). Rindergille war das dominierende Substrat bei den
Wirtschaftsdiingern und bei fast 60 % aller Biogasanlagen im Einsatz (vTl, 2009). Das Interesse an der
Monovergarung von Energiepflanzen ohne Giille wird jedoch zunehmend gréRer. Dies zeigte eine beachtliche
Zahl an neu in Betrieb genommenen Monovergarungs-Anlagen (FNR 2006). Denn diese bewirken deutlich
hdhere Biogasraten. Allerdings wird dafiir auch eine empfindlichere Prozessstabilitat beschrieben (Mahnert,
2007).

Fast 90 % aller Biogasanlagen arbeiteten nach dem Prinzip des Nassgéarverfahrens. Etwas mehr als 60 %
aller Anlagen wurden zweistufig betrieben, etwa 85 % mit mesophiler Betriebsweise (vTI, 2009). Unter
thermophilen Bedingungen sind aufgrund der schnelleren Reaktionsgeschwindigkeiten hohere Produktivitaten
im Vergleich zu mesophilen Verfahren moglich (Mao et al. 2015). Auch die Biogasausbeute kann mit der
thermophilen Verfahrensweise erhéht werden. Allerdings ist hier auch Versauerung eher zu erwarten. Denn
mesophile Prozesse werden stabiler angesehen, allerdings sind hier vergleichsweise geringere Methanertrage
und geringere Abbaugrade zu erreichen (Mao et al., 2015). Die Uberwiegende Anzahl der Praxisbiogasanlagen

werden mit Raumbelastungen von 1 — 3 kg oTS/ m3d (Weiland, 2006), anderen Autoren zufolge mit
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Raumbelastungen von 2 - 3 kg oTS/ m3d betrieben (Eder & Schulz 2006). Eine Steigerung der Raumbelastung
wird dabei jedoch von der oTR-Konzentration des Substrates sowie dem taglichen Durchsatz begrenzt. oTR-
Konzentration ab 10 % flhren zur Erhdhung der Viskositdt, wodurch die Pumpfahigkeit sowie die
Durchmischung beeintrachtigt wird (Kéttner 2000), was letztendlich auch den Stoffubergang limitiert. Die
optimale hydraulische Verweilzeit hangt ab von der Prozesstemperatur, der Substratkonzentration und —art.
Als typische Verweilzeit werden einige Wochen angegeben (Mao et al., 2015), bei Energiepflanzen sollten
42 Tagen als Mindestverweildauer vorgesehen werden (Eder und Schulz, 2006). Bei kiirzeren Verweilzeiten
von 10 — 15 Tagen kann es zum Auswaschen kommen, so dass auch der Methanertrag sinken kann (Gerardi
2003, Kédmpfer und Weillenfels 2001). Geringe organische Raumbelastungen und lange Verweilzeiten werden
als Voraussetzungen angesehen fiur einen stabilen Prozess mit konstanten und maximalen Methanausbeuten.
Far Biogasanlagen mit hdheren Raumbelastungen und geringeren Verweilzeiten waren deshalb in der Regel
auch geringere Abbaugrade der organischen Substanz zu erwarten (Eder & Schulz 2006). Zu geringe
Verweilzeiten kdnnen einen zurtiickgehenden Abbaugrad und zurlickgehende Biogasausbeute bewirken bzw.
auch einen Anstieg von organischen Sauren, was dazu fiihren kann, dass der Prozess vollstandig zum
Erliegen kommt.

Allerdings flihrt auch die sicherheitsorientierte Fahrweise mit geringer Raumbelastung zu Einbul3en bzw. zum
Rickgang der Produktivitat (FNR, 2009). Mit herkémmlichen Verweilzeiten wurde ein durchschnittlicher Abbau
der organischen Substanz von 60 % (Eder & Schulz 2006) bis 76 % (FNR 2009) beschrieben, wobei fur
Rindergille ein positiver Effekt beschrieben wurde (Hélker 2009). Raumbelastungen, Verweilzeiten und
Abbaugrade sind jedoch nur bedingt zu vergleichen, da hier auch meist unterschiedliche Verfahrensweisen
und Prozessfiihrungen miteinander verglichen werden (Anzer et al. 2003, Eder & Schulz 2006, Fischer & Krieg
2005).

FUr die Biogasproduktion aus Klarschlamm wurde nachgewiesen, dass mit zunehmender Raumbelastung der
Abbaugrad und die Biogasausbeute erhoht werden kann (Kempter et al., 2000; Kempter-Regel et al., 2003).
Zudem erzielt die Hochlastfaulung, also das Fihren des Prozesses bei einer deutlich héheren Raumbelastung,
einer zweistufigen Anlage bei einer verkirzten HRT von insgesamt 10 Tagen den gleichen Abbaugrad wie bei
einer HRT von insgesamt 16 Tagen (Kempter et al., 2000).

In der Literatur wurde auch beschrieben, dass die Zusammensetzung des Inokulums hinsichtlich der
Mikroorganismen eine wesentliche Rolle spielt im Zusammenhang mit dem maoglichen Methanpotential von
Substraten (de Vrieze et al., 2015; Koch und Drewes, 2017). Durch die Vorgabe eines geeigneten Inokulums
kann die Biogasausbeute beeinflusst werden. Die Monovergarung von Maissilage kann im Langzeitbetrieb
zum Rickgang der Biogasproduktion fihren aufgrund von Spurenelementmangel wie z. B. Kobalt-, Molybden-
und Selenmangel (Lebuhn et al, 2008). Maissilage aus unterschiedlichen Standorten ergaben z. T. auch
aufgrund unterschiedlicher Versorgung mit Spurenelementen unterschiedliche Biogasausbeuten. So wurden
fur Maissilagen von vier unterschiedlichen Standorten im Kkontinuierlichen Langzeitbetrieb mit einer
Raumbelastung von 1,5 g/I*d Biogasausbeuten ermittelt, die zwischen 0,469 und 0,645 NL/g oTS lagen. Die
Unterversorgung der Mikroorganismen Uber die Fermenterdosierung mit Mais lie keine stabilen
Betriebszustande mit hoheren Raumbelastungen als 1,5 g oTS/l * d zu (Vollmer et al., 2011). In Batch-

Experimenten ermittelte Biogasausbeuten lagen zwischen 0,53 und 0,92 m3/kgoTR (Mahnert, 2007).

Ein detailliertes Verstandnis der Vorgange in einer Biogasanlage, insbesondere Erkenntnisse zu der
Veranderung der mikrobiellen Lebensgemeinschaft in Abhangigkeit von den eingebrachten Substraten und

der Verweildauer, welche zur optimalen Steuerung der Anlage herangezogen werden kénnte, ist gegenwartig
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nicht gegeben. Mit den Moglichkeiten der Parallel-Sequenzierungstechnologie (Next-Generation-Sequencing,
NGS) kénnen seit kurzem komplexe Metagenome und Metatranskriptome erfasst und deren zeitliche
Veranderungen analysiert werden (Grohmann et al., BioresTech, 2018). Denn auch heute noch ist ein gro3er
Teil an Mikroorganismen unter Laborbedingungen nicht kultivierbar. Somit bleiben diese einer klassischen
Identifizierung und Charakterisierung weitgehend verschlossen und insbesondere fur die Nutzung in der
industriellen Biotechnologie unzuganglich. Anaerobe Bedingungen mit pH-Wert Schwankungen, wie sie
beispielsweise wahrend eines Silierprozesses, im Klarschlamm oder einer Biogasanlage auftreten, sind kaum
in einem Labor definiert nachzubilden.

Es ist jedoch bekannt, dass das unbekannte Potential in diesen mikrobiellen Gemeinschaften als
ausgesprochen vielversprechend eingeschatzt wird, um vollig neue Produktionswege zu erschlieBen. Das
Prinzip des NGS lasst es zu, genau diese spezialisierte Population qualitativ und quantitativ zu
charakterisieren, Uber die vorher kaum etwas bekannt war und die somit auch nicht in den gewohnlichen
Datenbanken auftauchen (Campanaro et al., BiotechBiofuels, 2016; Treu et al., BioresTech, 2016). Hierbei
werden Proben direkt aus der Biozénose und damit dem zugrundeliegenden Prozess entnommen, und die
Nukleinsduren je nach Fragestellung isoliert und sequenziert. Eine eher oberflachliche Beschreibung der
Mikrobiome bietet die 16S rDNA-Amplikon-PCR, aus der meist nur Populationsverhaltnisse auf Gattung- oder
Familienebene hervorgehen, die aus 6ffentlichen Datenbanken bekannt sind. Die weitaus informationsreichere
und vollstandigere Methode ist die Sequenzierung des Gesamt-genomischen Materials Gber whole genome
shotgun (WGS)-Sequenzierung. Dies erlaubt, die Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft auf
Speziesebene von bekannten aber auch von bis dato unbekannten Arten wie auch Anreicherungen
bestimmter Stoffwechselwege zu bestimmen. So werden bei den Untersuchungen der Biozénosen wahrend
der Biogasproduktion, in der eine Kombination verschiedenster Stoffwechselwege notwendig ist, um das
Endprodukt Methan zu synthetisieren, Zusammenhange der vier mafgeblich beteiligten Stoffwechselwege -
Hydrolyse,  Acidogenese, Acetogenese und Methanogenese - und die dazugehoérige
Spezieszusammensetzung determiniert. Diese Kenntnisse uUber die Zusammensetzung der ,Biogas-
Biozénose' bildet dabei die Grundlage fir eine Optimierung des Gesamtprozesses und damit fur die

Steigerung der Biogasausbeute bei konstantem Substrateinsatz.
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1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Dieses Vorhaben wurde wie vorgesehen am Fraunhofer Institut fiir Grenzflachen- und Bioverfahrenstechnik
in der Abteilung Umweltbiotechnologie und Bioverfahrenstechnik UBT und in der Abteilung Molekulare
Mikrobiologie MBT durchgefiihrt. Darliber hinaus gab es eine Zusammenarbeit mit Biogasanlagenbetreibern
bzw. Betreibern von kommunalen Klaranlagen bei der Bereitstellung der Garresten. Die Betreiber der Anlagen
stellten uns zum einen die fur die Screening-Versuche erforderlichen Garreste zur Verflgung und unterstitzten
bei der Entnahme. Sie stellten zudem bereitwillig Daten zur Betriebsweise der jeweiligen Anlage und
entsprechende Fitterungsdaten zur Verfigung. Wir moéchten uns dafir an dieser Stelle bei den
Biogasanlagenbetreibern und den Betreibern der zwei Klaranlagen ausdriicklich bedanken fiir die gute
Zusammenarbeit. AuBerdem erfolgte ein intensiverer Austausch mit zwei Biogasanlagenbetreibern bei der
Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich der Ubertragbarkeit in die Praxis. Ausdriicklich bedanken méchten wir
uns an dieser Stelle auch bei dem Biogasanlagenbetreiber, aus dessen Biogasanlage das Inokulum 7
stammte. Er hat uns auRerordentlich unterstiitzt durch mehrmalige Bereitstellung seines Garrests als Inokulum
sowie bei dessen Abfullung beim Abholen. Auflerdem hat er in ausreichendem Mafe Maissilage zur Verfligung
gestellt, die wir im Laufe dieses Forschungsvorhabens insgesamt 4-mal abgeholt haben. Bei jeder Abholung
wurde die Maissilage mit der Unterstiitzung des Biogasanlagenbetreibers in 60I-Fassern abgeflillt. Diese
Maissilage wurde hier als Substrat eingesetzt. Eine Zusammenarbeit bestand auch hinsichtlich der
Bereitstellung der Rindergille. Diese wurde von einem landwirtschaftlichen Betrieb mit Viehhaltung zur
Verfligung gestellt. Auch hier gab es die sofortige Bereitschaft, die Rinderglille als Substrat zur Vergarung zur
Verfugung zu stellen, sowie tatkraftige Unterstitzung bei der Abfillung. Es wurden zwei Chargen an
Rindergllle, die zu zwei verschiedenen Zeitpunkten in gréReren Mengen in 60 L Fassern abgeholt und bis
zum Einsatz im Kihlraum gelagert wurden, fur die hier durchgefiihrten Untersuchungen eingesetzt. An dieser
Stelle mdchten wir uns auch dafir bei allen Materiallieferanten flr die gute und unterstitzende

Zusammenarbeit bedanken.

Ohne die bereitgestellten Garreste, die Maissilage und die Rindergiille ware dieses Forschungsvorhaben nicht

moglich gewesen.

Fir eine bessere Mikrobiomklassifizierung der in diesem Projekt erhobenen Daten bei der Hochlastfaulung,
wurde mit weiteren Stellen zusammengearbeitet und die deutlich vollstdndigere Biogas-Datenbank (BioMetha-
db) mit insgesamt 231 Arten/Taxons aufgebaut (Grohmann et al., BiotechBiofuels, 2018). Hierbei beteiligten

sich die Universitat Stuttgart, die Universitat Oldenburg und die Hochschule Hamme-Lippstadt.
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2 Erzielte Ergebnisse

2.1 Charakterisierung verschiedener Garreste hinsichtlich ihrer Eignung als

Inokulum

2.1.1 Methodik

Um ein geeignetes leistungsfahiges Inokulum zu identifizieren, wurde mittels Batch-Experimenten in
1l-Reaktoren ein Screening durchgeflhrt. Dazu wurden Batch-Experimente mit 10 verschiedenen
Mischpopulationen, d.h. 10 verschiedenen Garresten, angesetzt und hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der
Biogasbildung sowie der kumulativen Biogasausbeute untersucht und anschlieRend verglichen. Diese Batch-

Ansatze im 1I-Mal3stab wurden jeweils als Dreifach-Parallelansatz durchgefihrt.

Die Batch-Experimente zur Untersuchung der Garreste hinsichtlich der Biogasausbeute bei der Vergarung
von Maissilage wurden in Anlehnung an die Richtlinie VDI 4630 durchgeflihrt. Pro Garrest kamen 7 Reaktoren
zum Einsatz. Abbildung 1 zeigt die sieben 1l-Batch-Reaktoren, die jeweils zur Untersuchung eines Inokulum

eingesetzt wurden.

Zur Durchflhrung der Batch-Experimente wurden doppelwandige Glasreaktoren verwendet. Diese wurden
Uber eine aulRenliegende Temperierung konstant bei 37 °C bzw. 55 °C betrieben. Die Durchmischung erfolgte
mit Hilfe eines Magnetriihrers. Der Garrest wurde nach entsprechender Vorbehandlung in die Reaktoren befiillt
und so als Inokulum eingesetzt. Die Reaktoren wurden jeweils mit 11 Inokulum befillt, durchmischt und
temperiert. Nach Abschluss der Eigengasproduktion wurden jeweils drei Reaktoren mit Maissilage
(Feuchtmasse entsprechend 3 g oTR) gefittert, zwei Reaktoren wurden mit mikrokristalliner Cellulose als
Referenzsubstrat gefittert (je 3 g oTR), und zwei Reaktoren wurden jeweils ohne Fitterung fir den gleichen
Zeitraum inkubiert. Die Futterung erfolgt Gber einen Stutzen im Reaktordeckel durch Einfiullen des jeweiligen
Substrats Maissilage bzw. mikrokristalline Cellulose. Alle sieben Reaktoren wurden hinsichtlich ihrer
Biogasbildung untersucht. Das Biogas wurde quantitativ mit einem Milligascounter und mit Hilfe einer online-

Datenerfassung kontinuierlich erfasst.
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Abbildung 1: Anordnung von sieben 1I-Batch-Reaktoren zur Untersuchung eines Inokulums

2.1.2 Charakterisierung der Garreste fur den Einsatz als Inokulum

Es wurden 10 verschiedene Garreste hinsichtlich ihrer Eignung als Inokulum in einem Screeningverfahren
gepruft sowie hinsichtlich ihrer mikrobiellen Zusammensetzung (Kapitel 2.10, S.66 ff) charakterisiert.

Als Inokulum fiir die Batch-Ansatze zur Vergarung von Maissilage wurden Ablaufe verschiedener Anlagen, die
sich z. B. in der Betriebstemperatur und der Substratzusammensetzung unterschieden, eingesetzt. Garrest 7
und 8 wurden aus thermophil, bei etwa 51 °C betriebenen Anlagen enthommen, Garrest 10 stammte aus einer
Biogasanlage mit einer Temperatur von 46° C. In dieser Biogasanlage war eine Zerkleinerung integriert,
ebenso in der Biogasanlage 4, aus der Garrest 9 enthommen wurde. Es wurden Garreste untersucht aus
Anlagen, die mit Monosubstraten gefittert wurden: Garrest 1 stammte aus einer Technikumsanlage mit dem
Monosubstrat Amaranthsilage, Garrest 9 aus der Biogasanlage 4, die mit Maissilage als Monosubstrat
geflttert wurde. Es wurden Garreste aus Klarschlammfaulungen eingesetzt (Inokulum 3 und 4). Die Garreste
2,5, 6,7 und 10 stammten aus Biogasanlagen mit Giille als Cosubstrat, die Garreste 1, 2, 5,6, 8 und 9 wurden
aus der zweiten Stufe, bzw. dem Nachgéarer entnommen. Die Anlagen wurden dariber hinaus auch so
ausgewahlt, dass sie sich hinsichtlich der hydraulischen Verweilzeit und der organischen Raumbelastung, mit
der sie betrieben wurden, unterschieden. Garrest 4 wurde einem Faulturm entnommen, der nach dem Prinzip
der Hochlastfaulung betrieben wird, also mit kurzen Verweilzeiten von 2 mal 5 Tagen (zweistufig).
Biogasanlage 8 und Biogasanlage 9 wurden mit Spurenelementen im Betrieb supplementiert.

Da die Prozessparameter und Zusammensetzung der Substrate von Biogasanlagen auch dem Jahresverlauf
unterliegen, andern sich im Jahresverlauf auch die Eigenschaften der Garreste. Die Charakterisierung erfolgte
deshalb jeweils zum Zeitpunkt der Entnahme, also unmittelbar vor Verwendung des Garrestes als Inokulum.
In Tabelle 1 sind ausgewahlte Betriebsparameter sowie die zum Zeitpunkt der Entnahme aktuellen Substrate

der Anlagen, aus denen die Garreste stammten, zusammengefasst.
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Tabelle 1: Charakterisierung der Anlagen, aus denen die Garreste entnommen wurden, durch ausgewahlte Parameter
(z. B. Substrate, Betriebstemperatur, hydraulische Verweilzeiten).

Substrate
Ga t Art Stuf FRT OLR T Sonsti
arres Pferde- [Mais- ufe onstiges
Giille| . |Andere Substrate (d) |(kg/m3*d)|(°C)
mist [silage
Amaranthsilage | Forschungsanlage
1 2 25 1,4 37

100 % Technikumsmafstab)

Grassilage 28 %,
) Forschungsanlage
2 X X Festmist 12 % 2. 92 2,4 37

. techn. Mafistab
Getreide 2 %

Klarschlamm . Faulturm,
3 Kléaranlage 1 1. 60 1,4 37 .
100 % Klaranlage
. Faulturm,
Klarschlamm . .
4 Klaranlage 2 1. 2*5 37 Klaranlage,
100 %

Hochlastfaulung

Griinroggensilage,

Hldhnerkot,
5 X X BGA 1 2. 37
organische Abfalle
u.a.
40-50 % Giille (fest (45,
u. flissig) BGA 2 Stufe
6 X X X 2. 37
Maissilage, 1)
Pferdemist 96
40-50 % Gulle (fest
7 X X X u. flissig) BGA 2 1. 45 51
Pferdemist
8 X Grassilage BGA 3 2. 90 52
Supplementierung
(20, mit
BGA 4 Stufe Spurenelement-
9 100% keine 2. 41
1) Mischung;
60 Zerkleinerung
durch Gorator
Supplementierung
mit
. BGA 5 (60-) Spurenelement-
10 X X X Gille, Pferdemist 1. 46
80 Mischung;

Desintegration

durch Kavitation

Die Garreste wurden von den Biogasanlagenbetreibern zur Verfligung gestellt und bei Abholung frisch aus
der Anlage entnommen. Diese Garreste wurden hinsichtlich verschiedener Parameter analysiert.
Die Ergebnisse zur Charakterisierung der Garreste hinsichtlich ausgewahlter Parameter sind in Tabelle 2

zusammengefasst.
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Tabelle 2: Ergebnisse der Analysen firr die Garreste GR 1-10

GR1 GR 2 GR 3 GR 4 GR 5 GR 6 GR7 GR 8 GR 9 GR 10

TR (%) 1,49 8,29 5,45 3,61 8,85 7,07 8,94 8,84 4,73 7,79
oTR (%) 0,9 5,62 3,58 1,96 6,68 4,98 6,95 6,23 2,66 5,73
oTR/TR(%) 60,4 67,8 65,7 54,3 75,5 70,4 77,7 70,5 56,2 73,6
pH 8,14 8,07 7.4 7,65 8,08 8,39 8,17 8,29 7,94 7,63
NH4-N (mg/L) 438 2167 2088 2610 1140 1480 741 876 2750 587
Feststofffreier
Uberstand:
Essigsaure, 0 0 0 0 0 0,06 0
n.a. n.a. n.a.

Propionsaure 0 0 0 0 0 0 0,34
Milchsé&ure (g/l) | O 0 0 0,02 0 0 0 n.a. n.a. n.a.

0,19 0,21 0,45 0,33 0,22 0,18 0,24 0,29 0,19 0,25
FOSI/TAC

(0,96; (4,07; (4,04; (2,69; (3,16; (3,16; (3,58; (4,84; (2,97; (2,93;
(FOS, TAC)

5,0) 19,75) 9,16) 8,13) 14,36) 17,90) 15,02) 16,89) 15,74) 11,54)
Kjeldahl
Gesamt-N 0,095 0,508 0,477 0,333 0,509 0,54 0,54 0,195 0,389 0,17
(%FM)

Kjeldahl NHs-N | 0,053 | 0,366 | 0255 |0,189 |0252 |0,5369 |0,369 |0,107 | 0,26 0,068
(%FM)

Kjeldahl
gebunden N (0042 |0,1142 |0222 |0144 |0257 |0171 |0171 |0,088 |0,129 | 0,102
(%FM)

Die Garreste wurden vor der Verwendung als Inokulum bei Bedarf gesiebt, um Grobstoffe zu entfernen, bzw.
mit Wasser verdiinnt, und so als Inokulum eingesetzt. Die Garreste wurden sofort nach Entnahme so
vorbehandelt und als Inokulum eingesetzt. Lediglich bei den Garresten 1 — 4 wurde anders verfahren: Inokulum
1 kam erst 10 Tage nach Entnahme als Inokulum zum Einsatz, Garrest 2 erst 2 Tage nach Entnahme aus
dem Nachgarer (wegen Reparatur der BGA schon einige Tage zuvor keine Fltterung), Garrest 3 und Garrest
4 wurden ebenfalls erst 2 Tage nach Entnahme aus dem Faulbehalter als Inokulum eingesetzt.

Die TR-Gehalte der Garreste, die aus Biogasanlagen enthommen wurden, lagen zwischen 3,6 und 8,5 %, die
0TR-Gehalte der Garreste lagen zwischen etwa 2 % und 7 %. Der oTR-Anteil am TR-Gehalt lag zwischen
54 % und 78 %. Die TR- und oTR-Gehalte sind in Abbildung 2 dargestellt. Obwohl die Garreste 7 und 10 aus
der jeweils ersten Stufe vor dem Nachgarer entnommen wurde, zeigten diese beiden Anlagen mit 78 % bzw.
74 % nur unwesentlich hdhere oTR-Gehalte am TR im Vergleich zu den Garresten GR5, GR 6, GR 8, deren
oTR-Gehalte bezogen auf den TR-Gehalt zwischen mit 70 — 75 % lagen. Lediglich der GR 9 zeigte mit einem
oTR Gehalt von 56 % des TR-Gehalts einen deutlich geringeren Wert fir den Organik-Anteil.
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Abbildung 2: TR- und oTR-Gehalte (%FM) sowie der oTR-Anteil am TR fur die von Biogasanlagen bzw. Klaranlagen (GR3
und GR4) abgeholten Garreste 1 — 10.

In Tabelle 3 sind die Vorbehandlungen der einzelnen Garreste vor dem Einsatz als

Inokulum

zusammengefasst. Die so erhaltenen Inokula wurden vor dem Einsatz in den 1l-Reaktoren nochmals

hinsichtlich ausgewahlter Parameter analysiert. Die Analysenergebnisse zur Charakterisierung der Inokula

sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 3: Garreste als Inokulum: Vorbehandlung durch Sieben bzw. Verdiinnen mit Wasser

Inokulum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Verwendeter
. GR1 |GR2 |GR3 |GR4 |GR5 | GR6 | GR7 GR 8 GR9 GR 10
Garrest
Sieben,
Maschenweite 7.1 - - - 7.1 7.1 7.1 71 - 71
(mm)
Verdiinnung mit

- 2:3 35 9:10 1:2 1:2 3,5:10 | 3,5:10 | 7,5:10 4:10
Wasser

Die Garreste bzw. die Inokula wurden hinsichtlich ausgewahlter Parameter analysiert. In Abbildung 5 sind die

Analysenergebnisse fur die Charakterisierung der Inokula zusammengefasst.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Analysen fiir die Inokula 1-10

Inokulum 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Gaérrest GR1 | GR2 GR 3 GR 4 GR5 GR6 | GR7 GR 8 GR9 | GR10
TR (%) 14 |54 327 [325 |340 |3,77 |239 |2,78 |361 |290
oTR (%) 0,79 | 366 |215 |1,76 |235 |248 |174 |190 |227 |212
pH 8,14 | 8,07 |74 765 |808 |839 |817 |84 8 7,96
Uberstand:

Fettsauren (g/l)
(Essigsaure,

Propionsaure, 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Buttersaure,

Ethanol)

DOC (mg/L) 703 | 2942 | 405 581 2466 | 2377 | 2639 | 3702 | 5280 | 1226
DIC (mg/L) 933 | 2223 | 746 1107 | 1287 | 1600 | 763 924,0 | 1034 | 330
PO4-P (mg/L) 245 | 251 |39 38 3,8 10 20,7 | 291 |- -
NH4-N (mg/L) 438 | 2167 | 2088 | 2610 | 1140 | 1480 | 741 876 2750 | 587
Eigengaspro-

duktion 19,2 | 150 |61,7 |76,2 |133,7|30,0 |101,7 | 33,3 |895 |80,0
(NmL/g oTR)

Die vorbehandelten und als Inokula eingesetzten Garreste wurden hinsichtlich der Zusammensetzung der
Feststoffe analysiert. Die Analysemethode wurde in Anlehnung an die Methode nach Datta (1981)
durchgefiihrt. Die Inokula zeigten deutliche Unterschiede in den prozentualen Anteilen der Inhaltsstoffe Pektin,
Hemicellulosen, Cellulosen, Lignin, organischer léslicher Anteile sowie anorganischer Anteile. Diese sind in
Abbildung 3 jeweils flr die einzelnen Inokula sowie in Abbildung 4 und Abbildung 5 fur die Inokula im Vergleich
dargestellt.

Fir die Inokula 3 und 4, die aus der Klarschlammfaulung entnommen wurden, wurden mit 44 bzw. 41 %
vergleichsweise hohe Gehalte an Hemicellulosen ermittelt, bezogen auf das Trockengewicht, wahrend fiir die
ubrigen 8 Inokula Hemicellulosen-Anteile von maximal 22 % nachgewiesen wurden. Der lipophile Anteil lag
fur alle untersuchten Inokula bei maximal 4 %. Fur die Pektingehalte gab es deutliche Unterschiede. Wahrend
fur die Inokula 1 - 6 Gehalte zwischen 7 und 14 % ermittelt wurden, lag der Pektingehalt in den Inokula 7 — 10
deutlich héher mit 24 bis 30 %. Auch fur den Cellulosegehalt wurden unterschiedliche Anteile ermittelt.
Wahrend der Gehalt an Cellulose in Inokulum 5 bei 23 % und in Inokulum 10 bei 20 % lag, wurden fur die
Ubrigen Inokula 1 bis 4 und 6 bis 9 lediglich Cellulosegehalte zwischen 4 und 13 % ermittelt. Der Ligninanteil

lag in allen Inokula bei maximal 6 %, der Anorganikanteil in allen Inokula zwischen 2 und 12 %.
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Inokulum 1 Garrest 2

1,62 3,79

Garrest 3 Garrest 4

Inokulum 6
Inokulum 5 4,54

1,79

4,13

22



HoLaFlor Schlussbericht

Inokulum 7 Inokulum 8

2,20
3,69

4,64

Inokulum 9 Inokulum 10

2,17

B wassrige Fraktion M lipophile Fraktion H Pektin
H Hemicellulosen H Cellulosen m Lignin
i veraschbare Restsubstanzen m Asche

Abbildung 3: Inhaltsstoffe (% des gefriergetrockneten Riickstands) der Inokula 1 — 10 (in Anlehnung an Datta, 1981).
Dargestellt sind die Ergebnisse jeweils fir den Garrest bzw. das Inokulum (Garrest: vor Vorbehandlung Sieben und
Verdiinnung; Inokulum: Nach Vorbehandlung Sieben und Verdiinnung).
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Abbildung 4: Analysenergebnisse fur die Inokula bzw. die Garreste 1 — 5 im Vergleich (Angabe der Fraktionen in % des
durch Gefriertrocknung erhaltenen Trockenriickstands) (Feststofffraktionierung, in Anlehnung an Datta, 1981)

mnokulum 6 mInokulum 7 Inokulum 8 =Inokulum 9 ®Inokulum10

Abbildung 5: Analysenergebnisse fir die Inokula 6 - 10 im Vergleich (Angabe der Fraktionen in % des durch
Gefriertrocknung erhaltenen Trockenrlckstands) (Feststofffraktionierung, in Anlehnung an Datta, 1981)

2.1.3 Screening: Biogas aus Maissilage im Batch-Ansatz mit verschiedenen Inokula

Die Inokula wurden nach Abschluss der Eigengasproduktion (Tabelle 4) mit Maissilage entsprechend 3 g oTR
geflttert.

Der zeitliche Verlauf der Biogassummenkurven sowie die Biogasausbeute wurden erfasst und quantifiziert.
Aus den zeitlichen Verlaufen der drei Parallelreaktoren wurde pro Inokulum ein mittlerer zeitlicher Verlauf aus
den drei Verlaufen eines jeden Batch-Reaktors ermittelt. Es zeigte sich, dass die Biogasbildung in allen 10
Verlaufen unmittelbar nach Fitterung der Maissilage begann. Die Inokula zeigten jedoch sowohl hinsichtlich

des zeitlichen Verlaufs der Biogasbildung als auch hinsichtlich der Biogasausbeute deutliche Unterschiede.
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Abbildung 6 zeigt jeweils den mittleren zeitlichen Verlauf der Biogassummenkurve aus Maissilage flr die
Inokula 1 - 10 fir den Zeitraum von 22 Tagen. Es zeigte sich, dass mit Inokulum 1 und Inokulum 2 in dem
dargestellten Zeitraum die Biogasproduktion noch nicht abgeschlossen war.

In Abbildung 7 ist die spezifische Biogasrate flr den Zeitraum 0 — 1 Tag, 0 — 3 Tage sowie fiur den Zeitraum
0 — 12 Tage dargestellt. Es zeigte sich, dass das Inokulum 7, das Inokulum 8 und das Inokulum 9 innerhalb
des ersten Tages nach Fiitterung ein Maximum in der Biogasrate zeigten, wie es typisch fir die Vergarung
von Maissilage im diskontinuierlichen Prozess ist (Zak, 2012). Das Inokulum 2, das Inokulum 5 und das
Inokulum 6 zeigten am Tag 2 nach Futterung ein Maximum in der Biogasrate, jedoch blieben die maximalen
Biogasraten hier unter der maximalen Biogasrate von Inokulum 7, das bei etwa 420 NL/kg*d lag. Die Inokula
3 und 4 zeigten ebenfalls am Tag 2 nach Fitterung ein Maximum in der Biogasrate. Es zeigte sich fur das
Inokulum 7 das friiheste und héchste Maximum in der Biogasrate.
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Abbildung 6: Mittlerer zeitlicher Verlauf der Biogasbildung ab dem Zeitpunkt der Fiutterung mit Maissilage (t=0 d) aus drei
Parallelreaktoren (bzw. fur Inokulum 3 aus zwei Parallelreaktoren) fur die Inokula 1-10. (Die Biogasbildung, die zeitgleich
in den Reaktoren ohne Fitterung erfolgte, ist hier noch nicht abgezogen.)
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Abbildung 7: Mittlerer zeitlicher Verlauf der spezifischen Biogasrate ab dem Zeitpunkt der Fitterung (t=0) mit Maissilage
aus drei Parallelreaktoren (bzw. fir Inokulum 3 aus zwei Parallelreaktoren) fir die Inokula 1-10. a: Fir den Zeitraum
0 — 1 Tage, b: Fiir den Zeitraum 0 — 3 Tage, c: fiir den Zeitraum 0 — 12 Tage.
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In Abbildung 8 ist der Mittelwert der Biogasausbeute fur Maissilage, jeweils ermittelt mit den jeweils drei
Ansatzen pro Inokulum, fir alle 10 Inokula dargestellt. Dabei wurde jeweils die Biogasbildung, die in den
Reaktoren ohne Fltterung zeitgleich erfolgte, abgezogen. Es zeigte sich, dass mit Inokulum 7 die héchste
Biogasausbeute von 694 NL/kg oTRinput erreicht wurde. Mit Inokulum 3 wurde eine Biogasausbeute von
688 NL/kg oTRinput ermittelt und mit Inokulum 2 lag die Biogasausbeute bei 678 NL/kg oTRinput. FUir die Inokula
1,4,5, 6, 8,9, 10 wurden Biogasausbeuten zwischen 596 NL/kg oTRinput und 279 NL/kg 0T Rinput erzielt.

In Abbildung 9 ist fiir die 10 Inokula vergleichend die Dauer dargestellt, die jeweils bendtigt wurde, um 50 %
der maximalen Biogasmenge (711 NmL) zu bilden. Die Werte lagen zwischen 2,2 und 11,5 Tagen. Dabei
wurde fur das Inokulum 7 mit 2,2 Tagen die kurzeste Dauer erreicht. Fir Inokulum 1 wurde mit 11,5 Tagen die
gréfte Dauer ermittelt.
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Abbildung 8: Biogasausbeute aus Maissilage in den Batch-Ansatzen fiur die Inokula 1 — 10 (Mittelwert aus drei
Parallelreaktoren, bzw. fir Inokulum 3 aus zwei Parallelreaktoren). Die Gasbildung aus den nicht gefitterten Reaktoren
wurde jeweils abgezogen.
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Abbildung 9: Dauer in Tagen fur die Bildung von 355 NmL Biogas (entspricht 50 % des Maximalwertes 711 NmL) in den
Batch-Ansatzen mit den Inokula 1- 10 (Auswertung des mittleren zeitlichen Verlaufs der Biogasbildung aus 3 Batch-
Anséatzen)
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Es zeigte sich, dass das Inokulum 7 sowohl die hchste Biogasausbeute als auch den schnellsten Anstieg der
Biogasbildung zeigte. Anhand dieser Ergebnisse wurde Inokulum 7 ausgewahlt, das fur die Untersuchungen
im kontinuierlichen Betrieb in der Biogasanlage im Technikumsmalstab eingesetzt und mit dem die
kontinuierlichen Untersuchungen durchgefihrt wurden.

Zum Ende des jeweiligen Experiments wurde aus jeweils einem der dreifach-Parallel-Ansatze mit Maissilage
als Substrat der Trockenrlickstands hinsichtlich seiner Zusammensetzung analysiert. In Abbildung 10 und

Abbildung 11 sind die Ergebnisse der Analysen zusammenfassend dargestellt.

m [nokulum 1 ® [nokulum 2 nokulum 3 Blnokulum 4 #|nokulum 5

Anteil (%)

Abbildung 10: Analysenergebnisse fur die Zusammensetzung des Trockenrlickstands am Ende des Experiments flr die
Inokula 1 — 5 im Vergleich jeweils aus einem Ansatz mit Maissilage (Angabe der Anteile in % des durch Gefriertrocknung
erhaltenen Trockenrickstands) (Feststofffraktionierung, in Anlehnung an Datta, 1981)
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Abbildung 11: Analysenergebnisse fur die Zusammensetzung des Trockenrlickstands am Ende des Experiments flr die
Inokula 6 — 10 im Vergleich jeweils aus einem Ansatz mit Maissilage (Angabe der Anteile in % des durch Gefriertrocknung
erhaltenen Trockenriickstands) (Feststofffraktionierung, in Anlehnung an Datta, 1981)
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2.2 Aufbau, Inbetriecbnahme und Langzeitbetrieb von zwei einstufigen
Biogasanlagen im TechnikumsmaRstab

Das Substrat Mais bendtigt aufgrund seiner Eigenschaften, z. B. seines hohen Faseranteils, eine geeignete
Anlagentechnik sowie auch eine geeignete AnlagengréRe. Fir die hier durchgefiihrten kontinuierlichen
Untersuchungen der Umsetzung von Mais zu Biogas unter Hochlastbedingungen im Vergleich zur
herkdmmlichen Betriebsweise wurden Anlagen im Technikumsmalfstab eingesetzt. Die Untersuchungen
wurden in einstufigen Schlaufenreaktoren mit je 130 L Volumen durchgefiihrt. Dieser Mallstab war
ausreichend grof3, um ihn kontrolliert automatisiert durchfiihren zu kénnen. Der Technikumsmalstab hatte
den Vorteil, dass die Pumpenquerschnitte hinreichend grol3 waren, um die Anfalligkeit fir Verstopfungen bei
der Férderung des Substrats gering zu halten, sowie reprasentative Ergebnisse mdglich erschienen. Der
Bedarf an Substrat war dadurch vergleichsweise hoch, jedoch noch realisierbar, auch vor dem Hintergrund
der Substrat-Beschaffung und des Transports, der noch in angemessenem Malie war. Die Lagerkapazitaten

zur Kiihlung der Maissilage waren in ausreichendem Male vorhanden.

2.3 Einstufige Technikumsanlagen

Die zwei Technikumsanlagen waren zwei parallel betriebene, baugleiche Biogasanlagen, die Uber ein
gemeinsames Vorratsgefal zunachst mit dem Monosubstrat Maissilage, im weiteren Verlauf zusatzlich mit
dem Cosubstrat Rindergllle gefittert wurden (Abbildung 12 und Abbildung 13). Das Vorratsgefal® war
oberhalb der Anlagen platziert (nicht sichtbar in Abbildung 13). Uber zwei Steuereinheiten (SIMATIC HMI, Fa.
Siemens) erfolgte das Einstellen der automatisierten Fitterung. Prozessdaten wurden Uber diese Einheiten
kontinuierlich aufgezeichnet.

Abbildung 12 zeigt das R&I Fliebild der Anlagen, in Abbildung 13 sind die beiden Reaktoren dargestellt.

Bei den zwei verwendeten Reaktoren handelte es sich um Schlaufenreaktoren, die mit Biogas, das am Boden
eingelassen wurde, kontinuierlich durchmischt wurden. Das Arbeitsvolumen betrug 130L. Die
Prozesstemperatur betrug 51 °C. Die Temperatur wurde kontinuierlich gemessen und geregelt. Die beiden
Reaktoren HLF, Hochlastfaulung, und REF, Referenzanlage, waren in ihrer Bauweise identisch. Die
Prozessfiihrung unterschied sich lediglich in den eingestellten hydraulischen Verweilzeiten und somit der
organischen Raumbelastung.

Die Maissilage wurde in einem bei 4° C gekihlten Vorratsgefal® vorgelegt. Dieses wurde zusatzlich zu einer
getakteten, auBenliegenden Umwalzung durch einen langsam laufenden Ruhrer kontinuierlich durchmischt.
Die Futterung erfolgte Uber ein isoliertes Beschickungssystem, durch welches das Substrat mit einer
Drehkolbenpumpe (VX100, Fa. Vogelsang) gepumpt wurde (Abbildung 12). Die Reaktoren wurden
automatisiert und quasi-kontinuierlich tUber Fitterungskammern (V = 246 mL), die oberhalb der Reaktoren
angebracht waren (Abbildung 12), gefittert, d.h. der Substrateintrag erfolgte tber einen Stutzen im Deckel.
Bei jeder Fltterung wurden jeweils 246 mL Substrat aus den Fltterungskammern in den Reaktor entlassen.
Alle 5 min wurde das Beschickungssystem fir 1 min durchmischt, um eine Durchmischung und die Futterung
mit frischem Substrat zu gewahrleisten sowie ein Absetzen des Substrats in den Rohrleitungen des
Beschickungssystems zu vermeiden. Aul3erdem wurde vor jeder Fitterung der HLF das Beschickungssystem
mit Inhalt des Vorratsgefalles durchgespllt. Die unterschiedlichen Durchséatze, bzw. die hydraulischen
Verweilzeiten HRT wurden Uber die Fitterungsintervalle eingestellt. Uber das Einstellen der Verweilzeit, das

Fitterungsvolumen von 246 mL und das Reaktorvolumen von 130 L ergaben sich die in Tabelle 5 aufgefiihrten
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Fitterungsintervalle. Der Ablauf der beiden Reaktoren erfolgte Uber je einen Siphon. Der abgelaufene Garrest
wurde in einer Ablauftonne, deren Gewicht mit einer Waage erfasst und aufgezeichnet wurde, gesammelt.
Das produzierte Biogas wurde Uber einen Stutzen im Deckel zur quantitativen Erfassung in Trommelgaszahler
(TGO0.5/5, Fa. Ritter) gefiihrt, der Methananteil wurde alle drei Minuten kontinuierlich iber Methansensoren
(smartMODUL Flow Modell F1-040108-00000, Fa. smartGAS Mikrosensorik) erfasst. Sowohl die Messwerte
der quantitativen als auch der qualitativen Biogasanalyse wurden kontinuierlich aufgezeichnet.

Die Reaktoren waren mit jeweils zwei Probenahmestutzen ausgestattet, die sich in der Héhe der Anbringung
unterschieden. So konnten regelmaRige Probenahmen erfolgen, auch in unterschiedlicher Reaktorhthe z. B.
zur Kontrolle der Durchmischung. Die beiden Anlagen wurden ohne pH-Statisierung betrieben. Der pH-Wert

wurde lediglich bei jeder Probenahme etwa dreimal pro Woche gemessen und kontrolliert.

Tabelle 5: Hydraulische Verweilzeit, Durchsatz und Futterungsintervall

Hydraulische Durchsatz (l/d) Fatterungsintervall (min)
Verweilzeit (d)

70 1,85 190,8

40 3,25 109,0

35 3,71 95,4

30 4,33 81,7

25 5,2 68,1

20 6,5 54,5

15 8,67 40,9

Speicherprogrammierbare Steuerung SPS

Die Anlagen wurden Uber eine Speicherprogrammierbare Steuerung (SIMATIC HMI, Siemens) gesteuert.

Gesteuerte Elemente waren die quasi-kontinuierliche Fitterung die aulenliegende Umwalzung der

Maissilage, die Temperatur, der Fullstand und die Durchmischung der Fermenter. Durch eine im Programm

hinterlegte Formel wurden die Futterungsintervalle anhand der manuell eingegebenen Verweilzeit und des

Reaktorvolumens berechnet und durchgefiihrt. Zudem wurden kontinuierlich Messwerte aufgezeichnet.

Kontinuierlich aufgezeichnete Messwerte waren:

- Die Temperatur des Substrats in der Rohrleitung (TIRA 102, s. Abbildung 12)

- Die Menge (FIR 104 & FIR 113) und Methananteil (QIRA 103 & QIRA 112) des Biogases

- Der Druck im Kopfraum (PIRA 105 & PIRA 114) und am Boden (PIRA 108 & PIRA 117) des Reaktors fur
eine Differenzdruckmessung zur Bestimmung des Fiillstandes

- Die Temperatur im oberen Bereich des Reaktors (TIRCA 106 & TIRCA 115)

- Die Temperatur im unteren Bereich des Reaktors (TIRA 107 & TIRA 116)

- Der Druck an den Membranpumpen (PIRA 110 & PIRA 111)

- Das Gewicht der Uberlauftonne der REF-Anlage (Ql 118)

Das Gewicht der Uberlauftonne der HLF (Ql 109) und die Temperatur des Thermostats zur Kihlung der

Maissilage im Vorratsgefafd (TIC 101) wurden manuell abgelesen bzw. kontrolliert.
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Abbildung 12: R&l FlieRbild der zwei Biogasanlagen HLF (links) und REF (rechts) im TechnikumsmalRstab
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Abbildung 13: Die zwei Biogasanlagen HLF (links) und REF (rechts) im TechnikumsmaRstab. Links im Bild die seitliche
und rickwartige Ansicht der Schaltschranke.

2.4 Inokulum fiir die kontinuierlichen Untersuchungen

Der Garrest 7, fir den im Screening zum einen die hochste Biogasausbeute zum anderen die grofRte
Biogasrate zum friihesten Zeitpunkt ermittelt wurde, wurde als Inokulum fir die kontinuierlichen
Untersuchungen im Technikumsmalstab eingesetzt. Der Garrest stammte aus der 1. Stufe einer zweistufigen
thermophilen (51 °C) Biogasanlage. Die Verweilzeit der 1. Stufe dieser Biogasanlage lag bei 40 d. Das
Substrat der Biogasanlage setzte sich aus ca. 40 % Maissilage, 35 % Schweinegiille, 12 % Pferdemist und
5 % Festmist verschiedener Nutztiere und Grassilage zusammen. Fir den Einsatz als Inokulum einer Anlage
im Technikumsmalfstab waren die Feststoffpartikel des Original-Garrestes aus der Biogasanlage zu grof3.
Diese hatten Verstopfungen in den Leitungen verursacht. Um dies zu vermeiden, wurde der Garrest ca. 1:2
mit Wasser verdinnt und mit einem Sieb mit einer Maschenweite von ca. 12 mm gesiebt. Das Siebgut wurde
mit dem Wasser, das zur Verdinnung verwendet wurde, gewaschen, bzw. gespiilt. Das so behandelte
Inokulum wurde in die beiden Fermenter gepumpt. So lag zum Zeitpunkt des Starts der Untersuchungen in
beiden Reaktoren dasselbe Inokulum vor. Die beiden Anlagen wurden zweimal in Betrieb genommen (Kap.

2.7). Dafur wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten, jeweils unmittelbar vor der Inbetriebnahme, Garrest aus
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der Biogasanlage abgeholt und wie beschrieben vorbereitet. So sollte mit zwei zeitlich versetzt gestarteten

Untersuchungen die Reproduzierbarkeit gezeigt werden.

In Tabelle 6 sind ausgewahlte Analysenergebnisse fur die zu verschiedenen Zeitpunkten aus der

Biogasanlage entnommenen und wie beschrieben vorbereiteten Inokula zusammengefasst.

Tabelle 6: Vergleichende Charakterisierung der beiden Inokula fiir die Inbetriebnahme S 1 und S2

Inokulum S1 HLF | Inokulum S1 REF | Inokulum S2 HLF | Inokulum S2 REF
pH-Wert 7,74 7,72 8,11 8,13
TR (%) 5,1 4,92 3,82 3,39
OoTR (%) 3,75 3,58 2,75 2,41
Ammonium (mg/L) | 1250 1250 1040 1080

2.5 Charakterisierung der Substrate

2.5.1 Maissilage als Substrat

Maissilage wurde vom Biogasanlagenbetreiber, aus dessen Anlage der Garrest 7 stammte, und der als
Inokulum verwendet wurde, bereitgestellt. Maissilage wurde insgesamt viermal abgeholt und in 60 L Fassern
gekihlt gelagert. Die Maissilage in den Fassern wurde vor der Einlagerung, bzw. nach jedem Offnen mit CO-
durchstrdmt und Uberschichtet, um Schimmelbefall und dadurch unkontrollierten Abbau sowie Toxinbildung
zu vermeiden. Vor dem Einflllen in das Vorratsgefall (VG) wurde die entsprechende Menge an Maissilage
gewogen und 1:4 mit Wasser verdiinnt. Um Daten zum Abbau des Substrats ohne Einfliisse der Garreste zu
erhalten, wurde auf eine Verwertung der flissigen Garreste, die durch Rickfihrung und Verwendung bei der
Verdiinnung der Maissilage hatte erfolgen kdnnen, verzichtet. Die so mit Wasser verdiinnte Maissilage wurde
mit einem Stabmixer (SMX 800 E, Fa. Dynamic) fir 12 min zerkleinert. Um Prozessstérungen mit der Pumpe
(Aufquellen der Maissilage) zu vermeiden und das so vorbereitete Substrat vorzukuihlen, wurde die Maissilage
Uber Nacht im Kuhlraum aufbewahrt. Direkt vor dem Einfillen wurde pro 1 L verdinnter Maissilage je 10 mL
Spurenelementldsung und 10 mL Vitaminlésung zugegeben. Die Zusammensetzungen dieser
Stammldésungen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Abbildung 14A zeigt die Maissilage vor dem Zerkleinern, Abbildung 14B nach dem Zerkleinern.
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Abbildung 14: Mit Wasser verdiinnte Maissilage (1:4). A: vor dem Zerkleinern, B: nach dem Zerkleinern mit einem
Stabmixer. Die in B dargestellte Maissilage wurde in das Vorratsgefald gefiillt.

Tabelle 7: Zusammensetzung und Stoffkonzentrationen der Spurenelement-Stammlésung (Nach Whitman, 2014)

Spurenelementlosung Vitaminlosung
Verbindung Konzentration Verbindung Konzentration
[mg/L] [mg/L]
Nitrilotriessigsaure 1500 p-Aminobenzoat 10
Naz2SeOs- 5 H20 305 Nikotinséure 10
FeSO4 - 7 H20 100 Ca-Pantothenat 10
CoClz2- 6 H20 100 Pyridoxin-HCI 10
MnSOs4 - H20 100 Riboflavin 10
NazMoOQs - 2 H20 100 Thiamin-HCI 10
NazWOs - 2 H20 100 Biotin 5
ZnS04 - 7 H20 100 Folsaure 5
AICl3 - 6 H20 40 a-Liponsaure 5
NiCl2 - 6 H20 25 Vitamin B12 5
H3BOs 10
CuSOs- 5 H20 10

Der TR-Gehalt der Maissilage lag bei 36,3 % FM, der oTR Gehalt bei 35 % FM (flichtige organische Sauren
sind hier nicht eingerechnet). So wurde ein cTR-Gehalt des TR-Gehalts von 97 % berechnet. In Abbildung 15
ist die prozentuale Zusammensetzung der Inhaltsstoffe in % des gefriergetrockneten Rickstands flr die
Maissilage bzw. flir Proben aus dem Vorratsgefall VG MS (verdiinnte Maissilage) von vier verschiedenen
Proben dargestellt. Es zeigte sich, dass die zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus dem Fahrsilo entnommenen
und hier eingesetzten Chargen der Maissilage eine vergleichsweise konstante Zusammensetzung zeigten

hinsichtlich der untersuchten Anteile lipophile Substanzen, Pektin, Hemicellulosen, Cellulosen und Lignin.
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Abbildung 15: Inhaltsstoffe (% des gefriergetrockneten Ruckstands) der Maissilage bzw. des Inhalts im Vorratsgefalt VG
MS (verdiinnte Maissilage) von vier verschiedenen Maissilageproben, entnommen {ber den Zeitraum von zweieinhalb
Jahren (in Anlehnung an Datta 1981).

Der pH-Wert der verdiinnten Maissilage im Vorratsgefal® lag zwischen 3,6 und 3,8. Die Ammonium-
lonenkonzentration lag zwischen 73 und 109 mg/L. Die Phosphatkonzentration lag zwischen 150 und
175 mg/L. In der 1:4 verdinnten Maissilage im Vorratsgefal® enthaltene Sauren waren Acetat, Propionséure,
Milchsaure und Buttersaure. Der zeitliche Verlauf der organischen Sauren bzw. Fettsduren ist beispielhaft fur
einen Zeitraum von 110 Tagen in Abbildung 16 dargestellt. Im Mittel waren 1,16 £ 0,36 g/L Acetat,
1,10 £ 0,33 g/L Propionsaure, 6,49 + 0,44 g/L Milchsaure und 0,36 + 0,15 g/L Buttersaure enthalten. Die
Gesamtsaurekonzentration betrug im Schnitt 9,11 £ 0,84 g/L.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Sdurekonzentrationen der verdinnten Maissilage im Vorratsgefal3. Die gestrichelten
Balken stellen die Gesamt-Fettsduresaurekonzentration (FS ges.) dar.
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2.5.2 Rindergiille
Rindergulle wurde zweimal von einem Bauernhof abgeholt. Die Rindergulle wurde jeweils in 60 L Fassern bis
zum Gebrauch als Cosubstrat im Kihlraum gelagert. Die Rindergille wurde jeweils nach Abholung hinsichtlich

wesentlicher Parameter charakterisiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 und Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Analysenergebnisse flr Rindergille

Rindergille 1 (1. Charge, 7/2018) | Rindergulle 2 (2. Charge, 10/2018)
TR (%FM) 5,41 5,28
oTR (%FM) 4,12 3,97
oTR (%TR) 76,29 75,09
CSB (mg/L) 8644 8545
NH4 (mg/L) 1560 1070
PO4 (mg/L) 17,8 16,7

mRindergille 7/18 mRindergdlle 10/18

30

Anteil (% TR)

Abbildung 17: Inhaltsstoffe (% des gefriergetrockneten Rickstands) der zwei verschiedenen Chargen Rindergille 1 und
Rindergiille 2, entnommen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (in Anlehnung an Datta, 1981).

2.5.3 Maissilage und Rindergiille

Fir die Untersuchungen der Covergarung mit Rindergille wurde das Vorratsgefall wochentlich mit der Menge
an Substrat befllt, die innerhalb einer Woche ungefahr verbraucht werden. Die Maissilage wurde am Tag vor
der Fltterung mit Wasser vermischt und mit einem Stabmixer (Fa. Dynamic) zerkleinert. Insgesamt wurden
woOchentlich 16 kg Maissilage, 16 kg Rindergulle und 38 kg Leitungswasser in das Vorratsgefald gegeben.
Nach dem Beflllen des Vorratsgefales wurde dieses mit Stickstoff geflutet, um eine maéglichst sauerstoffarme
Umgebung zu erreichen. Gemeinsam mit der Mantelkiihlung sollte so ein vorzeitiger Abbau des Substrats

verhindert werden. Das Vorratsgefall wurde durchgehend gertihrt, das Beschickungssystem der Fitterung
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wurde zusatzlich alle fiinf Minuten fir eine Minute durchmischt. Dies erfolgte Gber das Pumpsystem (VX100,
Fa. Vogelsang) welches auch zur Beflllung des Vorratsgefa3es benutzt wurde.

Direkt vor dem Einflllen wurde pro 1 L Substrat je 10 mL Spurenelementlésung und 10 mL Vitaminlésung
zugegeben. Die Zusammensetzungen der Stammldsungen sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Der pH-Wert der so hergestellten Cosubstratmischung aus Maissilage und Rindergtille lag zwischen 4,3 und
4,7. Die Ammoniumkonzentration lag zwischen 390 und 600 mg/L. Die Phosphatkonzentration lag zwischen
130 und 170 mg/L. Die oTR Konzentration lag bei etwa 8,9 % und entsprach der oTR-Konzentration, mit der
die Untersuchungen der Monovergarung mit Maissilage durchgefihrt wurden. So konnten mit den
Verweilzeiten von 15 Tagen in der HLF und fir 70 Tage in der REF organische Raumbelastungen OLR

eingestellt werden, die den entsprachen, mit denen die Monovergarung von Maissilage durchgefihrt wurden.

2.6 Inbetriebnahme

Die Untersuchungen mit den beiden Verfahrensweisen in der HLF mit kurzen Verweilzeiten und in der REF
mit herkdmmlicher Verweilzeit wurden parallel durchgeflihrt mit dem jeweils gleichen Substrat aus einem
gemeinsamen Vorratsgefald, um die beiden Anlagen mit unterschiedlicher Betriebsweise mit identischem
Substrat betreiben zu kénnen und so Einflisse auf das Ergebnis durch unterschiedliche Substrate
auszuschlieBen. Die Technikumsanlagen wurden mit demselben, im Screening ausgewahlten Inokulum 7,
beflllt wie in 2.4 beschrieben und zunachst auf 51° C temperiert und durchmischt. Nachdem die Temperatur
erreicht war, wurde die Substratfitterung gestartet. Die beiden Anlagen wurden so zunachst mit einem
Durchsatz, der einer hydraulischen Verweilzeit von 40 Tagen in der Hochlastfaulung HLF entsprach, sowie
einem Durchsatz, der einer hydraulischen Verweilzeit von 70 Tagen in der Referenzanlage REF entsprach, in

Betrieb genommen.

Die Inbetriebnahme und das Erreichen der Verweilzeit von 30 Tagen wurde zweimal nacheinander
durchgefiihrt in zwei Strategien S1 (vor Neustart) und S 2 (nach Neustart). Bei der Strategie S1 mit dem ersten
Inokulum (Abbildung 18, oben) wurde die Verweilzeit von 40 Tagen in der HLF fir 74 Tage konstant gehalten,
anschlieend fiir weitere 83 Tage bei 35 Tagen. Im Anschluss daran wurde die Verweilzeit auf 30 Tage
reduziert und fir weitere 40 Tage so belassen. In diesem Zeitraum von insgesamt fast 200 Tagen wurde fur
die HLF fir die Einstellungen von 40 d, 35 d sowie fur 30 d eine ndherungsweise Bilanzierung vorgenommen.
So wurden zunachst in HLF/1 die Verweilzeiten von 40 Tagen, von 35 Tagen und von 30 Tagen in der
Hochlastfaulung tUber einen Mindest-Zeitraum belassen, flr den eine Bilanzierung fur die Biogasausbeute und
die Produktivitat abgeschatzt bzw. naherungsweise berechnet werden konnte, zum anderen aber auch, um
einen zweiten Garrest aus der Biogasanlage als Inokulum einzusetzen und hinsichtlich der Reproduzierbarkeit
zu priufen. Bei der zweiten Inbetriebnahme mit einem zweiten Inokulum S2 (nach Neustart) wurden die
Verweilzeiten von 40, 35 und 30 Tagen nur fir einen vergleichsweise kurzen Zeitraum beibehalten, um die
kurzen angestrebten Verweilzeiten von 25 bzw. 20 Tagen schnell zu erreichen und den Verlust von

leistungsfahigen Mikroorganismen maglichst zu vermeiden.

So wurde das eigentliche Ziel, die HLF vergleichsweise schnell auf kurze Verweilzeiten zu bringen, mit der

zweiten Inbetriebnahme mit einem zweiten Inokulum mit der Strategie 2 erreicht. In Strategie 2 (S2, nach
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Neustart) wurde der Prozess von Beginn an mit einem anderen Verweilzeitprogramm gefihrt (Abbildung 18,
unten). Es wurde so geprift, ob mit einem zu einem spéateren Zeitpunkt aus der Biogasanlage entnommenen
Garrestinokulum sowie mit dem verdnderten Verweilzeitprogramm die Ergebnisse reproduziert werden
kénnen. Die Biogasanlagen wurden nach erneutem Befillen mit neuem Inokulum wieder in Betrieb genommen
(S2, Neustart). Fur S2 wurde die HLF jeweils 6 bzw. 14 Tage bei den Verweilzeiten von 40 bzw. 35 Tagen
betrieben. Dies bedeutet, dass in S2 die Verweilzeit von 30 Tagen schon 20 Tage nach Inbetriebnahme
eingestellt wurde, im Gegensatz zu S1, wo die Verweilzeit von 30 Tagen erst 157 Tage nach Inbetriebnahme
erreicht wurde. Wahrend der Inbetriebnahme S2 wurde die HLF fiir 32 Tage bei einer Verweilzeit von 30 Tagen
betrieben. AnschlieRend wurde die Verweilzeit auf 25 Tage reduziert und fir 62 Tage so belassen und
bilanziert. Die Referenzanlage wurde wahrend der Inbetriebnahme S1 und S2 fortwahrend und unverandert
bei 70 Tagen Verweilzeit betrieben. Der zeitliche Verlauf beider Strategien S1 und S2 ist in Abbildung 18

dargestellt.
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Abbildung 18:Zeitlicher Verlauf der eingestellten Verweilzeiten fir Hochlastfaulung (HLF) und Referenzanlage (REF)
wahrend Strategie 1 (S1, oben) und Strategie 2 (S2, Neustart, unten).

2.7 Durchfuhrung der kontinuierlichen Untersuchungen mit den Anlagen HLF und
REF

Die beiden parallelen, einstufigen Anlagen wurden insgesamt zweimal inokuliert und anschlieend in Betrieb
genommen (2.6). Mit der Strategie 1 wurden die beiden Untersuchungsdauer HLF/1 und REF/1 untersucht,
die nachfolgend auch so bezeichnet werden. In der HLF/1 wurden die Verweilzeiten 40 d, 35 d und 30 d

eingestellt und jeweils fir einen Fermentationszeitraum der etwa dem 1,5fachen der jeweils eingestellten
38



Verweilzeit entsprach. So wurden hier anndhernd stationare Zustande erreicht, die fiir eine ndherungsweise
Bilanzierung verwendet werden konnten. Mit der Strategie 2 wurden in der zweiten Untersuchungsdauer HLF/2
diese Verweilzeiten nur relativ kurz fur die Dauer von jeweils einigen Tagen eingestellt, um vergleichsweise
schnell zu den Verweilzeiten von 25 d bis 15 d zu kommen. Im zweiten Untersuchungsabschnitt HLF/2 sollte
die Verweilzeit auch schrittweise reduziert werden, bis zu einer minimalen Verweilzeit, mit der die HLF noch
ohne einen deutlichen Rickgang der Biogasbildung betrieben werden sollte und ohne Anstieg der
Saurekonzentration. Ziel fir die minimale Verweilzeit waren 15 Tage. Sowohl mit Strategie 1 als auch mit
Strategie 2 wurden in der Referenzanlage die hydraulische Verweilzeit Gber den gesamten Zeitraum bei 70 d
belassen (REF/1 und REF/2). Im Untersuchungsabschnitt HLF/Cofermentation wurde die Anlage HLF bei
15 Tagen Verweilzeit unmittelbar im Anschluss mit dem Cosubstrat Rindergille fir weitere 100 Tage
betrieben, die Anlage REF wurde auch hier weiterhin mit der hydraulischen Verweilzeit von 70 Tagen
betrieben.

Die Referenzanlage wurde fir die gesamte Untersuchungsdauer von insgesamt 550 d mit einer Verweilzeit
von 70 Tagen betrieben. In REF/1 und REF/2 jeweils mit dem Monosubstrat Maissilage und anschlieRend in
REFCofermentation mit dem Cosubstrat Rindergdille.

Um einem Mangel an Spurenelementen bei der Monovergarung von Maissilage auszuschliefsen, wurde dem
Substrat wahrend der gesamten Fermentationszeit Spurenelement- und Vitaminlésung beigemischt. Die
Zusammensetzung ist in Tabelle 7 zusammengefasst.

In Abbildung 19 ist der zeitliche Verlauf der eingestellten Verweilzeiten in der HLF sowie in der REF-Anlage
dargestellt fUr die Untersuchungen mit Monosubstrat Maissilage (HLF/1, HLF/2 und REF/1 und REF/2), sowie
fur die Untersuchungsabschnitte HLFCofermentation sowie REFCofermentation mit Rindergille als
Cosubstrat. In Tabelle 9 sind die den Verweilzeiten entsprechenden organischen Raumbelastungen OLR
zusammengefasst. Die Raumbelastungen, fiir die eine Bilanzierung durchgefiihrt wurde, lagen zwischen
2,2 g/I*d und 5,8 g/I*d. Dabei war die Einstellung fiir Verweilzeit von 30 Tagen in S1 nur fiir 40 Tage, in S2 nur
fur 30 Tage. Das bedeutet, dass die Ergebnisse fur die Verweilzeit von 30 Tagen bei noch nicht véllig
konstanten Auslaufbedingungen, die dem stationaren Zustand entsprechen wirden, erfolgten. Die Ergebnisse

wurden bei der weiteren Betrachtung zum Vergleich trotzdem herangezogen.
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Abbildung 19: Zeitlicher Verlauf der eingestellten und untersuchten Verweilzeiten in der Hochlastfaulung (HLF) und der
Referenzanlage (REF) jeweils fiir die Monovergarung mit Maissilage (HLF/1, HLF/2 und REF/1, REF/2) sowie fir die
Cofermentation von Maissilage mit Rindergiille (HLF Cofermentation und REF Cofermentation).

Tabelle 9: Zusammenfassung der eingestellten hydraulischen Verweilzeiten in den Untersuchungen mit den Reaktoren

HLF und REF.
Fermentationsdauer | Fermentationsdauer
Substrat ab Beginn HLF/1 ab Beginn HLF/2 HLF REF
und REF/1 (d) und REF/2 (d)
Verweilzeit | OLR Verweilzeit | OLR
0-73 40 2,06 70
MS REF
73 - 156 HLF/1 35 2,35 ) 70 1,1
156 - 201 30 2,58 70
209 - 215 0-16 40 70
215- 229 16 - 20 35 70
MS 229 - 261 20 -52 30 2,87 70
261 — 339 52 - 130 25 3,44 REF 70 127
339 - 402 130 - 193 HLF/2 20 4,48 - 70
402 — 454 193 - 245 15 5,82 70
MS + | 454 — 552 245 - 343 15 6,27 70 1,34
RG

40



2.8 Analysenergebnisse aus den kontinuierlichen Untersuchungen

Die verschiedenen Betriebspunkte, die durch unterschiedliche Durchsatze eingestellt wurden, wurden
hinsichtlich der Biogasausbeuten, der Methanausbeuten, der Biogasproduktivitat, der Methanproduktivitat,
sowie des 0TR-Abbaugrades miteinander verglichen. Diese Ergebnisse sind in Kapitel 2.9 beschrieben. Der
Betrieb wurde durch regelmaRige Probenahmen und Analysen kontrolliert. Routinemafig wurden der pH-Wert,
der TR- und o0TR-Gehalt, die Konzentration an organischen Sauren, die Ammonium- und
Phosphatkonzentration, der FOS/TAC bestimmt. AuRerdem wurden jeweils vor Umstellung der Verweilzeit
eine Probe entnommen zur Quantifizierung des Restgaspotentials sowie zur Analyse der Zusammensetzung
des Trockenrlckstands. Fir die Analyse der Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation wurden
jeweils drei Proben im Abstand von 2 - 3 Tagen genommen. Die Ergebnisse sind in Kapitel 2.10 (Seite 66 ff)

dargestellt.

2.8.1 pH-Wert und organische Sauren

In Abbildung 20 ist der zeitliche Verlauf des pH-Wertes fir die gesamte Fermentationszeit fur HLF/S1 (erster
Ansatz), HLF/S2 (zweiter Ansatz) sowie REF/S1 (erster Ansatz) und REF/S2 (zweiter Ansatz) fur die
Monovergarung mit Maissilage bis t = 454 d und fir die Covergarung mit Rindergille ab t = 454 d fortlaufend
dargestellt. Zeitpunkt t = 0d ist der Zeitpunkt des Starts der Untersuchungen mit der ersten Inbetriebnahme in
S1.

Die Untersuchungen wurden ohne pH-Statisierung durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass der pH-Wert fir die
gesamte Untersuchungsdauer in der HLF unter dem pH-Wert der REF lag. Wahrend des Betriebs mit der
Verweilzeit von 15 d mit Maissilage als Monosubstrat lag der pH-Wert bei etwa 6,6. Mit Beginn der
Covergarung mit Rindergtille stieg der pH-Wert wieder an, so dass er Werte von gréRer 7 erreichte.
Wahrend der gesamten Fermentationsdauer wurden 2 — 3 mal woéchentlich Analysen hinsichtlich der

organischen Sauren Essigsaure, Propionsaure und Milchsauren durchgefiihrt.
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Abbildung 20: Zeitlicher Verlauf des pH-Werts in der HLF/S1 und der HLF/S2 sowie in der REF/S1 und REF/S2 jeweils mit
Maissilage als Monosubstrat sowie fiir die Covergarung mit Rindergtille ab der Fermentationszeit von 454d bis 550 d.

2.8.2 Verlauf der AmMmonium Konzentration

Die Abbildung 21 zeigt den zeitlichen Verlauf der Ammoniumkonzentration der HLF und der REF fir den
gesamten Zeitraum fortlaufend fur S1 und S2. Zeitpunkt t=0d ist der Zeitpunkt des Starts der
Untersuchungen mit der ersten Inbetriebnahme in S1.

Der Ammoniumgehalt beider Reaktoren sank kontinuierlich jeweils fiir beide Strategien S1 und S2 im Verlauf
des Versuchs ab. Am Ende der S1 am Tag 200 d betrug er 103 mg/L in der HLF und 443 mg/L in der REF.
Aufgrund des hoheren Durchsatzes in der HLF wurde hier ein schnellerer Riickgang und Auswaschen des
Ammoniums festgestellt, das zu Beginn wegen des Gilleanteils im Inokulum mit etwa 1000 mg/L in S1 bzw.
1250 mg/L in S2 vergleichsweise hoch war, als in der REF. Der Ammoniumgehalt der REF lag meist Gber dem
der HLF.

Auch im Zeitraum fir S2 ab t = 200 d war dies zu erkennen. Der Ammonium Gehalt sank hier aufgrund des
jetzt eingestellten hoheren Durchsatzes in der HLF noch schneller als in der HLF wahrend S1. Der
Ammoniumgehalt in der HLF lag ab dem Zeitpunkt t = 300 d zwischen 1 und 10 mg/L. Im gleichen Zeitraum
lag der Ammoniumgehalt in der REF etwa konstant bei etwa 400 mg/L. Mit dem Beginn der Covergarung zum
Zeitpunkt t = 450 d stieg der Ammoniumgehalt in beiden Reaktoren HLF und REF wieder an (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Zeitlicher Verlauf der Ammonium-Stickstoffkonzentration in der HLF/1 und der HLF/2 sowie in der REF/1
und REF/2 jeweils mit Maissilage als Monosubstrat sowie fur die Covergarung mit Rindergllle ab der Fermentationszeit
von 454d, sowie zeitlicher Verlauf der HRT in der HLF.

2.8.3 Zeitlicher Verlauf der Biogasbildung

In Abbildung 22 ist der zeitliche Verlauf der Biogasbildung lber den gesamten Untersuchungszeitraum

fortlaufend fir S1 und S2 dargestellt zusammen mit der hydraulischen Verweilzeit in der HLF fiir beide

Inbetriebnahmen. Zeitpunkt t=0d ist der Zeitpunkt des Starts der Untersuchungen mit der ersten

Inbetriebnahme in S1.

Es zeigte sich, dass mit jeder Verkirzung der Verweilzeit die Biogasbildung unmittelbar nach Erhéhung des

Durchsatzes angestiegen ist.
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Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf der taglichen Biogasproduktion in der HLF sowie in der REF fiir den gesamten
Untersuchungszeitraum in S1 (erste Inbetriebnahme) und S2 (zweite Inbetriebnahme) sowie zeitlicher Verlauf der
hydraulischen Verweilzeit in der HLF.

2.8.4 Ausgewahlte Analysenergebnisse aus den kontinuierlichen Untersuchungen

mit Monosubstrat Maissilage

2.8.41 Zeitlicher Verlauf der TR- und oTR-Konzentration fiir die Verweilzeiten von 30 Tagen, 25
Tagen, 20 Tagen und 15 Tagen im Vergleich zum zeitlichen Verlauf bei einer Verweilzeit von
70 Tagen
In Abbildung 23 sind die zeitlichen Verlaufe der TR- und oTR-Gehalte in der HLF/2 fiir die Verweilzeit von 30
und 25 Tage sowie der zeitliche Verlauf der TR- und oTR-Gehalte in der REF/2 fir die Verweilzeit von 70
Tagen, in Abbildung 24 sind die zeitlichen Verlaufe der TR- und oTR-Gehalte in der HLF/2 fiir die Verweilzeit
von 20 und 15 Tage und in der REF/2 fir die Verweilzeit von 70 Tagen vergleichend dargestellt.
Der TR- bzw. oTR-Gehalt der HLF betrug bei Inbetriebnahme des Reaktors fir S2 3,82 + 0,04 % bzw.
2,75 1+ 0,04 %, an Tag 52 (Ende HRT 30 Tage) 2,65 + 0,01 % bzw. 2,08 + 0,01 %. Der TR- bzw. oTR-Gehalt
der HLF sank bis etwa Tag 60 bis 70 ab und zeigte danach wieder einen Aufwartstrend. An Tag 115 fir die
Verweilzeit von 25 Tagen betrug der TR- bzw. 0TR-Gehalt 2,85 + 0,02 % bzw. 2,41 £ 0,01 %. Der TR- bzw.
0oTR-Gehalt der REF betrug bei Inbetriebnahme des Reaktors fur S2 3,39 + 0,00 % bzw. 2,41 £ 0,01 % und
fiel bis zum Ende des Versuches ab. An Tag 115 betrug der TR- Gehalt in der REF 2,20 £ 0,02 % bzw. der
oTR-Gehalt 1,68 £ 0,03 %.
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Abbildung 23: Zeitlicher Verlauf der TR und oTR-Konzentration in der HLF flr die Verweilzeit von 30 Tage und die
Verweilzeit von 25 Tagen, sowie in der REF fiir die Verweilzeit von 70 Tagen wahrend S2. Zeitachse beginnt mit t=0d mit
Neustart Strategie 2 (entsprechend 212 d gesamt, s. Abbildung 19).

Der TR der HLF lag wahrend der Verweilzeit von 20 Tagen im Mittel bei 2,92 + 0,09 % mit einem oTR von
2,51 £ 0,09 %. Wahrend der Verweilzeit von 15 Tagen lag der TR der HLF im Mittel bei 2,91 + 0,07 % mit
einem oTR von 2,53 £ 0,07 %.

Der TR der REF lag in dem gesamten Zeitraum bei etwa 2,05 + 0,10 % mit einem oTR von
1,59 £ 0,08 %. Der TR- und der oTR-Gehalt der HLF war hdher als der der REF.
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Abbildung 24: Zeitlicher Verlauf der TR und oTR-Konzentration in der HLF fiir die Verweilzeit von 20 Tagen und die
Verweilzeit von 15 Tagen, sowie in der REF fir die Verweilzeit von 70 Tagen wahrend S2. Zeitachse bezieht sich auf den
Startpunkt t=0d mit Neustart Strategie 2 (entsprechend 212 d gesamt, s. Abbildung 19).

2.8.4.2 Zeitlicher Verlauf der Norm-Biogasbildung fiir die Verweilzeiten von 20 Tagen und 15 Tagen
Verweilzeit im Vergleich zur Norm-Biogasbildung bei 70 Tagen Verweilzeit

Die Hochlastfaulung konnte mit der Verweilzeit von 20 d stabil und ohne Prozessinstabilititen betrieben
werden. Es wurden keine organischen Sauren akkumuliert und der pH-Wert der HLF lag mit 6,67 £ 0,09 im
Durchschnitt eher an der unteren Grenze des optimalen pH-Bereiches von 6,5 bis 7,5. Auf die
Biogasproduktion hatte dies keine erkennbaren Auswirkungen. Die Biogasproduktion lag im Durchschnitt bei
333 + 12 NL/d. Die Biogasbildung sowie die Methanbildung sind in Abbildung 25 dargestellt fir die Verweilzeit
von 15 d, 20 d sowie fir 70 d. Nach Umstellung der Verweilzeit auf 15 d stieg die Biogasproduktion zunachst
auf ca. 400 NL/d an und weiter auf 440 NL/d an. An den Tagen 227 und 228 sorgten Betriebsstérungen fur
eine verminderte Biogasproduktion. In Kapitel 2.8.4.3 (Seite 47 ff) werden diese naher erlautert. Die
Biogasproduktion der genannten Tage mit Betriebsstérungen wurden fir die Mittelwertbildung nicht
berucksichtigt, da geringe Biogaswerte nachweislich dadurch zustande kamen, dass Stérungen des Betriebs
oder der Messungen stattfanden. Daraus ergab sich ein Mittelwert der Biogasproduktion von 412 + 19 NL/d
fur die Verweilzeit von 15 d.

Die Biogasproduktion der REF verlief konstant bei etwa 115 + 10 NL/d.
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Abbildung 25: Zeitlicher Verlauf der taglichen Normbiogasproduktion (oben) und Normmethanproduktion (unten) der

Hochlastfaulung (HLF, rot) und der Referenzfaulung (REF, blau). Auf der Sekundéarachse ist die Verweilzeit der HLF
abgebildet. Die REF wurde durchgéngig mit einer Verweilzeit von 70 d betrieben.

2.8.4.3 Stabilitat der HLF mit der Verweilzeit von 15 Tagen

Wahrend des Betriebs mit der Verweilzeit 15 Tagen (Tag 193 bis 241) verlief der biologische Prozess der HLF
weitestgehend stabil. Nur durch eine anlagentechnisch bedingte Stérung der Biozénose trat zwischen Tag 226
bis 228 eine Prozessinstabilitat auf. Der FOS/TAC erwies sich als zuverlassiger Parameter zur Bewertung der
aktuellen Prozessstabilitdt. Im reguldren Betrieb waren keine organischen Sauren detektierbar und der
pH-Wert lag im Mittel mit 6,63 + 0,24 ahnlich niedrig wie bereits mit der Verweilzeit 20 Tage. Die
Biogasproduktion lag an Tagen ohne anlagentechnische Stérungen im Durchschnitt bei 412 + 19 NL/d.
Durch ein voriibergehendes Absenken des Fiillstandes gelangte voribergehend und kurzzeitig Sauerstoff in
den Reaktor. Daraufhin ging die Biogasausbeute auf ca. 210 NL/d zurlck. Der pH-Wert sank auf 5,8
(Abbildung 26). Gleichzeitig wurde ein Anstieg der Sdurekonzentrationen mit 0,28 g/L Propionat und 0,99 g/L
Acetat festgestellt (Abbildung 28). Der FOS/TAC stieg an auf 2,51 (Abbildung 27). Als Konsequenz wurde die
Fatterung vorsorglich fir 24 h abgeschaltet, um eine weitere Anhaufung von Sauren und damit eine
Ubersauerung des Reaktors zu vermeiden. Zuséatzlich wurde der pH-Wert des Reaktors durch die Zugabe von
ca. 2L 1 M NaOH auf pH 7 eingestellt, um die Milieubedingungen fur die Methanbildner anzupassen. Dazu
wurde eine Reaktorprobe von genau 100 mL mit 1 M NaOH unter stdndigem Ruhren auf pH 7 titriert. Das
daflr bendétigte NaOH-Volumen wurde auf das Reaktorvolumen von 130 L hochgerechnet. Die anschlieRende
Zugabe der Natronlauge erfolgte in 200 mL Schritten und Zeitabstanden von 20 min, um eine mdglichst
schonende Zugabe der Lauge zu gewabhrleisten.

An Tag 228 war die Biogasproduktion gegeniiber dem Vortag mit ca. 320 NL/d héher. Das Acetat war abgebaut
und die Propionat-Konzentration lag bei 0,42 g/L. Der pH-Wert war durch die Zugabe von NaOH auf 6,53
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angestiegen und der FOS/TAC lag mit 0,69 deutlich niedriger als am Tag zuvor. Trotz der geringen Mengen
an Propionsaure wurde die Futterung an diesem Tag wieder eingeschaltet, da sich der pH-Wert normalisiert
hatte und die Essigsaure abgebaut war.
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Abbildung 26: Zeitlicher Verlauf des pH-Werts der Hochlastfaulung (HLF, rot) fir die Verweilzeit von 20 Tage und fiur die
Verweilzeit von 15 Tagen, sowie zeitlicher Verlauf der hydraulischen Verweilzeit in der HLF. Dargestellt ist auch der

zeitliche Verlauf des pH-Werts firr die REF (HRT 70 d). (Zeitpunkt t = 120 d entspricht hier dem Zeitpunkt t = 320 d des
gesamten Untersuchungszeitraums.).
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Abbildung 27: Zeitlicher Verlauf des FOS-TAC der Hochlastfaulung (HLF, rot) fir die Verweilzeit von 20 Tage und fiir die
Verweilzeit von 15 Tagen, sowie zeitlicher Verlauf der hydraulischen Verweilzeit in der HLF. Dargestellt ist auch der
zeitliche Verlauf des FOS/TAC in der REF (HRT 70 d). (Zeitpunkt t = 120 d entspricht hier dem Zeitpunkt t = 320 d des
gesamten Untersuchungszeitraums.)
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Abbildung 28: Zeitlicher Verlauf der Saurekonzentrationen der Hochlastfaulung (HLF) fiir die Verweilzeit von 20 Tage und
fur die Verweilzeit von 15 Tagen, sowie fiir die hydraulische Verweilzeit in der HLF. (Zeitpunkt t = 120 d entspricht hier
dem Zeitpunkt t = 320 d des gesamten Untersuchungszeitraums.)

2.9 Maissilage als Monosubstrat fur verschiedene Verweilzeiten

Die kontinuierlichen Untersuchungen in den beiden Biogasanlagen wurden hinsichtlich der Biogasausbeute,
der Methanausbeute sowie der Biogas- und Methanproduktivitdt ausgewertet. Aullerdem wurde fir jede
Einstellung der Abbaugrad berechnet.

Die Verweilzeiten 30 d und 70 d wurden dabei vergleichend mit zwei Wiederholungen untersucht, die
aufeinanderfolgend mit den zwei Inbetriebnahmen (S1 und S2) mit Inokulum S1 und Inokulum S2 (beide aus
derselben Biogasanlage als Garrest zu unterschiedlichen Zeitpunkien entnommen und vorbehandelt)

inokuliert wurden.

Die Ergebnisse, die mit S2 erzielt wurden (entspricht ,nach Neustart) lagen in der HLF sowie in der REF Uber
den Ergebnissen, die in S1 erzielt wurden. D.h. fir S2 lagen die Ergebnisse fir die Produktivitat sowie fir die
Biogasausbeute etwas hoher als fiir die erste Inbetriebnahme S1. Vergleichbar waren hier nur die Ergebnisse
fur die Einstellung fir die hydraulische Verweilzeit 30 Tage und 70 Tage. Die Ergebnisse sind jeweils fiir diese

beiden Verweilzeiten vergleichend fur beide Inbetriebnahmen in den folgenden Abbildungen dargestellt.
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2.9.1 Biogasproduktivitat

Durch die Verkirzung der Verweilzeit konnte die Biogasproduktivitat deutlich erhéht werden. Mit einer
Verweilzeit von 15 Tagen konnte mit der Monovergarung von Maissilage mit 3,2 NL/L*d die hdchste
Biogasproduktivitat erreicht werden. Saureakkumulation in der Biogasanlage wurde nicht beobachtet. Die
Biogasproduktivitdt stieg mit zunehmendem Durchsatz, also kirzerer hydraulischer Verweilzeit an. Die
geringste Biogasproduktivitdt wurde in der REF mit der hydraulischen Verweilzeit von 70 Tagen erreicht mit
0,8 — 0,9 NL/L*d im zweiten Durchlauf, im Vergleich zu 0,7 NL/L*d im ersten Durchlauf S1. Dabei zeigte sich,
dass die Werte, die im ersten Durchlauf S1 mit der hydraulischen Verweilzeit von 30 Tagen und mit 70 Tagen
ermittelt wurden, etwas niedrigere Ergebnisse lieferten als mit S2. Allerdings war hier der stationare Zustand
auch erst annahernd erreicht.

Die Ergebnisse fiir die Biogasproduktivitat fir die beiden Biogasanlagen HLF und REF mit den beiden
Betriebsweisen sind in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Biogasproduktivitat fiir die Verweilzeiten 15 d, 20 d, 25 d, 30d und 35 d in der HLF sowie fur die Verweilzeit
von 70 d in der REF, jeweils auch vergleichend fiir die beiden Inbetriebnahmen S1 (schwarz) und S2 (blau).
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2.9.2 Methanproduktivitat

Durch die Verkirzung der Verweilzeit wurde auch die Methanproduktivitat deutlich erhdht. Mit einer Verweilzeit
von 15 Tagen konnte mit der Monovergarung von Maissilage mit 1,65 NL/L*d die hochste Methanproduktivitat
erreicht werden. Die Methanproduktivitat konnte mit zunehmendem Durchsatz, also kirzerer hydraulischer
Verweilzeit erhdht werden. Die geringste Biogasproduktivitdt wurde in der REF mit der hydraulischen
Verweilzeit von 70 Tagen erreicht mit 0,4 — 0,44 NL/L*d im zweiten Durchlauf S2, im Vergleich zu 0,33 NL/L*d
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im ersten Durchlauf S1. Dabei zeigte sich, dass die Werte, die im ersten Durchlauf S1 mit der hydraulischen
Verweilzeit von 30 Tagen und mit 70 Tagen ermittelt werden, etwas niedrigere Ergebnisse lieferten als mit S2.

Die Ergebnisse fur die Methanproduktivitat fir die beiden Biogasanlagen sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Methanproduktivitat fir die Verweilzeiten 15 d, 20 d, 25 d, 30d und 35 d in der HLF sowie fiir die Verweilzeit
von 70 d in der REF, jeweils auch vergleichend fur die beiden Inbetriebnahmen S1 (dunkel) und S2 (blau).
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2.9.3 Biogasertrag

Der Biogasertrag, der in der Monovergarung fir Maissilage ermittelt wurde, lag zwischen 688 NL/kg oTRinput
und 545 NL/kg oTRinput. Dabei wurden in der REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen die hdchste
Biogasausbeute erzielt. Durch die Verkirzung der Verweilzeit ging die Biogasausbeute mit klrzerer
Verweilzeit in der HLF etwas zurlick, so dass mit der der Verweilzeit von 15 Tagen mit 545 NL/kg oTRinput etwa
80 % der maximalen Biogasausbeute erreicht wurde. Dabei zeigte sich auch hier, dass die Werte, die im
ersten Durchlauf S1 mit der hydraulischen Verweilzeit von 30 Tagen und mit 70 Tagen ermittelt werden, etwas
niedrigere Ergebnisse lieferten als mit S2.

Die Ergebnisse fiir die Biogasausbeute fir die beiden Biogasanlagen sind in Abbildung 31 dargestellt.
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Abbildung 31: Biogasausbeute fur die Verweilzeiten 15 d, 20 d, 25 d, 30d und 35 d in der HLF sowie fir die Verweilzeit
von 70 d in der REF, jeweils auch vergleichend fiir die beiden Inbetriebnahmen S1 (grau) und S2 (rot).

2.9.4 Methanertrag

Der Methanertrag, der in der Monovergarung fir Maissilage ermittelt wurde, lag zwischen 347 NL/kg oTRinput
und 284 NL/kg oTRinput. Dabei wurde in der REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen die hochste Methanausbeute
erzielt. Durch die Verklrzung der Verweilzeit ging die Methanausbeute mit kirzerer Verweilzeit in der HLF
etwas zuriick, so dass mit der der Verweilzeit von 15 Tagen mit 284 NL/kg oTRinput €twa 82 % der maximalen
Methanausbeute erreicht wurde. Die Verkiirzung der Verweilzeit auf 15 Tage ging mit einer EinbulRe bei der
Methanausbeute im Vergleich zur Methanausbeute mit der Verweilzeit von 70 Tagen in der REF von 18 %
einher.

Dabei zeigte sich auch hier, dass die Werte, die im ersten Durchlauf S1 mit der hydraulischen Verweilzeit von
30 Tagen und mit 70 Tagen ermittelt werden, etwas niedrigere Ergebnisse lieferten als mit S2.

Die Ergebnisse fir die Methanausbeute fiir die beiden Biogasanlagen sind in Abbildung 32 dargestellit.
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Abbildung 32: Methanausbeute fur die Verweilzeiten 15 d, 20 d, 25 d, 30d und 35 d in der HLF sowie fir die Verweilzeit
von 70 d in der REF, jeweils auch vergleichend fur die beiden Inbetriebnahmen S1 (grau) und S2 (griin).
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2.9.5 Abbaugrad

Der Abbaugrad wurde fir die Verweilzeit 15 d, 20 d, 25 d und 30 d fur die HLF sowie vergleichend fir die
Verweilzeit von 70 d in der REF berechnet. Der Abbaugrad wurde dabei fiir jede Einstellung aus den oTR-
Differenzen im Zu- und Ablauf der Biogasanlagen berechnet. Im Vergleich dazu wurde der Abbaugrad auch
aus der Differenz der Masse im Zulauf der Anlage sowie aus der Biogasmasse berechnet.

Die Ergebnisse zeigen, dass die aus den oTR-Werten berechneten Abbaugrade niedrigere Abbaugrade
ergaben als die aus der Biogasmasse berechneten. Der Abbaugrad, der in der Monovergarung fur Maissilage
aus der oTR berechnet wurde, lag zwischen 71 % und 82 %. Dabei wurde fiir die REF mit der Verweilzeit von
70 Tagen der héchste Abbaugrad von 82 % erreicht. Durch die Verkirzung der Verweilzeit ging der Abbaugrad
mit kirzerer Verweilzeit in der HLF allmahlich zurlick, so dass in der HLF mit der Verweilzeit von 15 Tagen mit
71 % der niedrigste Abbaugrad erreicht wurde. Die Verkirzung der Verweilzeit auf 15 Tage ging mit einer
EinbulRe beim Abbaugrad von 15 Prozentpunkten einher im Vergleich mit dem Abbaugrad mit der Verweilzeit
von 70 Tagen in der REF.

Vergleicht man die Abbaugrade, die mit der Masse des Biogases berechnet wurde, so wurde in der REF mit
89 % der hochste Abbaugrad erreicht und in der HLF mit einer Verweilzeit von 15 Tagen der niedrigste
Abbaugrad mit 72 %.

In der Literatur wird fir den Abbaugrad Gber oTR ein Erwartungswert von 70 % (Reinhard, 2005) und fir den
Abbaugrad Uber das Biogas von 85 % (KTBL) angegeben. Die Untersuchungen von Mahnert (2007)
bestatigten, dass der Abbaugrad Uber Biogas hoher liegt als der Abbaugrad tiber oTR. Denn der Abbaugrad

Uber den oTR erfasst zusatzlich auch den oTR aus der Biomasse (Mahnert, 2007).
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Die Ergebnisse flir den Abbaugrad fiir die beiden Biogasanlagen berechnet aus dem gebildeten Biogas sowie

aus den oTR-Wert sind vergleichend in Abbildung 33 dargestellit.
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Abbildung 33: Abbaugrad fir die Verweilzeiten 15 d, 20 d, 25 d und 30 d in der HLF sowie fir die Verweilzeit von 70 d in
der REF, jeweils vergleichend dargestellt fir die Berechnung aus der oTR-Differenz im Zu- und Ablauf, sowie Uber die
Berechnung aus der Uber das Biogas abgeflihrten Masse.

2.9.6 Zusammenfassung der kontinuierlichen Untersuchungen mit dem

Monosubstrat Maissilage

Es zeigte sich, dass mit zunehmendem Durchsatz, also kiirzerer hydraulischer Verweilzeit die
Biogasproduktivitdt sowie die Methanproduktivitdt gesteigert werden konnten. Allerdings ging mit
zunehmendem Durchsatz die Biogasausbeute etwas zurick. In Abbildung 34 sind die Biogasproduktivitat
sowie die Biogasausbeute als Funktion der hydraulischen Verweilzeit vergleichend dargestellt. In Abbildung
35 sind die Methanproduktivitdt sowie die Methanausbeute als Funktion der Verweilzeit vergleichend
dargestellt. In Abbildung 36 sind die Methanproduktivitit sowie die Methanausbeute als Funktion der
organischen Raumbelastung OLR vergleichend dargestellt. Mit zunehmender organischer Raumbelastung
war ein Anstieg der Methanproduktivitat von 0,4 NL/L*d fiir die organische Raumbelastung von 1,3 g/I*d auf

1,65NL/L*d fir die organische Raumbelastung von 5,8 g/L*d zu verzeichnen.

In Tabelle 10 sind die Ergebnisse, die mit den hydraulischen Verweilzeiten 15, 20, 25, 30 und 35 Tagen in der
HLF sowie mit der hydraulischen Verweilzeit von 70 Tagen in der REF mit dem Monosubstrat Maissilage erzielt
wurden, zusammengefasst. Die Ergebnisse wurden mit den Anlagen HLF und REF, die beide im

Langzeitbetrieb betrieben wurden, erarbeitet.
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Abbildung 34: Biogasproduktivitdit sowie Biogasausbeute als Funktion der hydraulischen Verweilzeit HRT fir die
Monovergarung von Maissilage
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Abbildung 35: Methanproduktivitat sowie Methanausbeute als Funktion der hydraulischen Verweilzeit HRT
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Abbildung 36: Methanproduktivitat sowie Methanausbeute als Funktion der organischen Raumbelastung OLR.

Die Hochlastfaulung und Referenzfaulung wurden erfolgreich mit den Verweilzeiten von 20 d und 15 d bzw.
70 d betrieben. Mit der Senkung der Verweilzeit von 20 d auf 15 d stieg die Biogasproduktivitat entsprechend
dem hoheren Substratdurchsatz an. Gleichzeitig sanken Biogasausbeute und Abbaugrad um jeweils ca. 5 %.
Die Biogasausbeute in der Referenzfaulung mit der Verweilzeit von 70 d war 20 % hoher als die
Biogasausbeute in der HLF mit der Verweilzeit von 20 d bzw. 25 % hdher als die Biogasausbeute in der HLF
mit der Verweilzeit von 15 d. Der Abbaugrad der Referenzfaulung (berechnet Gber Biogas) war mit 89 % hdher
als die Abbaugrade in der HLF mit den Verweilzeiten von 20 d und 15 d, die bei 76 % bzw. 72 % lagen.
Allerdings wurde in der REF eine wesentlich geringere Biogasproduktivitat von 0,87 £ 0,07 NL/(L-d) erreicht
im Vergleich zu 2,56 + 0,10 NL/(L-d) bei 20 d Verweilzeit und 3,17 + 0,15 NL/(L-d) bei 15 d Verweilzeit in der
HLF .

Die Hochlastfaulung wurde Uber lange Zeit stabil mit 15 d Verweilzeit betrieben, allerdings fuhrte ein
voribergehender kurzzeitiger Sauerstoffeintrag zur voriibergehenden Akkumulation von Sauren (Vergleiche
Kapitel 2.8.4.3). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die Verweilzeit von 15 d nahe bei der erreichbaren Grenze
fur die Verweilzeit liegt, mit der ein zuverlassiger, effizienter und stabiler Betrieb der Hochlastfaulung méglich
ist.
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Tabelle 10: Zusammenfassung der untersuchten Parameter mit den zugehdrenden Einstellungen und Ergebnissen.

Hydraulische
15d 20d 25d 30d 35d 70d
Verweilzeit
Durchsatz (L/d) 8,6 6,5 5,2 4,3 3,7 1,86
Futterungsintervall
) 41 54 68 82 95 190
(min)
OLR (g/L*d) 5,8 4,5 3,4 2,8 2,4 1,3
oTR-Abbaugrad (%) | 71 72 72 76 72 82
oTR-Abbaugrad (%)
) 72 76 78 80 84 89
Biogas
Biogas (NL/d) 412 333 262 224 158 113
Methan (NL/d) 215 169 131 113 77 57
Biogasausbeute
(NL/kg FM 192 204 205 203 205 243
Maissilage)
Biogasausbeute
545 572 584 600 623 688
(NL/kg oTR)
Methanausbeute
284 288 293 302 304 347
(NL/kg oTR)
Biogas Produktivitat
3,17 2,56 2,01 1,72 1,2 0,87
(NL/L*d)
Methanproduktivitat
1,65 1,29 1,01 0,87 0,6 0,44
(NL/L*d)

2.9.7 Charakterisierung der Garreste

Jeweils im stationéren Zustand der Anlage wurden vor der Anderung des Durchsatzes Analysen der Garreste
hinsichtlich der Zusammensetzung der Garreste sowie des Restgaspotentials durchgefihrt. In Tabelle 11 sind

wesentliche Analysenparameter fir die Garreste zusammengefasst.

Tabelle 11: Analysenergebnisse der Garreste aus der HLF mit einer Verweilzeit von 15 d, 20, d, 25 d, 35 d, 40 d sowie fiir
den Garrest aus der REF mit einer Verweilzeit von 70 d, Proben jeweils aus der Anlage entnommen im stationaren
Zustand.

HRT 15d HRT 20d HRT 25d HRT 30d HRT 35d HRT 70d
pH-Wert 6,6 6,7 6,72 7,22 7,2 7,3
TR (% FM) 2,91 2,92 2,85 2,65 2,3 2,05
oTR (% FM) 2,53 2,51 2,41 2,08 1,9 1,59
oTR/TR (%) 87 86 85 78 83 78

Die Garreste wurden hinsichtlich ihrer Zusammensetzung des Trockenriickstands untersucht. In Abbildung 37
sind die Ergebnisse fur die Garrickstande, die bei der Verweilzeit von 70 Tagen sowie von 25 Tagen, 20 und
15 Tagen aus den beiden Anlagen entnommen wurden, dargestellt. Es zeigte sich, dass der Pektinanteil sowie

auch der Hemicelluloseanteil mit abnehmender Verweilzeit zuriickgeht. Der Pektinanteil ging von 23 % bei
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einer Verweilzeit von 25 Tagen auf 17 % (jeweils bezogen auf den TR-Gehalt) bei einer Verweilzeit von 15
Tagen zurtick. Der Anteil der Hemicellulosen ging entsprechend von 19 % auf 11 % zurlck. Dagegen wurde
ein Anstieg des Celluloseanteils festgestellt von 14 % bei einer Verweilzeit von 25 Tagen auf 23% bei einer

Verweilzeit von 15 Tagen.
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Abbildung 37: Analysenergebnisse fiir die Garreste aus der HLF fiir die Verweilzeiten von 25 d, 20 d und 15 d im Vergleich
zum Garrest aus der REF mit der Verweilzeit von 70 d. Proben jeweils entnommen im stationaren Zustand der Anlage
(Angabe der Fraktionen in % des durch Gefriertrocknung erhaltenen Trockenriickstands; Feststofffraktionierung, in
Anlehnung an Datta, 1981)

In Abbildung 38 sind die Ergebnisse der Garrickstande dargestellt, die bei der Verweilzeit von 70 Tagen aus
der REF sowie bei der Verweilzeit von 15 Tagen aus der HLF entnommen wurden, im Vergleich mit den
Ergebnissen fir das Substrat aus dem Vorratsgefal (VG MS). Es zeigte sich, dass der Anteil des Lignins
sowie der Anteil der veraschbaren Substanzen (nicht abbaubare Organik) am TR erwartungsgemaf anstieg.

Auch der Anteil der Asche (Anorganik) war angestiegen.
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Abbildung 38: Analysenergebnisse fiir den Garrest aus der HLF fiir die Verweilzeit von 15 d sowie fiir den Garrest aus der
REF mit der Verweilzeit von 70 d (Proben jeweils entnommen im stationdren Zustand der Anlage) im Vergleich zum
Substrat Maissilage, entnommen aus dem Vorratsgefa. (Angabe der Fraktionen in % des durch Gefriertrocknung
erhaltenen Trockenrlickstands; Feststofffraktionierung, in Anlehnung an Datta, 1981)

2.9.8 Bestimmung des Restgaspotentials

Fir die Bestimmung des Restgaspotentials wurde Garrest eingesetzt, der im stationdren Zustand fir die
Verweilzeiten 35 d, 20 d, 15 Tage aus der HLF entnommen wurde und der im stationaren Zustand fur die
Verweilzeit von 70 Tagen aus der HLF entnommen wurde. Es wurde jeweils 1 L Garrest im Dreifachansatz bei
51° C inkubiert (in Anlehnung an VDI 4630). So konnte das energetisch noch ausnutzbare Potenzial fiir jeden
Garrest quantifiziert werden. In Abbildung 39 ist der zeitliche Verlauf der Biogasbildung aus den
Versuchsansatzen mit den entsprechenden Garresten zur Restgaspotentialbestimmung beispielhaft fir

ausgewahlte Ansatze dargestellt. Die Ansatze wurde jeweils nach etwa 30 Tagen beendet.
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Abbildung 39: Zeitlicher Verlauf der Restgasbildung aus den Garresten der HLF fiir die Verweilzeit 15 d und 20 d, sowie
aus der REF fir die Verweilzeit 70 d.

Es zeigte sich, dass die Biogasbildung aus den Garresten aus der HLF vergleichsweise schnell erfolgte. Der
zeitliche Verlauf der Biogasrate ist in Abbildung 40 dargestellt. Die hdchsten Biogasraten zeigten sich in den
ersten 5 Tagen. Schon nach einer Inkubationszeit von 20 Tagen lag in allen Ansatzen die Biogasrate unter
100 ml/d. So kann mit einer zweiten Stufe, z. B. als Nachgéarer, die unkontrollierte Methanemission schon

wahrend einer vergleichsweise kurzen Zeit vermieden werden.
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Abbildung 40: Zeitlicher Verlauf der Biogasrate in den Batch-Ansatzen zur Quantifizierung des Rest-Biogaspotentials fur
die Garreste aus der HLF fiir die Verweilzeiten von 15 d und 20 d sowie fiir den Garrest aus der REF mit der Verweilzeit
von 70 d.

Die Berechnung des Restgaspotenzials erfolgte nach Liebetrau et al. (2013). Zur Berechnung des
Restgaspotentials wurde zunachst die Ausbeute an Biogas pro Kilogramm oTR im 1 L Reaktor berechnet.
Nach Gleichung (1) wurde das im 1 L Reaktor gebildete Normbiogasvolumen auf die im 1 L Reaktor enthaltene
Masse an oTR bezogen.

_ Vinre (1)
Yoe = ———+5—
mGR - OTRR
Yre Restgasausbeute pro Kilogramm oTR [NL/kgotr]
Vier N RG gebildetes Restgas-Volumen bei Normbedingungen [NL]
Mmeg Masse des Garrests im 1 L-Reaktor [kg]
oTRy 0TR des Reaktors, von dem die Probe entnommen wurde [%]

AnschlieBend wurde das tagliche Restgas im Garrest des Reaktors V. Uber Gleichung (2) berechnet, indem
die Restgasausbeute mit dem taglich abflieRenden Garrest-Massenstrom und dem oTR der Biogasanlage

(HLF) multipliziert wurde. Das Ergebnis entspricht dem taglichen Verlust an Biogas.

VRG = Yrg - Mg - OTRg )
Ve tagliches Restgas im Garrest der Biogas-Anlage [NL/d]
Mg Massenstrom des Garrests, berechnet nach (3) [kg/d]

Der Garrest-Massenstrom ri;;, wurde nach Gleichung 3 berechnet, durch Differenzbildung zwischen dem

Frischmassen-Massenstrom 7z ,,, und dem gebildeten Biogas-Massenstrom ;.
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Mgr = (mFM,zu — Mpg) (3)

Mgg Massenstrom des Garrests [kg/d]
Mem Frischmassenstrom [kgrm/d]
Mgg Massenstrom des gebildeten Biogases im Reaktor [kg/d]

Fir die Berechnung des Restgaspotenzials RGP wurde das tagliche Restgas im Gérrest V, auf die tagliche
Biogasproduktion im Reaktor bezogen. Nach Gleichung (4) wurde dafiir der tagliche Restgas-Volumenstrom

im Garrest aus (2) auf die tagliche Normbiogasproduktion der Biogasanlage bezogen.

1% 4

RGP = ¢ “
tr,N,BG

RGP Restgaspotenzial [%]

Vre tagliches Restgas im Garrest der Biogas-Anlage [NL/d]

Vern.5G Biogasproduktion, trockenes Gas bei Normbedingungen [NL/d]

Es zeigte sich, dass der Garrest, der aus der HLF mit der Verweilzeit von 15 d entnommen wurde, das hdchste
Biogaspotenzial hatte. Es lag mit etwa 8 NL/L Garrest am hdchsten. Dies wirde mit einem Restbiogaspotential
von 64 NL/d einem taglichen Verlust von etwa 15 % der taglichen Biogasproduktion entsprechen.

Fir den Garrest, der aus der HLF mit der Verweilzeit von 20 d entnommen wurde, wurde mit 7,15 NL/L Garrest
das zweithdchste Biogaspotenzial ermittelt. Dies wirde mit 36 NL/d einem taglichen Verlust von etwa 11 %
der taglichen Biogasproduktion entsprechen. Fiir den Garrest, der aus der HLF mit der Verweilzeit von 35 d
entnommen wurde, wurde ein Biogaspotenzial von 2,24 NL/Lgarest ermittelt. Dies wirde mit 7,8 NL/d einem
taglichen Verlust von etwa 5 % der taglichen Biogasproduktion entsprechen. Fir den Garrest, der aus der REF
mit der Verweilzeit von 70 d entnommen wurde, lag das Biogaspotenzial bei etwa 1 NL/L Garrest. Das wiirde
einem Biogasverlust von etwa 1,5 % entsprechen. Das bedeutet, dass die Maissilage schon in der REF mit
der Verweilzeit von 70 d nahezu vollstandig zu Biogas umgesetzt wurde.

Allerdings zeigte sich auch, dass schon in vergleichsweise kurzen Fermentationsdauern in den Batch-
Ansatzen die weitere Biogasbildung, die hier als Restbiogas erfasst wurde, relativ rasch erfolgte. D. h. das hier
ermittelte Restgaspotential kann in einer zweiten Stufe gewonnen werden und tragt so zur Biogasausbeute
bei. Nach 10 Tagen Fermentationsdauer lag die tagliche Biogasbildung unter 500 ml/d und damit unter 1 %
Restgaspotential (Abbildung 40). Das Restgaspotential konnte mit der HLF hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs
der Bildung und Freisetzung deutlich reduziert werden.

Die Ergebnisse fur die Bestimmung der Restgaspotenziale aus den Garresten der HLF sowie aus dem Garrest

der REF sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12: Restbiogaspotenziale der Garreste aus der HLF fiir die Verweilzeit 15, 20 und 35 Tage sowie fiir den Garrest
aus der REF fir die Verweilzeit von 70 Tagen

Verweilzeit (d) 15 20d 35 70
Y_RG

(NL/g oTR
Biogas 0,316 0,238 0,115 0,06

Garrest)
(NL/goTReingesetzt)
Berechnet:
Spez. 7,98 * 2,24 + 1,01 t

) (NL/LGarrest) 7,15
Restgaspotential 0,94 0,55 0,58
Restbiogaspotential
. (NL/d) 64 +8 36+9 7,8 2+0
VRG
Restbiogaspotential (% der taglichen 10,9 =
) ) 15,6 +1,8 49 1,5+0,0

RGP Biogasproduktion) 2,6

2.9.9 Quantifizierung der Energieausbeute

Der Energieertrag aus dem Substrat Maissilage wurde fur die beiden verschiedenen Prozessfuhrungen in der
HLF mit einer Verweilzeit von 15 Tagen, mit der Verweilzeit von 20 Tagen und in der REF mit der Verweilzeit
von 70 Tagen berechnet und verglichen. Dazu wurde der oTR-Gehalt des Monosubstrats Maissilage in einer
1:4 Verdiinnung mit Wasser zugrunde gelegt, mit der die Untersuchungen durchgefiihrt wurden.

Zunachst wurde das Biogaspotential berechnet, das sich aus dem in der Biogasanlage gebildeten Biogas
sowie aus dem Restgaspotential zusammensetzte. So ergab sich fiir die REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen
ein Biogaspotential von 701 NL/g oTRinput. Das Biogaspotential in der HLF mit einer Verweilzeit von 15 Tagen
lag bei 628 NL/g oTRinput, das Biogaspotential fir die Verweilzeit 20 lag bei 614 NL/g oTRinput. Die Werte sind

in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Biogaspotential fiir die verschiedenen Verweilzeiten 15 d, 20 d und 35 d in der HLF sowie 70 d in der REF

Verweilzeit 15d 20d 35d 70d
Biogas (NL/d) 412 333 158 113
Restbiogas (NL/d) 64 36 8 2
Biogaspotential gesamt (NL/d) 476 369 164 115
Biogaspotential (NL/g oTR input) 628 633 501 701

Mit einer Biogasanlage mit einem Fermentervolumen von 3000 m?3 wiirde mit 15 Tagen Verweilzeit mit der 1:4
verdiinnten Maissilage eine Biogasproduktion von 9510 m3/d erfolgen, mit einer Verweilzeit von 70 d im
gleichen Fermentervolumen wiirden 2550 m?® Biogas taglich produziert. Das wiirde bei einer Verweilzeit von
15 Tagen einer Stromproduktion von 22253 kwe/d entsprechen. Mit einer Verweilzeit von 70 Tagen wirden
taglich daraus 5967 kwe produziert (Wirkungsgrad 36 %). Mit einer eingesetzten oTR von 3,78 t/d
(70 d Verweilzeit) bzw. 17,5 t/d (15 d Verweilzeit) entsprache das einer Stromproduktion von 1577 kWhe/t cTR
mit einer Verweilzeit von 70 d bzw. 1274 kWhe/t 0TR mit einer Verweilzeit von 15 Tagen. Diese Berechnungen

sind in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Berucksichtigt man das Restgaspotential und zahlt es zur taglichen Biogasproduktion im Fermenter dazu, so
ergibt sich mit einer eingesetzten oTR von 3,78t/d (70 d Verweilzeit) eine Stromproduktion von
1640 kWhe/t oTR bzw. mit einer eingesetzten oTR von 17,5 t/d (15 d Verweilzeit) entsprache das einer
Stromproduktion von 1471 kWhe/t oTR. Fir die Verweilzeit von 20 d ware eine Stromproduktion von 1481

kWhe/t oTR zu erreichen. Diese Berechnungen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.

Tabelle 14: Vergleichende Zusammenfassung der Energieausbeute und Stromproduktion auf Basis der hier erzielten
Biogasproduktion (ohne Beriicksichtigung des Restgaspotentials) fiir die Verweilzeiten 15 d, 20 d und 70 Tage.

Annahme Verweilzeit 15d 20d 70d
Technikumsanlagen: Biogas (NL/L*d) 3,17 2,56 0,85
Technikumsanlagen: oTR in (kg/d) 0,757 0,583 0,164
Fermenter 3000 m3: Biogas (Nm3/d) 9510 7680 2550
Energieinhalt 6,5 kWh/m3: Energie (kWh/d) 61815 49920 16575
Verstromung BHKW,

elektrische Energie Energie (kWhe/d) 22253 17971 5967

(Wirkungsgrad 36 %)
Verstromung BHKW, thermische

_ . Energie (kWhtn/d) 30908 24960 8288
Energie (Wirkungsgrad 50 %)

Fermenter 3000 m3; oTR input (t/d) 17,5 13,5 3,8
Spez.
Stromproduktion 1274 1336 1577
(kWh/t oTR)

Tabelle 15: Vergleichende Zusammenfassung der Energieausbeute und Stromproduktion auf Basis der hier erzielten
Biogasproduktion mit Berlicksichtigung des Restgaspotentials fiir die Verweilzeiten 15 d, 20 d und 70 Tage.

Annahme Verweilzeit 15d 20d 70d
Technikumsanlagen: Biogas (NL/L*d) 3,66 2,84 0,88
Verstromung BHKW,

elektrische Energie Energie (kWhe/d) 25704 19926 6210

(Wirkungsgrad 36 %)
Verstromung BHKW, thermische

_ . Energie (kWhin/d) 35700 27675 8625
Energie (Wirkungsgrad 50 %)

Fermenter 3000 m3; oTR input (t/d) 17,5 13,5 3,8
Spez.
Stromproduktion 1471 1481 1640
(kWh/t oTR)

Der Warmebedarf fiir Biogasanlagen wird mit 7,9 kWh/m?® Fermentervolumen fiir Biogasanlagen mit einer
Verweilzeit von < 50 d angegeben (Gerber, 2009). Fir Biogasanlagen mit Verweilzeiten von > 50 d wird ein
Warmebedarf von 6,5 kWh/m3 Fermentervolumen angegeben (Gerber, 2009). Das aus einer t Frischmasse

Maissilage (unverdiinnt) erzeugte Biogas lag fir die Verweilzeit von 15 Tagen bei 192 NL, fur die Verweilzeit
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von 20 Tagen bei 204 NL und fiir die Verweilzeit von 70 Tagen bei 243 NL. Bezogen auf die Biogasproduktion
pro m3 Fermentervolumen entspricht das 12,8 NL/m?3 firr die Verweilzeit von 15 Tagen, 10,2 NL/m3 flr die
Verweilzeit von 20 Tagen und 3,5 NL/m3Fermentervolumen fir die Verweilzeit von 70 Tagen. Die daraus mit
dem BHKW gewonnene Warme wiirde bei 41,6 kWh/m?3 (Verweilzeit 15 d), 33,2 kWh/m3 (Verweilzeit 20 d)
bzw. 11,3 kWh/m3 (Verweilzeit 70 d) liegen.

Die Nettowarme lage dann bei 33,7 kWh/m3 flr die Verweilzeit von 15 Tagen, 25,3 kWh/m3 fiir die Verweilzeit
von 20 Tagen und bei 4,8 kWh/m? fiir die Verweilzeit von 70 Tagen (Tabelle 16).

Tabelle 16: Berechnung der Produktivitaten fir Strom sowie die Nettowarme flr die beiden Betriebsweisen HLF mit einer
Verweilzeit von 15 Tagen und der Verweilzeit von 20 Tagen und in der REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen.

Verweilzeit 15d 20d 70d
Gerber (2009) Warmebedarf (kWh/m3 Fermentervolumen) 7,9 7.9 6,5
Biogas (NL/t FM MS) 192 204 243
Biogas (NL/m? Fermentervolumen) 12,8 10,2 3,5
Warmeproduktion (kWhin/m3
41,6 33,2 11,3
Fermentervolumen)
Nettowarme (kWhi/m?3 Fermentervolumen) 33,7 25,3 4.8
Verstromung BHKW, | Stromproduktion (kWh e./m3 Fermentervolumen)
30 23,9 8,1

Wirkungsgrad 36 %
FM MS: Feuchtmasse Maissilage

Bei einer héheren Beschickungsmenge, d.h. mit steigendem Durchsatz und sinkender Verweilzeit, steigt der
Warmebedarf fur die Aufheizung des héheren Substratstroms. Allerdings steigen auch die Gasproduktion und
damit die Produktion an Strom und Warme. Die Gegenuberstellung von Strom- bzw. Warmebedarf und Strom-
bzw. Warmeproduktion zeigte, dass anteilig mehr Strom und Warme produziert als verbraucht wird, mit

zunehmender Faulraumbelastung (Gerber, 2009).

2.10 Mikrobiologische Untersuchungen an allen eingesetzten Inokuli und in den

kontinuierlichen betriebenen Biogasanlagen zu verschiedenen Zeitpunkten

2.10.1 Mikrobiom-Charakterisierung verschiedener Inokula

Im Rahmen des anfanglichen Inokulum-Screenings (Kapitel 2.1.2 und 2.1.3) wurden neben dort
beschriebenen Analysen und Batch-Experimenten zur Quantifizierung der Biogasausbeuten auch Proben zur
Mikrobiomcharakterisierung genommen. Von jedem Inokulum wurden ca. 2 ml frisch enthommen und bei
mindestens -20° C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert. Hierbei wurde Uberprift, ob sich Korrelationen
zwischen der Starter-Population und den Betriebsbedingungen und dem Biogaspotential ableiten lassen. Eine
Ubersicht der getesteten Inokula mit spezifischen Charakteristika ist in Tabelle 1, Tabelle 2 und Tabelle 3 zu
finden. Darlber hinaus sind in Kapitel 2.1.2 (S. 17 f) noch weitere Ergebnisse zu finden.

Die mit den hier untersuchten Inokula erzielten Ergebnisse hinsichtlich der Biogasausbeuten sind in Abbildung
6 bis Abbildung 9 dargestellt.
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Fir die Charakterisierung der mikrobiologischen Zusammensetzung der Inokula mit Hilfe des Next-Generation
Sequencing (NGS) wurde zunachst zur schnelleren Probenvorbereitung ein neues DNA Isolationskit getestet.
In  der Literatur ist beschrieben, dass ein mechanischer Aufschluss fir komplexe
Mikroorganismenpopulationen am Geeignetsten ist, da so das Verhaltnis der Populationen zueinander am
wenigsten verzerrt wird. Aus diesem Grund erfolgte der Aufschluss bisher via Retsch-Muhle unter
Kryobedingungen. Dabei wurden 1-2 ml der Probe direkt in flissigen Stickstoff pipettiert, um eingefrorene
Zellperlen zu erhalten, die in einem Teflon-Behalter mit einer Wolfram-Carbid-Kugel unter Kryo-Bedingungen
bei einer Frequenz von 30 Hz zerschreddert wurden. Aus diesem Zellpulver wurde anschliefend mit dem
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) die gDNA isoliert.

Um den damit verbundenen erheblichen Zeitaufwand zu reduzieren, wurde das ZR Fecal DNA MiniPrep™ Kit
von Zymo Research getestet, bei welchem der mechanische Aufschluss mit Hilfe von ZR BashingBeads™ in
einem Hochgeschwindigkeitsvortexer nach den Herstellerangaben erfolgt. Dabei reichten ca. 300ul der Probe
in unbehandelten Zustand. Die DNA aus anaeroben Schlammen konnte mit dieser Methode sogar in besserer

Qualitat und nahezu identischer Quantitat aufgereinigt werden (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Aufschluss und Isolation der genomischen DNA (gDNA) aus der Biogasanlage. Aus Inokulum 8 wurde je
einmal gDNA mittels dem neuen ZR Fecal DNA MiniPrep™ Kit von Zymo Research und der alteren, konventionellen
Methode mittels Kryo-Aufschluss an der Retsch-Kugelmihle plus Qiaamp Mini Kit von Qiagen isoliert. Die
Qualitatskontrolle erfolgte am Fragment Analyzer mit dem HS gDNA Kit: (A) Gel-ahnliche Darstellung; (B)
Elektropherogramm.

Zur Bestimmung der mikrobiellen Zusammensetzung der verschiedenen Inokula wurde auf Grund hdherer
Genauigkeit die Methode des whole genome shotqun sequencings (WGS) angewandt. Bei dieser Methode
wird nicht eine bestimmte Region im Genom amplifiziert, sondern das gesamte Metagenom betrachtet. In
Abbildung 42 ist die Vorgehensweise der WGS Methode schematisch dargestellt.
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genomic DNA

~ # sequencing randomly
F\/:J % /C generated small pieces
-~ (shotgun approach)
AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCA AAAAAAAGAGTCTCTGACAGCAGC
reassembly sequences by looking for
overlapping regions

AGCTTTTCATTCTGACTGCAACGGGCAATATGTCTCTGTGTGGATTAAAAAAAGAGTCTCTGACAGCAGC

Abbildung 42: Schematische Darstellung des whole genome shotgun sequencing - Ansatzes.

Um nun die metagenomische DNA sequenzieren zu kdénnen, musste diese in eine sequenzierfahige
DNA-Bibliothek umgewandelt werden. Dafiir wurde das Nextera DNA Library Preparation Kit von lllumina nach
den Herstellerangaben verwendet (Inputmenge 25-50 ng gDNA). In Abbildung 43 ist beispielhaft die
Qualitatskontrolle einer DNA-Sequenzierbibliothek dargestellt.
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Abbildung 43: Qualitatskontrolle einer DNA-Sequenzierbibliothek am Fragment Analyzer mittels HS NGS 1-6000 Kit.

Die Sequenzierung erfolgte im paired-end Modus mit 2 x 150 Basen am HiSeq2500 und einer
durchschnittlichen Sequenziertiefe von 26 Mio. Read-Paaren. Die Daten durchliefen ein Polishing, bei dem
Reste der Sequenzier-Adapter und Low-Quality Basen entfernt wurden, um Mismatches beim Abgleich mit
den Datenbanken zu minimieren. In Anbetracht der Tatsache, dass selbst die umfassendste Datenbank
RefSeq (RefSeg-db) kaum Organismen beinhaltet, die in diesem hoch spezialisierten Milieu der
Biogasproduktion wachsen (< 3%), wurden die Daten mit einer zu Beginn der Projektlaufzeit verdffentlichten
Biogas-Datenbank als Referenzdatenbank eingesetzt (Symbio-db; https://biogasmicrobiome.env.dtu.dk,
(Campanaro et al., 2016; Treu et al., 2016). Die Mapping-Raten lagen zwischen 5.6 - 54.5% (im Schnitt bei
34%; Tabelle 17) und somit deutlich héher als nach dem Abgleich mit der RefSeqg-db (< 3%).
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Tabelle 17: Sequenzier-Statistik der Inokula-Proben.

Sequenzierte Eindeutig
Inokulum Beschreibung Read-Paare = gemapped ...in %
1 Forschungsanlage 130l; Amaranthsilage 23,978,199 7,329,158 30.6%
2 Forschungsanlage 130l; G, MS, et al. 29,617,834 11,922,429 40.3%
3 Klaranlage 1; Klarschlamm 25,960,711 1,937,488 7.5%
4 Klaranlage 2; Klarschlamm 26,783,206 1,493,333 5.6%
5 Biogasanlage 1; G, MS, org. Abfille 27,680,667 14,433,702 52.1%
6 Biogasanlage 2; G, MS, Pferdemist, 2. Stufe 28,949,119 12,836,342 44.3%
7 Biogasanlage 2; G, MS, Pferdemist, 1. Stufe 18,480,838 9,608,828 52.0%
8 Biogasanlage 3; MS, GS 23458736 12,788,168 54.5%
9 Biogasanlage 4; MS 31,912,364 7,534,172 23.6%
10 Biogasanlage 5; G, MS, Pferdemist 25,645,603 7,961,334 31.0%

Auf diese Weise konnte nun fiir jedes Inokulum ein spezifisches Mikrobiom aufgedeckt werden und fir jede
detektierte Art deren relative Populationsanteile berechnet werden. Fir die Gesamtbetrachtung wurde
zunachst eine Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) der mikrobiologischen
Zusammensetzung der Inokula durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob inwieweit sie tatsachlich spezifisch oder
aber eher identisch sind. 84.56% der Varianz wurden dabei durch drei Hauptkomponenten erfasst, die in
Abbildung 44 dargestellt sind. Insgesamt wurden vier diskriminierende Mikrobiomprofile aufgedeckt, die in vier

Gruppen aufgeteilt und im Folgenden erlautert werden.

Abbildung 44: Hauptkomponentenanalyse der mikrobiellen Zusammensetzung der Inokula. Insgesamt sind vier Gruppen
identifiziert und farblich wie folgt gekennzeichnet: blau = mit Maissilage betriebene Anlagen (In2, 5, 6, 7, 8 und 9); griin =
mit Klarschlamm betriebene Anlagen (In3, In 4); orange = mit Amarant betriebene Anlage (In1); braun = unspezifiziert
(In10).

Aufféllig bei dieser Analyse war, dass sich eine grofere Gruppe von 6 Mikrobiomen ergab (Inokulum 2, 5, 6,
7, 8 und 9), die sich deutlich von den anderen Profilen unterschied. Diese Inokula stammen alle aus Anlagen,
die Maissilage als Substrat verarbeiten. Demnach verfiigen sie Uber spezifische Mikroorganismen, die sich

gut auf das Substrat Mais angepasst haben. Auch Inokulum 10 stammte aus einer Anlage, die mit Maissilage
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als Substrat arbeitet. Allerdings ergab die Hauptkomponentenanalyse fiir dieses Inokulum keine Ahnlichkeit
mit den Inokula 2, 5, 6, 7, 8 und 9. Die Anlage, aus der Inokulum 10 entnommen wurde, arbeitete im
Unterschied zu den Ubrigen Maissilage-Anlagen mit Kavitation zur Desintegration im Bypass.

Festgelegt wurden die verantwortlichen Spezies auch fur die nachsten beschriebenen Gruppen, durch
folgende Kriterien: Zugehdrigkeit zu einer Gruppe sofern jeweils die héchsten durchschnittlichen Abundanzen
pro Gruppe gegeniiber allen anderen Gruppen und Populationsanteile Gber 2,5 % lag. So sind z.B. die Spezies
der Taxons Clostridiales DTU010, DTUO011 und DTU012 dominant und somit diskrimierend gegeniber den
anderen Mikrobiomen. Inokulum 10 hingegen zeichnet sich Uber die dominanten Taxons Clostridia mit der
DTUO021, Acheloplasmatales mit der DTU067 und Bacteroidales mit der DTU136 von den anderen Inokula ab.
Auch die mit Klarschlamm betriebenen Anlagen (Gruppe mit In3 und In4) zeigten ein deutlich differenziertes
Bild der Mikrobiome im Gegensatz zu den anderen Anlagen. Diese beiden Inokula zeigten jedoch im direkten
Vergleich zueinander auch kaum Unterschiede, was darauf schlieRen lie, dass sich auch hier mit
Klarschlamm spezifische Mikroorganismen angepasst haben. So waren z.B. die Spezies der Taxons
Firmicutes mit der DTU245 und DTU246, Planctomycetia mit der DTU247 und Bacteroidetes mit der DTU154
dominant und somit diskrimierend gegentiber den anderen Mikrobiomen. Dem ist jedoch hinzuzufiigen, dass
gerade bei diesen beiden Anlagen auch die niedrigsten Klassifizierungsraten erreicht wurden, was dafir
sprach, dass hier noch weitaus mehr spezifische Organismen aufzufinden waren.

Die Anlage mit Amarant als Monosubstrat (In1) zeigte ebenfalls deutliche Unterschiede in der mikrobiellen
Zusammensetzung zu den ubrigen Inokula. So waren z.B. die Spezies der Taxons Bacteroidetes mit der
DTU146 und DTU137 und Spirochaetes mit der DTU262 dominant und somit diskrimierend gegentiber den
anderen Mikrobiomen.

Einen geringen Einfluss schien auch die Betriebstemperatur auf die hier nachweisbaren und detektierbaren
Mikroorganismen zu haben. Die thermophil betriebenen Biogasanlagen 7 und 8 hoben sich im Mikrobiomprofil
etwas von den anderen mit Maissilage betriebenen Anlagen ab (In 2, 5, 6 und 9). Die Abbildung 45 zeigt
zusammenfassend auch sehr deutlich die Ahnlichkeiten und Unterschiede der fiir die Varianz verantwortlichen

Spezies anhand der relativen Populationsanteile.
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Abbildung 45: Populationsanteile der flr die Varianz verantwortlichen Spezies in den Inokula 1 bis 10. Die blau markierten
Taxons reprasentieren dominant wachsende Spezies mit hohen Populationsanteilen in den Inokula 2, 5, 6, 7, 8 und 9, die
griin markierten Taxons entsprechend in den Inokula 3 und 4, die orange markierten Taxons entsprechend im Inokulum 1
und die braun markierten Taxons entsprechend im Inokulum 10.

Eine Ubersicht der 29 identifizierten, unterschiedlich angepassten Organismen mit ihren durchschnittlichen

Abundanzen pro Gruppe ist auch in Tabelle 18 dargestellit.

7



Tabelle 18: Ubersicht der 29 identifizierten unterschiedlich angepassten Organismen.

Dargestellt sind die

durchschnittlichen Populationsanteile aus den vier Gruppen: Inokula 2,5,6,7,8; Inokula 3 und 4; Inokulum 1; Inokulum10

Taxon|In2,5,6,7,8und 9 In3undIn4 In1 In10
DTU010_Clostridiales B 24.5% | 02% | o03% [ ls8%

9 DTUO11_Clostridia | 02% | o04% B 3.0%

S DTU006_Methanoculleus | 6.2% Il 07% B 2lsx B 25%

G DTU001_Rikenellaceae [ 5.4% || o02% | 01% [ o0.6%

3 DTUO12_Clostridiales (B 5.2% | 01% | o01% Ia1%

@ DTU111 Thermotogaceae | 3.5% | 00% | 01% | 0.1%
DTU014 Clostridio I 28% |l 02% [l 03% [ 0.4%
DTU245_Firmicutes 0.1% 8.8% 0.2% 0.2%

o | DTU13Z2. Propionibacteriaceae 0.0% 5.7% 0.0% 0.1%

g DTU246_Firmicutes 0.8% 5.0% 3.4% 3.4%

>

® DTU154 Bacteroidetes 0.0% 4.7% 0.2% 0.3%

g DTU247_Planctomycetia 0.1% 4.0% 0.2% 0.4%

:g DTU130 Corynebacterium 0.1% 3.7% 0.0% 0.1%

DTU256_Proteobacteria 0.0% 3.0% 0.1% 0.2%
DTU129 Corynebacterium 0.0% 2.6% 0.0% 0.1%
DTU146_Bacteroidetes 0.5% 1.2% 26.2% 4.6%

§ DTU262_Spirochaetes 0.2% 0.7% 8.6% 0.1%

S DTU137 Bacteroidetes 0.5% 0.5% 6.3% 0.5%

E DTU166_Verrucomicrobia 0.2% 0.3% 3.5% 0.0%

g DTU148_Firmicutes 0.3% 0.4% 2.8% 0.7%

o DTU152_Bacteroidetes 0.1% 0.3% 2.7% 0.5%

DTU151 Bacteroidales 0.1% 0.4% 2.6% 0.4%
DTUO21_Clostridia [BE._| 1.9% | o025 | 01% 0%

§ DTU067 Acholeplasmatales [IE] ~ 0.7% | 00% | 01% 8%

3 DTU136 Bacteroidales || 1.5% Fliiwe FEl1i%

e DTUO061_Acholeplasmatales [ 1.8% | o00% | o029 [IBS% |

5 DTU188 Clostridiales [BE_]  0.9% %

& DTU205_Firmicutes |l 0.3% I o2 [l oex%

DTU138 Bacteroidetes |l 0.2% [ 02% [ o01% 9%

Die Ergebnisse der Fermentationsversuche ergaben fir Inokulum 7 die beste Biogasausbeute, die nachst

héchsten Biogasausbeuten wurden mit Inokulum 3 und Inokulum 2 erreicht (vgl. Abbildung 8). In Abbildung

46 ist der Anteil an Archaeen an der Gesamtpopulation jeweils fiir die 10 Inokula dargestellt. Auffallig ist hier

der vergleichsweise hohe Wert fur Inokulum 5 mit nahezu 20 % Anteil der Archaeen an der Gesamtpopulation,

welcher u.a. mit organischen Abfallen betrieben wurde. Interessanterweise istim Inokulum 7 lediglich ein Anteil

von ca. 6 % detektiert worden, mit dem in den Fed-Batch-Versuchen die hdchste Biogasausbeute erreicht

wurde. Daher ergab sich definitiv keine Korrelation in diesem Zusammenhang. Auch schien das Taxon

Methanosarcina mit der DTUQO06 die wichtigste Rolle in allen Anlagen zu spielen, da sie die die grof3ten Anteile

einnahm. Eine weitere Auffalligkeit war, dass die Archaeen-Anteile in den Anlagen mit Klarschlamm deutlich

niedriger sind, als in allen anderen Anlagen.
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Abbildung 46: Populationsanteile von Archaeen in den Inokula. Relative Populationsanteile der 4 identifizierten Haupt-
Archeaen innerhalb der Domane der Archaeen.

Die Ergebnisse zeigten, dass der Grofteil der mikrobiellen Zusammensetzung nicht zwingend Riickschliisse
Uber das Biogaspotenzial zuldsst, und dass es unterschiedliche Zusammensetzungen von Spezies gab, die
zu ahnlichen Ertrdgen fiuhrten. Zwischen der Abundanz von Archaeen sowie dem Verhaltnis von
acetogenotrophen zu hydrogenotrophen Spezies und der Biogasausbeute, war keine deutliche Korrelation
feststellbar. So erreichte Inokulum 3 mit einem sehr geringen Anteil an Archaeen und einem hohen Anteil von

Methanosarcina einen ahnlich hohen Biogasertrag wie Inokulum 7.

2.10.2 Mikrobiom-Charakterisierung in der Hochlastfaulung HLF im Vergleich zur

herkommlichen Betriebsweise in der REF

Um nun die mikrobielle Zusammensetzung und deren Dynamik zu erfassen und insbesondere die Arten zu
identifizieren, die charakteristisch fur die verschiedenen Stadien der Hochlastfaulung sind, wurden umfassend
Proben aus dem kontinuierlichen Betrieb der Biogasanlagen im Technikumsmalistab gesammelt und
analysiert. Die Durchfihrung der Untersuchungen, aus der die Proben entnommen wurden, sind in Kapitel 2.7
und Kapitel 2.8 (S. 41 ff) beschrieben. Die Proben wurden aus der REF = Referenzanlage, die mit einer
konstanten Verweilzeit (VWZ) von 70 d betrieben wurde, und der HLF = Hochlastfaulung, die mit VWZ
zwischen 40 d und 15 d betrieben wurde, entnommen. Es wurden jeweils aus beiden Ansatzen S1 und S2
(Kapitel 2.6, S. 37) Proben aus beiden Anlagen entnommen. Der Zeitraum aus S1 wird hier mit ,vor Neustart",
der Zeitraum von S2 mit ,nach Neustart“ bezeichnet. Insgesamt sollte hier untersucht werden, ob mit einem
zeitversetzten Replikat des verwendeten Inokulums bzw. auch der Versuchsdurchfiihrung reproduzierbare
Ergebnisse erzielt werden kdnnen.

In Tabelle 19 sind die Anzahl und die Art der Proben zusammengefasst, in Abbildung 47 sind sie grafisch zum
zeitlichen Verlauf der hydraulischen Verweilzeiten in der REF und der HLF dargestellt.

Die Probennahme fiir die Populationsanalysen erfolgte im stationaren Zustand der Anlagen jeweils kurz vor

der nachsten Verkirzung der Verweilzeit in der HLF. Auch wurden hier immer die letzten 3 Proben als
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biologische Triplikate analysiert (innerhalb der letzten Woche), au3er bei den Start-Inokula. Auf diese Weise
war es nun moglich, belastbare Daten zur Mikrobiomcharakterisierung zu sammeln und beispielsweise nebst

anderem fir die Hochlastfaulung spezifische Leitorganismen identifizieren zu kénnen.
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Abbildung 47: Zeitpunkte der Probenahmen fiir die Mikrobiom-Analyse im Bezug zum zeitlichen Verlauf der Verweilzeiten
in der HLF und der REF. Die griinen und blauen Pfeile markieren den Zeitpunkt der Probenahme aus der REF und der
HLF. Grune Pfeile markieren jeweils 3 Replikate /Probenahmen im Verlauf einer Woche, jeweils vor Erhéhung des
Durchsatzes zur Verkiirzung der Verweilzeit. Blaue Pfeile markieren jeweils eine Probenahme aus dem Inokulum.

Tabelle 19: Anzahl der Probenahmen aus der HLF und aus der REF mit Angabe der hydraulischen Verweilzeit in der HLF
zum Zeitpunkt der Entnahme.

HLF REF Verweilzeit HLF (d)
1 Probe 1 Probe (Inokulum S1)

- 3 Proben 40

1 Probe 1 Probe (Inokulum S2, nach

Neustart)

3 Proben 3 Proben 25

3 Proben 3 Proben 20

3 Proben 3 Proben 15

Die metagenomische DNA wurde mittels ZR Fecal DNA MiniPrep™ Kit von Zymo Research isoliert und mit
dem DNA Nextera Library Prep Kit fur die Sequenzierung prapariert (Input 50ng gDNA). Sequenziert wurden
die Proben im paired-end Modus 2x150 Basen mit einer durchschnittlichen Sequenziertiefe von 7.4 Mio.
Read-Paaren (Tabelle 20). Nur die zwei Inokula-Proben t0 REF/HLF wurden im single-end Modus 1 x 100

Basen sequenziert, was aber fir diese Art der Auswertung eine untergeordnete Rolle spielt.
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Tabelle 20: Sequenzier-Statistik der Proben aus dem Referenzreaktor (REF) und der Hochlastfaulung (HLF).

Sequenzierte Eindeutig
AliasID NGSID Reaktor Run VWZ Tage NGS Modus Reads/Read-Paare gemapped ..in%
tO HLF agr_067 Inok vor Neustart na 0 1x 100 bp 6,520,242 4,407,430 67.6%
tO REF agr_068 Inok vor Neustart na 0 1x 100 bp 9,521,988 6,775,955 71.2%
t78 REF  tle_072_brl Ref vor Neustart 70 188 2 x 150 bp 4,974,138 2,536,745 51.0%
t79REF  tle_072_br2 Ref vor Neustart 70 191 2 x 150 bp 8,308,958 4,232,204 50.9%
t80 REF  tle_072_br3 Ref vor Neustart 70 195 2 x 150 bp 9,677,039 4,866,885 50.3%
t83 tOHLF tle_073 Inok nach Neustart na 0 2 x 150 bp 10,003,503 7,038,771 70.4%
t83 tOREF tle_074 Inok nach Neustart na 0 2 x 150 bp 9,545,189 6,753,184 70.7%
t112 HLF  tle_075_brl HIf nach Neustart 25 108 2 x 150 bp 5,913,261 2,004,249 33.9%
t113 HLF  tle_075_br2 HIf nach Neustart 25 112 2 x 150 bp 7,512,910 1,884,214 25.1%
t114 HLF  tle_075_br3 HIf nach Neustart 25 115 2 x 150 bp 5,872,528 1,723,540 29.3%
t112 REF tle_076_brl Ref nach Neustart 70 108 2 x 150 bp 7,766,600 4,162,925 53.6%
t113 REF tle_076_br2 Ref nach Neustart 70 112 2 x 150 bp 7,525,940 4,015,834 53.4%
t114 REF tle_076_br3 Ref nach Neustart 70 115 2 x 150 bp 6,504,452 3,484,267 53.6%
t131 HLF tle_077_brl HIf nach Neustart 20 186 2 x 150 bp 6,944,752 1,831,264 26.4%
t132 HLF  tle_077_br2 HIf nach Neustart 20 190 2 x 150 bp 7,033,225 1,769,866 25.2%
t133 HLF tle_077_br3 HIf nach Neustart 20 193 2 x 150 bp 8,896,138 2,333,656 26.2%
t139 HLF  tle_078 brl HIf nach Neustart 15 218 2 x 150 bp 6,112,127 1,770,137 29.0%
t140 HLF  tle_078 br2 HIf nach Neustart 15 221 2 x 150 bp 8,564,837 2,513,353 29.3%
t141 HLF  tle_078 br3 HIf nach Neustart 15 225 2 x 150 bp 6,284,642 1,539,519 24.5%
t139 REF tle_079_brl Ref nach Neustart 70 218 2 x 150 bp 4,573,434 1,663,747 36.4%
t140 REF tle_079_br2 Ref nach Neustart 70 221 2 x 150 bp 9,279,307 3,211,465 34.6%
t141 REF tle_079 br3 Ref nach Neustart 70 225 2 x 150 bp 5,233,180 1,936,392 37.0%

Fir die Klassifizierung der Sequenzen wurden die in 2018 neueste Biogas-Datenbank Biometha-db mit
insgesamt 231 Arten/Taxons verwendet (Grohmann et al., 2018). Diese Datenbank wurde in Zusammenarbeit
mit Dritten erstellt (s. 1.3) und beinhaltete u.a. auch die Populationen der Inokula 5, 8 und 10. Im Durchschnitt
erlaubte sie mit 43,3 % eine deutlich hdhere Mapping-Rate als die bisher fiur die Inokula verwendete
Symbio-db mit lediglich 26,7 %. Dies bedeutete aber auch, dass im Schnitt 56 % der Sequenzen nicht
verwertet und somit auch keine weiteren Aussagen lber die Zusammensetzung getroffen werden konnten.
Die Datenbank hatte mit den Sequenzen aus den untersuchten Reaktoren weiter erganzt werden kénnen, was

den Rahmen des Projekts bei weitem Uberschritten hatte.

Flr die Sequenzen, die eingeordnet werden konnten, zeichneten sich bereits beim hierarchischen Clustering
fur die jeweiligen Reaktoren spezifische Populationen ab (Abbildung 48). So grenzten sich beispielsweise die
Ausgangspopulationen in den Inokula (Ino) stark von den beiden getesteten Biogas-Reaktoren ab. Die beiden
Inokula S1 und S2 (Tabelle 19), die zu verschiedenen Zeitpunkten aus der Biogasanlage 2 entnommen
wurden, zeigten eine groBe Ahnlichkeit. Die Ahnlichkeit zwischen diesen Inokula S1 und S2 ist aus den
Abbildung 48, Abbildung 49 und Abbildung 51 ersichtlich.

Das HC-Clustering in Abbildung 48 zeigte eine sehr hohe Ahnlichkeit zwischen den entsprechenden Proben.
In Abbildung 49 ist auch eine sehr klare Trennung zur HLF und REF bzw. Clusterung der Inokula untereinander
zu erkennen. Die Hauptkomponente 2, die flir 14,6% aller Variabilitaten im Datensatz verantwortlich ist, trennte
die Inokula von REF oder HLF deutlich. Dies war aus den oberen linken und oberen rechten Feldern deutlich
zu erkennen. In Abbildung 51 (Populationsdynamik von 35 identifizierten Arten) kann man eine sehr hohe
Ahnlichkeit der Inokula auf Artenebene unter den 10 am haufigsten vorkommenden Arten sehen.

Eine deutliche Trennung war aber auch zwischen den Mikrobiomen der Hochlastfaulung (HLF) und des
Referenzreaktors (REF) zu verzeichnen. Auch konnte so gezeigt werden, dass die Experimente und Analysen
aulerst robust durchgefuhrt wurden, was an dem sehr engen Clustering der jeweiligen Replikate (3) sichtbar

wurde.
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Abbildung 48: Hierarchisches Clustering der Mikroorganismen-Populationen basierend auf den log2-normalisierten
Readcounts aus den beiden 1301-Reaktoren. HIf = Hochlastfaulung; Ref = Referenzanlage; Ino = Inokulum.

Um nun die Arten zu identifizieren, die fur die unterschiedlichen Reaktorbedingungen spezifisch waren bzw.
bevorzugt gewachsen sind, wurde eine PCA (principal component anaylsis) mit den ersten 4
Hauptkomponenten durchgefiihrt (Abbildung 49). Hierbei wurde fiir jede Spezies ein entsprechend
numerischer Wert in allen vier Dimensionen berechnet, der Aussagen lber dessen Populationsvarianz im

gesamten, experimentellen Setup erlaubte.
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Abbildung 49: PCA-Plots der 4 Hauptkomponenten der Populationen aus den beiden 130I-Reaktoren.
HIf = Hochlastfaulung; Ref = Referenzanlage; Ino = Inokulum.
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Allerdings ergaben sich bei genauerer Betrachtung der Populationen der insgesamt 231 untersuchten Arten
deutliche Unterschiede in deren relativen Anteilen. Es ist namlich davon auszugehen, dass eine Art mit einem
Anteil von 10 % einen ganz anderen, womdglich bedeutenderen Einfluss auf das Gesamtsystem ausubt, als
eine Art mit einem 100-fach niedrigerem Anteil von 0.01 %. Daher wurden die Arten gemaf ihren Anteilen in
4 Abundanzklassen eingeteilt (Abbildung 50):

HiPops: 18 hoch-abundante Spezies mit Anteilen iber 1 %

MedPops: 63 mittel-abundante Spezies mit Anteilen zwischen 1 und 0,1 %
LowPops: 122 niedrig-abundante Spezies mit Anteilen zwischen 0,1 und 0,01 %
VeryLowPops: 28 sehr niedrig-abundante Spezies mit Anteilen unter 0,01%.
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Abbildung 50: Einteilung der Spezies nach Abundanzklassen basierend auf deren durchschnittlichen Populationsanteilen
Uber alle getesteten Bedingungen aus den beiden 130I-Reaktoren. HiPops = 18 hoch-abundante Spezies mit Anteilen
Uber 1 %; MedPops = 63 mittel-abundante Spezies mit Anteilen zwischen 1 und 0,1 %; LowPops = 122 niedrig-abundante
Spezies mit Anteilen zwischen 0,1 und 0,01 %; VeryLowPops = 28 sehr niedrig-abundante Spezies mit Anteilen unter
0,01 %.

Im Wesentlichen dominierten somit insgesamt 18 Arten den Biogas-Prozess. Die durchschnittlichen
Abundanzen im Inokulum, im Referenzreaktor (Ref) und in der Hochlastfaulung (HLF) sind in Tabelle 21
dargestellt. So fiel beispielsweise auf, dass das Taxon mit der GB ID (genomic bin) bin_58, welches dem
niedrigst moglichen Taxon Candidatus Cloacimonas zugeordnet war, im Inokulum kaum vorhanden war
(0,01 %) und im Referenzreaktor an Teilen zunahm (21,4 %), jedoch in der Hochlastfaulung mit tiber 50 % der
Anteile eine sehr dominante Rolle einzunehmen schien. Auch war unter den Archaeen, genauer
Methanomicrobiaceae, zum einen das Taxon mit der GB ID bin_75 besser an die lange Verweildauer im
Referenzreaktor angepasst, als an die kurze in der Hochlastfaulung (4,8 % in Ref vs. 0,5 % in HLF) und zum
anderen das Taxon mit der GB ID bin_7 umgekehrt besser an die kurze Verweildauer adaptiert (0,1 % in der
Ref vs. 2,7 % in der HLF).
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Tabelle 21: Durchschnittliche Populationsanteile der 18 dominantesten Spezies im Inokulum, im Referenzreaktor (Ref)
und in der Hochlastfaulung (HIf).

Taxon| GBID Ino Ref HIf
Acetomicrobium | bin_74 0.89% 6.44% 1.04%
Bacteria |bin_113 1.32% 2.89% 2.89%
Bacteria |bin_297 0.83% 0.79% 1.43%
Bacteria | bin_97 0.39% 3.13% 0.20%
Bacteroidales | bin_47 1.81% 4.96% 1.37%
Candidatus Cloacimonas | bin_58 0.01% 21.43% 55.98%
Clostridia | bin_51 7.99% 3.22% 0.14%
Clostridia | bin_2 6.07% 1.69% 0.13%
Clostridia bin_108|  4.65% 5.92% 0.05%
Clostridia | bin_4 2.91% 1.33% 1.49%
Clostridiales | bin_42 0.84% 0.36% 1.87%
Firmicutes [bin_126( 16.52% 4.73% 0.11%
Firmicutes [bin_106( 17.24% 5.07% 0.08%
Firmicutes | bin_98 0.45% 2.97% 0.68%
Methanomicrobiaceae| bin_7 0.20% 0.14% 2.66%
Methanomicrobiaceae | bin_75 4.59% 4.77% 0.47%
Petrotogaceae |bin_181 0.97% 8.43% 5.27%
Thermacetogenium | bin_61 3.90% 0.80% 0.08%

Um nun systematisch Uber die drei Abundanzklassen hinweg zu erfassen, welche Arten an die jeweiligen
Verweilzeiten, gemessen an deren Populationsanteilen, besser oder schlechter adaptiert waren, wurden die
numerischen Werte aus den 4 Dimensionen der PCA genauer analysiert. Hierbei wurden nur solche Spezies
als relevant betrachtet, die in der 2. Dimension oder in mindestens 2 verschiedenen Dimensionen die
Grenzwerte von entweder 2,5 Uber- oder -2,5 unterschritten hatten. In der Tat konnten auf diese Weise
insgesamt 35 Arten identifiziert werden, die zu den jeweiligen Bedingungen unterschiedliches Wachstum

aufwiesen (Abbildung 51).

In der hoch-abundanten Klasse (HiPops) konnten 10 Arten identifiziert werden, darunter die bereits
beschriebenen Taxons mit den GB IDs bin_58, bin_7 und bin_75 (Abbildung 51A). Auffallig in dieser Klasse
war, dass die Dominanz von bin_58 sehr schnell bereits nach 112 Tagen des Betriebs der Hochlastfaulung
bei einer VWZ von 25 Tagen eingetreten ist (fast 50 %). Nach 220 Tagen des Betriebs beider Reaktoren ist
bei dem Referenzreaktor auch ein Anstieg dieses Taxons auf 30 % zu verzeichnen. Zum selbigen Zeitpunkt
in der Hochlastfaulung bei einer VWZ von 15 Tagen war der Anteil aber tatsachlich doppelt so hoch bei 60 %.
Gemessen an der kirzesten Verweildauer und den Populationsanteilen waren in dieser Abundanzklasse
zusammengefasst drei Taxons relevant fir die Hochlastfaulung: GB ID bin_58 (Candidatus Cloacimonas),
bin_7 (Methanothermobacter) und bin_42 (Clostridiales).

In der mittel-abundanten Klasse (MedPops) sind 17 variable adaptierbare Arten detektiert worden. Unter
diesen 17 Arten befanden sich auch zwei Archaaen mit den GB IDs bin_6 (Methanosarcina) und bin_39
(Methanothermobacter), die mit Verkirzung der Verweildauer in der Hochlastfaulung stetig hdhere Anteile
bekamen (bin_6 anfanglich im Inokulum bei t = 0 von 0,02 % auf 0,8 % nach 220 Tagen bzw. bin_39 von
0,06 % auf 1,5 %). Im Referenzreaktor schienen diese beiden Archaaen keine besonders grofRe Rolle zu
Ubernehmen. Gemessen an der kirzesten Verweildauer und den Populationsanteilen waren in dieser
Abundanzklasse zusammengefasst drei Taxons relevant fir die Hochlastfaulung: GB ID bin_9 (Clostridiales),
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bin_6 (Methanosarcina), bin_39 (Methanothermobacter), bin_179 (hybrid), bin_91 (Bactria) und bin_520
(hybrid).

In der niedrig-abundanten Klasse sind 8 Spezies aufgefallen, unter denen sich auch wiederum zwei Archaaen
befanden, allerdings ohne weitere Eingruppierung (Euryarcheaota: GB IDs bin_8 und bin_38). Gemessen an
der kurzesten Verweildauer und den Populationsanteilen wurde in dieser Abundanzklasse auch nur eine

relevante Spezies identifiziert: GB ID bin_415 (Clostridiales).

Aulerdem wurden Leitorganismen fiir die HLF identifiziert. Eine Ubersicht der 9 identifizierten Leitorganismen
fur die Hochlastfaulung ist in Tabelle 22 zu finden. Dargestellt sind die durchschnittlichen Populationsanteile
aus den 3 Replikaten zum Endzeitpunkt der Versuche nach 220 Tagen in der Hochlastfaulung (HLF) sowie in
der REF.
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Abbildung 51: Populationsdynamik der 35 identifizierten Spezies aufgeteilt in die Abundanzklassen. (A) Populationsanteile
der 10 hoch-abundanten Spezies. (B) Populationsanteile der 17 mittel-abundanten Spezies. (C) Populationsanteile der 10

niedrig-abundanten Spezies. HIf = Hochlastfaulung; Ref = Referenzanlage; Ino =

Inokulum.
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Tabelle 22: Ubersicht der 9 identifizierten Leitorganismen in der Hochlastfaulung. Dargestellt sind die durchschnittlichen
Populationsanteile aus den 3 Replikaten zum Endzeitpunkt der Versuche nach 220 Tagen im Referenzreaktor (Ref) und

in der Hochlastfaulung (HIf)

Abundance class Taxon GBID HIf (15d) Ref (70d)

MidPop Bacteria bin_911  0.65% 0.09%

HiPop Candidatus Cloacimonas bin_58 [ 57.40% 32.86%

HiPop Clostridiales bin_42 [ 3.30% 0.37%
MidPop Clostridiales bin_9 1.97% 0.04%
LowPop Clostridiales bin_415[  0.26% 0.02%
MidPop hybrid bin_179[  0.57% 0.30%
MidPop hybrid bin_520{ 0.23% 0.14%

HiPop  Methanomicrobiaceae bin_7| 359% || 0.19%
MidPop Methanosarcina bin_6| 0.78% EE%

Die Klasse der sehr niedrig-abundanten Spezies (< 0,01 %) wurden hier nicht weiter betrachtet, da sie zum
einen im Bereich des Hintergrundrauschens der bioinformatischen Klassifizierung quantifiziert wurden und

zum anderen davon auszugehen ist, dass sie mit diesen Anteilen kaum einen Einfluss auf das Gesamtsystem

ausuben konnen.
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2.11 Untersuchung des Effektes von Rindergiille

Um den Einfluss von Rindergiille auf die Leistungsfahigkeit der Hochlastfaulung im Vergleich zu ihrem Einfluss
auf die Leistungsfahigkeit der herkébmmlich betriebenen Biogasanlage zu quantifizieren, wurde fiir einen
ausgewahlten Betriebspunkt Rindergiille als Cosubstrat mit dem bisherigen Substrat (Maissilage) in den
beiden Biogasanlagen (Hochlastverfahren sowie herkdmmliches Verfahren) untersucht. Dazu wurde Uber
einen ausreichend langen Zeitraum Rindergiille zusammen mit dem bisherigen Substrat in den beiden
kontinuierlich betriebenen Biogasanlagen als Cosubstrat zugesetzt. In der HLF wurde die Verweilzeit von
15 Tagen und in der REF weiterhin die Verweilzeit von 70 Tagen untersucht.

Mit der Covergarung von Rindergille und Maissilage ab der Fermentationszeit von 454 d stieg der pH-Wert in
der HLF allmahlich auf 7 an (Abbildung 20). In der REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen blieb der pH-Wert
konstant bei etwa 7,2 (Abbildung 20). Auch die Ammoniumkonzentration stieg erwartungsgemaf im Verlauf
der Zudosierung des Cosubstrats in beiden Biogasanlagen an (Abbildung 21).

In Abbildung 52 sind die Ergebnisse der Analysen der Trockenrlckstandszusammensetzung in prozentualen
Anteilen am Trockenruckstand (lyophylisiert) fUr lipophile Substanzen, Pektine, Hemicellulosen, Cellulosen,
Lignin vergleichend fur beide Anlagen fur die Verweilzeiten von 15d und fiur 70d jeweils fur die
Monofermentation von Maissilage und fiir die Covergarung mit Rindergiille vergleichend dargestellt. Die

Proben wurden jeweils im stationdren Zustand aus dem Auslauf der Biogasanlagen entnommen.

® HRT 15 d £HRT 15 d Cofermentation mHRT 70 d mHRT 70 d Cofermentation

35

Anteil (%)

i
|
|

Abbildung 52: Inhaltsstoffe (% des gefriergetrockneten Rickstands) der Garreste aus der HLF mit HRT von 15 d und aus
der REF mit HRT von 70 d jeweils fir die Monovergaung von Maissilage im Vergleich zur Covergarung mit Rindergdlle (in
Anlehnung an Datta 1981).

Die Anlagen wurden hinsichtlich der Biogasausbeute sowie des Abbaugrades ausgewertet und der Einfluss

von Rindergulle hinsichtlich dieser Parameter auf die beiden Betriebsweisen verglichen.
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Es zeigte sich, dass die Biogasbildung deutlich mehr Schwankungen zeigte, als bei der Monovergarung von
Maissilage. Als Ursache daflr kdnnte die hohe Konzentration an anaeroben Mikroorganismen im Vorratsgefaf
in Betracht kommen.

In Tabelle 23 sind die Ergebnisse fur die Produktivitdten, die Ausbeuten und den Abbaugrad jeweils
vergleichend fur die Monovergarung und die Covergérung fur die zwei Verweilzeiten 15 d in der HLF und 70

Tage in der REF zusammengefasst.

Tabelle 23: Vergleich der Covergarung von Rindergiille und Maissilage mit der Monovergarung von Maissilage fir die zwei
Verweilzeiten von 15 d in der HLF und fiir 70 d in der REF.

HLF: HRT 15d REF: HRT 70 d
Monovergarung Covergarung Monovergarung Covergarung
M
OLR (g/I*d) 5,8 6,27 1,2 1,34
Biogasausbeute 545 472 682 614
(NL/kg oT Rinput)
Methanausbeute 284 250 345 313
(NL/kg oT Rinput)
Biogasproduktivitat 3,17 2,96 0,86 0,83
(NL/L*d)
Methanproduktivitat 1,65 1,57 0,44 0,42
(NL/L*d)
Abbaugrad (%) 72 62 89 81
(mit Biogas berechnet)

(1)  Mittelwerte aus den Ergebnissen mit S1

Trotz gleicher Verweilzeiten und jeweils etwas hoherer organischer Raumbelastungen OLR mit dem
Cosubstrat Rindergulle waren sowohl die Produktivitdten als auch die Biogasausbeuten fir die Covergarung
etwas geringer als fir die Monovergarung von Maissilage.

In Abbildung 53 und Abbildung 54 sind die Ergebnisse fir die Biogasausbeute bzw. die Biogasproduktivitat
jeweils einzeln vergleichend dargestellt fiir die beiden Verweilzeiten 15 d und 70 d fir die Monovergarung im
Vergleich mit der Covergarung. In Abbildung 55 sind die Biogasproduktivitdt sowie Biogasausbeute als
Funktionen der hydraulischen Verweilzeit HRT fiir die Monovergarung von Maissilage im Vergleich mit der
Covergarung von Rindergiille fur die Verweilzeit von 15 d in der HLF sowie fir die Verweilzeit von 70 d in der
REF dargestellt. Es zeigte sich, dass die Biogasproduktivitat in der HLF mit 15 Tagen Verweilzeit und einer
OLR von etwa 6,3 g/I*d bei etwa 3 NL/L*d lag im Gegensatz zur REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen und
einer OLR von etwa 1,3g/I*d, in der die Biogasproduktivitat bei nur 0,8 NL/L*d lag.
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Abbildung 53: Biogasausbeute fur die Verweilzeit 15 d in der HLF sowie fir die Verweilzeit von 70 d in der REF
vergleichend fir die Monovergarung von Maissilage und die Cofermentation mit Rindergiille.
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Abbildung 54: Biogasproduktivitat fir die Verweilzeit 15 d in der HLF sowie fir die Verweilzeit von 70 d in der REF
vergleichend fir die Monovergarung von Maissilage und die Cofermentation mit Rindergiille.
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Abbildung 55: Biogasproduktivitdt sowie Biogasausbeute als Funktion der organischen Raumbelastung fir die
Monovergarung von Maissilage im Vergleich mit der Covergarung von Rindergdille
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2.12 Ubertragbarkeit auf bestehende Anlagen

Anhand der erarbeiteten Ergebnisse wurde die Ubertragbarkeit dieser Verfahrensweise auf bestehende
Biogasanlagen prognostiziert. Dabei wurde das Ziel verfolgt, die Ergebnisse in Bezug zu setzen zu
bestehenden Biogasanlagen.

Die Effizienz von Biogasanlagen hangt von verschiedenen Faktoren ab. Die Art des Substrates und die
Substratmischung und -zusammensetzung legt den maximal moglichen Biogasertrag fest. Fur die
Biogasanlagen ist zum einen eine optimale Substratausnutzung von grofRRer Bedeutung. Neben einer
vollstandigen Substratausnutzung wird jedoch zum anderen auch die optimale Auslastung der Biogasanlage
als Voraussetzung fir einen wirtschaftlichen Erfolg angesehen (vTI, 2009). Das bedeutet, dass beides fir
einen wirtschaftlichen Betrieb der Biogasanlagen notwendig ist. Auerdem gilt es, Biogasverluste so gering
wie mdglich zu halten. Insofern ware die Ubertragbarkeit der Hochlastfaulung in die Praxis von grofiem
Interesse.

Bei der Betrachtung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse, die mit kurzen Verweilzeiten erzielt wurden, in die
Praxis wurden folgende Punkte als wesentlich betrachtet:

- Verfahrensweise

- Verfahrenstechnik

- Betriebsparameter

2.12.1 Verfahrensweise

Die Uberwiegende Anzahl der bundesweit erfassten Biogasanlagen in Deutschland arbeiten in mehrstufiger
Verfahrensweise in stehenden Reaktorsystemen sowie mit Nassvergarung. 82 % der Anlagen arbeiten mit
mesophiler Betriebsweise. Maissilage ist das haufigste Substrat unter den nachwachsenden Rohstoffen und
Rindergllle das haufigste Substrat unter den Wirtschaftsdiingern. Insofern entspricht die Auswahl der hier
untersuchten Substrate den Substraten, die in der Praxis am Haufigsten eingesetzt werden. Die Verweilzeit
der im Biogasmessprogramm untersuchten 62 Anlagen (vTI, 2009) liegt fur die Gberwiegende Mehrzahl der
Anlagen bei mindestens 50 Tagen. Sie werden mit oTR-Gehalten von etwa 10 % oTR bis etwa 30 % oTR
betrieben. Oft erfolgt eine Ruckfihrung des flissigen Garrestes, um den Fermenterinhalt rihrfahig zu halten.

Im Folgenden werden einzelne Aspekte gesondert betrachtet.

Einstufige Nassvergarung mit Anmaischen und Zerkleinerung des Substrats:

Die Untersuchungen wurden nach dem Prinzip der Nassvergarung durchgefiihrt. Das Substrat wurde
zerkleinert und mit Wasser verdinnt. So wurde zum einen die PartikelgroRe reduziert und zum anderen eine
hohe Viskositat vermieden, so dass die Rihrfahigkeit und die Durchmischung des Substrates mit den
Mikroorganismen gewahrleistet war. Die Voraussetzungen zum schnellen Stoffibergang waren hier
gewahrleistet. Auch Biogasanlagen arbeiten mit Einrichtungen zur Desintegration oder Zerkleinerung der
Substrate, mit dem Ziel, eine bessere Substratausnutzung zu erreichen und die Biogasausbeute zu erhdhen.
Denn die Zerkleinerung hat Einfluss auf die Biogasbildung. Die Zerkleinerung wird bereits in Praxisanlagen

durchgefiihrt und kann somit auf die Biogasanlagen ibertragen werden.

Allerdings ist der oTR-Gehalt der Substrate und der Garreste in der Praxis deutlich héher, als in den hier

vorliegenden Untersuchungen. Die Garreste von Biogasanlagen, die hier untersucht wurden, zeigten oTR-
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Konzentrationen, die zwischen 2,7 % und 7 % lagen (Abbildung 2). Die in den vorliegenden Untersuchungen
verwendeten relativ geringen oTR-Konzentrationen im Zulauf von etwa 8,5 % oTR waren zum einen
notwendig, um die vergleichsweise geringen Durchmesser der Rohrleitungen von Verstopfungen frei zu
halten. Allerdings wurde durch die Verdinnung mit Wasser anstatt mit flissigem Garrest auch vermieden,
dass Anorganik bzw. nicht abbaubare Organikanteile im Kreis gefahren wird, die auch die Viskositat unginstig
beeinflussen wirde. Die Viskositat der Substrate sollte einen ausreichend schnellen Stofflibergang nicht
behindern. Es muss ein Optimum gefunden werden, fir den Anteil der Flissig-Garreste, der zurlickgefiihrt

wird, bzw. fir den Anteil mit Wasser, der zur Homogenisierung eingesetzt werden soll.

Prozesstemperatur

Die thermophile Betriebsweise kommt bisher nur in wenigen Anlagen zum Einsatz. Bei thermophilen
Bedingungen liegen hdhere Abbaugeschwindigkeiten vor als bei mesophilen Bedingungen. Insofern scheint
eine Kombination von kurzen Verweilzeiten, die hier eingestellt wurden wund die hohere
Abbaugeschwindigkeiten erfordern, mit einer thermophiler Betriebsweise sinnvoll. Bei zunehmender
Raumbelastung erfolgt so gegebenenfalls der Riickgang der Biogasausbeute aufgrund des schnelleren
Abbaus bei thermophilen Bedingungen weniger stark im Vergleich zu mesophilen Temperaturen. Oder er

bleibt im besten Fall ganz aus.

Anzahl der Prozessstufen

60 % der bundesweit erfassten Biogasanlagen sind bereits zweistufig ausgelegt. Nur 30 % der Anlagen
arbeiten mit einstufiger Betriebsweise (vTl, 2009). Die Ergebnisse waren insofern in die Praxis Gbertragbar,
dass eine Hochlaststufe mit geringem Volumen und hohem Durchsatz in Kombination mit einer zweiten
nachgeschalteten Stufe installiert wird. Fir die zweite Stufe ware eine Temperierung sowie eine
Durchmischung vorzusehen. Die zweite Stufe ware ebenfalls mit kurzen Verweilzeiten zu betreiben. Denn es
zeigte sich in diesen Untersuchungen bei der Bestimmung des Restgaspotentials, dass die Biogasrate schon
in den ersten finf Tagen von anfénglich etwa 3000 mL/d auf etwa 500 mL/d deutlich zurtickging (Abbildung
40). Im weiteren Verlauf ging sie von etwa 100 mL/d nach 20 d auf unter 50 mL/d zurlick schon nach 25d
Fermentationsdauer. Somit lag das Restgaspotential zu diesem Zeitpunkt schon deutlich unter 1% und erfiillt

somit die Voraussetzungen fiir das Garprodukt.

Futterungsmanagement: Quasikontinuierliche Fiitterung

Bei kurzen Verweilzeiten und hohen Raumbelastungen ist eine gleichmalige Zudosierung von Substrat zu
gewabhrleisten. So ist es unbedingte Voraussetzung, dass das Substrat kontinuierlich oder quasikontinuierlich
zugegeben wird (Schafer, 1998). StoRbelastungen sind zu vermeiden. Denn stoRweise Belastungen fiihren
bei gleicher organischer Raumbelastung zur Akkumulation von Sauren, wohingegen bei kontinuierlichem bzw.
quasikontinuierlichem Fltterungsmanagement bei gleicher organischer Raumbelastung eine Akkumulation
von Sauren vermieden wird (Eder und Schulz, 2006).

In 35 % der Biogasanlagen bundesweit erfolgt die Substratzufuhr 20 — 25 mal taglich. Nur 10 % haben eine
haufigere Beschickung mit >25 mal pro Tag. In mehr als 50 % der Biogasanlagen erfolgt die Substratzufuhr
zwischen einmal und 20 mal taglich (vTl, 2009). In den hier vorliegenden Untersuchungen erfolgte bei der
kurzesten Verweilzeit von 15 Tagen, die auch dem héchsten Durchsatz entsprach, die Fitterung in einem
regelmaBigen Intervall von 41 Minuten (Tabelle 10). So kann die StoRbelastung, die sich bei hohen

Durchsatzen mit geringer Anzahl von Futterungsereignissen ergeben wirde, vermieden werden.
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Supplementierung mit Spurenelement- und Vitaminlosung

Um Mangel an Spurenelementen, der oft fur die Monovergdrung von Maissilage beschrieben wurde,
auszuschlie3en, wurden diese Untersuchungen zur Monovergarung von Maissilage bei kurzen Verweilzeiten
mit Supplementierung von Spurenelementen und Vitaminlésung durchgefihrt. Auch Nahrstoffzudosierung ist
bei Biogasanlagen im Bestand schon realisiert. Die Biogasanlagen 4 und 5, aus denen die Garreste 9 und 10
abgeholt wurden zum Screening eines Inokulums (Tabelle 1), gaben bereits aktuell schon Supplementlésung

zur Vergarung dazu.

pH-Statisierung

Die hier vorliegenden Untersuchungen wurden ohne pH-Statisierung durchgefihrt. Der pH- Wert wurde zur
Kontrolle jedoch regelmafig gemessen. Eine Korrektur des pH-Wertes war im stérungsfreien Dauerbetrieb
nicht nétig. Lediglich einmal, wahrend des Betriebs mit der Verweilzeit von 15 Tagen kam es aufgrund einer
vorubergehenden Flllstandsabsenkung zum raschen Absinken des pH-Wertes. Dieser wurde dann durch
Laugenzugabe korrigiert. Das bedeutet, dass eine Messung des pH-Wertes und eine Einrichtung zur
Laugenzugabe, die nur im Bedarfsfall eingesetzt werden misste, in der Praxisbiogasanlage als

Sicherheitseinrichtung vorgesehen werden sollten.

2.12.2 Verfahrenstechnik

Von den vier Verfahrensschritten Substratmanagement, Biogasgewinnung, Garriickstandslagerung und
Biogasspeicherung/-verwertung lag der Fokus bei der Betrachtung der Ubertragbarkeit hier beim Anlagenbau

zur Biogasgewinnung.

- In den vorliegenden Untersuchungen wurden hohe Methanproduktivitdten von bis zu 1,65 NL/L*d
erzielt. Die Produktivitaten von etwa 70 % der Praxis-Biogasanlagen lagen unter 1,1 NL/L*d, in nur
etwa 30 % der Biogasanlagen lag die Methanproduktivitat > 1,1NL/L*d (vTI, 2009). Bei hohen
Biogasproduktivitaten muss allerdings gewahrleistet sein, dass Voraussetzungen gegeben sind, die
einen schnellen Biogasaustritt aus dem Gargut und der Biogasanlage ermoglichen. Nur so kann ein
Aufschdumen des ganzen Reaktorinhalts aufgrund des verzdgerten Austritt des Biogases und
aufgurnd einer zu geringen Gasaustrittsflache vermieden werden. Bei eiférmigen Reaktorgeometrien
mit zu kleiner Gasaustrittsfliche Uber den vergleichsweise kleinen Querschnitt der
Fermenteroberflache konnte eine zu hohe Gasproduktion dazu fiihren, dass der Reaktorinhalt auf-
und im weiteren Verlauf iberschaumt. Die Fermenterinhaltoberflache muss gro3 genug sein, um dem
gebildeten Biogas in der Hochlastfaulung einen schnellen Austritt aus dem Fermenterinhalt zu

ermoglichen.

- In den vorliegenden Untersuchungen wurden keine weiteren Einbauten eingesetzt, um geeignete
Mikroorganismen zurlckzuhalten. Das bedeutet, dass die Ruickhaltung der geeigneten
Mikroorganismen allein durch die Einstellung der Durchsatze erreicht wurde. Das wuirde die
Ubertragbarkeit in die Praxis begiinstigen. Denn die (iberwiegende Anzahl der Biogasanlagen besteht

aus einem schlichten Fermenter und einem Nachgarer (Stenull, 2017). Die Zusammensetzung der
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Mikroorganismen wurde hier allein zunachst durch das eingesetzte Inokulum, das Monosubstrat

Maissilage sowie im weiteren Verlauf durch die Durchséatze bestimmt.

Die Durchmischung erfolgt in den Biogasanlagen im Bestand meist Uber auflenliegende
Umwalzungen, kombiniert mit Rihrwerken z. B. meist Tauchmotorrihrwerke. Z. T. werden auch
Langachsriihrwerke eingesetzt. In den vorliegenden Untersuchungen wurden Schlaufenreaktoren
eingesetzt, die auch bei der Hochlastvergarung von Klarschlammen auf Klaranlagen schon
erfolgreich Anwendung finden. Die Ubertragbarkeit auf die Vergadrung von NaWaRos scheint
aufgrund dieser Untersuchungen im Technikumsmalfistab gegeben. Allerdings ist dafur die
Bereitschaft des Anlagenbaus notwendig, diese Technik fir NaWaRos anzubieten. Denn der Bau von
Neuanlagen ging in jungster Vergangenheit deutlich zurtick und es wurden aktuell nahezu keine
neuen Biogasanlagen in Betrieb genommen. Vor diesem Hintergrund muss die die Bereitschaft fir
Innovationen im Anlagenbau gesehen werden. Denn in der herkdmmlichen Anlagentechnik zur

Biogasgewinnung erfolgt die Durchmischung bisher meist nach anderen Prinzipien.

Fur die Ubertragbarkeit in die Praxis ist eine messtechnische Ausriistung der Biogasanlagen zur
Uberwachung des Anlagenbetriebs und zur Uberwachung des Prozesses eine entscheidende
Voraussetzung. Messparameter, wie z. B. die kontinuierliche und engmaschige Messung der
Biogasproduktion, die Erfassung der zuverldssigen und ausreichenden Durchmischung, sowie die
Sicherstellung einer zuverlassigen Temperierung zu beachten. Dies kann als unbedingte
Voraussetzung fir eine Ubertragbarkeit der hohen Durchsdtze und eines Betriebs mit hoher
Auslastung des Fermentervolumens durch hohe Produktivititen angesehen werden. So kdnnen
gegebenenfalls mdgliche Prozessstérungen in der Verfahrenstechnik zeitnah detektiert werden, um
auf diese Weise daraus resultierende, mogliche Stérungen des Biogasprozesses zu vermeiden. Denn
durch unmittelbares Erkennen der Stérung kann unmittelbar eine Reaktion erfolgen. Meist ist die
messtechnische Ausstattung bei kommerziellen Biogasanlagen jedoch deutlich geringer als bei der
fur diese Untersuchungen eingesetzten Technikumsanlage [vti, 2009]. Haufig wird noch nicht einmal
die produzierte Menge Biogas bestimmt, sondern lediglich der Strom, der nach dem BHKW in das
Stromnetz eingespeist wird, oder das aufgereinigte Methan, das in das Erdgasnetz eingespeist wird.
Nur 70 % der bundesweit erfassten Biogasanlagen verfiigen iber eine Gasmengenerfassung (vTl,
2009). Die Substratmenge, die gepumpt wird, wird meist nur ungenau und bei lediglich etwas mehr
als 50 % der Biogasanlagen erfasst. Die Zugabe der festen Substrate werden immerhin bei ca. 80 %
der Biogasanlagen Uber Wiegeeinrichtungen aufgenommen und dokumentiert (vTI, 2009). Eine
Erfassung und hinsichtlich der Menge und des Zeitpunkts gezielte Zugabe der Substrate ist jedoch
unbedingte Voraussetzung.

Die baulichen Gegebenheiten scheinen die Etablierung der Hochlastfaulung bei bestehenden
Anlagen bisher nicht zu begiinstigen. Die hohen Anforderungen an Durchmischung sowie die
Kontrolle des Prozesses durch Messtechnik sind nur selten gegeben. Der wirtschaftliche Druck, und
der Fakt, dass Anlagen im Bestand zukilinftig nach dem herkdmmlichen Betrieb kaum noch
wirtschaftlich betrieben werden kénnen, kann jedoch grof3en Einfluss auf die zuklnftige Entwicklung
des Biogasanlagenbetriebs und die Entwicklung des Anlagenbaus haben, so dass neben der flexiblen

Betriebsweise von Biogasanlagen auch eine anspruchsvollere Anlagen- und Messtechnik als
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Voraussetzung fir eine hohe Produktivitat neue Moglichkeiten schaffen und zu einem Umdenken

flhren.

2.12.3 Betriebsparameter

Hydraulische Verweilzeit

Die Verweilzeiten sind in der Praxis deutlich héher als in den hier vorliegenden Untersuchungen. Diese sind
zum einen auch dem Bedurfnis nach Betriebssicherheit geschuldet. Auch werden lange Verweilzeiten meist
auch als Voraussetzung fir stabile Prozesse und hohe Biogasausbeuten angesehen. So sind die
Verweilzeiten in der Praxis in einstufigen Prozessen bei mindestens 40 Tagen meist aber Gber 50 Tagen. Fur
mehrstufige Prozesse liegen sie nicht selten bei Gber 100 Tagen. Dazu sind zum anderen aber auch rechtliche
Vorgaben verantwortlich. Nach dem EEG ist aus Emissionsschutzgriinden eine hydraulische Verweilzeit von
150 Tagen in gasdichten Behaltern fiir Biogasanlagen vorgeschrieben. Diese Zeit umfasst die eigentliche
Biogasproduktion im Fermenter und den anschlieRenden Aufenthalt im Garrestbehalter. Alternativ kann auch
das Restgaspotential von maximal 1 % herangezogen werden. Diesen Untersuchungen zufolge waren dann
deutlich geringere Verweilzeiten in gasdichten Behaltern ausreichend. Eine Verkiirzung der hydraulischen
Verweilzeiten im Garprozess ware aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse mdglich und im Sinne einer
wirtschaftlichen Betriebsweise angeraten. Denn die Stromproduktivitat und der Nettoenergiegewinn kénnen
dadurch deutlich erhéht werden (Tabelle 16).

Die hohe Lagerkapazitat fir Garreste wird jedoch aktuell auch noch aufgrund der Diingemittelverordnung
benotigt, die aufgrund der jahreszeitlich bedingten eingeschrankten Ausbringung diese Kapazitat zur Lagerung
der Garreste vorschreibt. Die Realisierung kleiner Fermentervolumina fiir den Betrieb mit kurzen Verweilzeiten
kénnte um einen weiteren Verfahrensschritt zur Nahrstoff- bzw. Stickstoffrickgewinnung aus dem
Flussiggarrest erweitert werden. Denn nur in dieser Kombination ware ein Verzicht auf grol3e

Fermentervolumnia bzw. Lagervolumina auch aus Sicht der Dingemittelverordnung maglich.

Organische Raumbelastung

Waéhrend die Technikumsanlage bei einer Verweilzeit von 15 Tagen mit einer organischen Fracht von
5,83 kg oTR/ I*d betrieben wurde, sind in der Praxis Werte von 2 bis 4 kg oTR/ I*d realisiert (vTI, 2009). Fur
herkbmmliche Biogasanlagen werden an anderer Stelle organische Raumbelastungen von durchschnittlich
2,6 kg oTS/(m3-d) angegeben, wobei mit zunehmender AnlagengrofRe die Raumbelastung ansteigt auf etwa
3,7 - 3,8 kg oTS/(m3-d) (Stenull, 2017). Nach Mahnert (2007) wird jedoch der Einbruch des Biogasprozesses
fur die mesophile Monovergarung von Maissilage schon ab einer organischen Raumbelastung von etwa 3,8
kg/m3*d beschrieben. In den vorliegenden Untersuchungen wurden fiir die Monovergarung von Maissilage
Raumbelastungen untersucht von maximal 5,8 g/I*d. Wesentlich fir das Erreichen dieser Raumbelastung war
einerseits die regelmafige Futterung in kurzen Intervallen, die Vermeidung von StoRRbelastungen sowie eine
konstante Temperierung und eine zuverlassige Durchmischung der Hochlastfaulung. AulRerdem war die
Messtechnik entscheidend bei der Detektion von Stérungen. Durch Messung und Aufzeichnen des zeitlichen
Verlaufs der Biogasproduktion kdnnen frithzeitig Anderungen in der Biogasbildung erkannt werden. So kénnen
unmittelbar Reaktionen erfolgen, die zur Behebung der Stérung beitragen und grofiere Schaden durch
BiogaseinbuRen verhindern. Der Messtechnik kommt so beim Betrieb der Biogasanlage an der Lastgrenze

eine erhebliche Bedeutung zu und ist unabdingbar.
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Andererseits war fir das Erreichen dieser Raumbelastung auch das eingesetzte Inokulum mit seiner
geeigneten Mikroorganismenzusammensetzung von groer Bedeutung. Das Inokulum wurde durch das
Screening zu Beginn des Vorhabens und der Untersuchungen aufgrund der hdchsten ermittelten
Biogasausbeute mit der hdchsten Biogasrate ausgewahlt. Anschlielfend wurde durch eine geeignete
Inbetriebnahme, die sich durch ein vergleichsweise rasches, aber sukzessives Erhdhen des hydraulischen
Durchsatzes auszeichnete, die Mikroorganismenpopulation an die kurzen Verweilzeiten adaptiert. Ob die hier
erreichten Ergebnisse hinsichtlich eines stabilen Biogasprozesses mit konstanter und hoher Produktivitat und
vergleichsweise hohen Biogasausbeuten bei hohen Durchsatzen auch mit einem anderen Inokulum, d.h. mit
einem Garrest aus einer anderer Biogasanlage mit deutlich geringerem Ergebnis fir die Biogasrate und
Biogasausbeute im Screening, méglich wéren, ware noch zu untersuchen. Dies wére fiir die Ubertragbarkeit
in die Praxis von groRer Bedeutung. Denn es stehen viele verschiedene Garreste bei Biogasanlagen im
Bestand zur Verfigung, die sich mdglicherweise durch sukzessives und reproduzierbares Erhéhen des
Durchsatzes auch zu einer entsprechend geeigneten Mikroorganismenpopulation heranziehen lieRen. Ob das
maoglich ware, bleibt zu untersuchen.

Die hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden mit der kirzesten Verweilzeit von 15 Tagen untersucht und
aufgrund von Bedingungen, die der Dimension des Technikumsmallstabs geschuldet waren, mit einer
Maissilage durchgeflhrt, die zerkleinert und mit Wasser 1:4 verdinnt wurde. Inwieweit die oTR-Konzentration
im Substrat bei einer Verweilzeit von 15 Tagen noch erhdht werden kdnnte, muss untersucht werden. Denn
zum einen wird durch héhere oTR-Konzentrationen im Substrat bei gleichbleibend kurzer Verweilzeit die
organische Raumbelastung OLR erhdht. Auch daflr wird mit hdherer oTR eine maximale Grenze erreicht.
Zum anderen wird durch eine héhere oTR-Konzentration in der Substratzufuhr auch die Viskositat erhéht und

damit der Stoffiibergang beeinflusst.

Energieausbeute

Die durch die hohe HRT bedingte Grof3e des Fermenters bei Biogasanlagen im Bestand verursacht einen
Energiebedarf fir die Temperierung, der 20 % bis 80 % der erzeugten Energie entspricht (Rode et al., 2005).
Der Nettoenergiegewinn des Prozesses ist somit deutlich reduziert. Mit den hier durchgeflhrten
Untersuchungen wurde fir die HLF (HRT 15 d und 20 d) eine deutlich héhere Nettowarmeproduktion
berechnet als fir die REF (HRT 70 d) (Tabelle 16).

Die Auswertung von Biogasanlagen hinsichtlich der spezifischen Stromerzeugung ergab als mittlerer Wert
1,33 kWhe’/kg oTS (Stenull, 2017). Mit zunehmender AnlagengréR3e stieg die spezifische Stromerzeugung an
auf 1,44 kWhe/kg oTS. Hier wurde mit der Hochlastfaulung und einer hydraulischen Verweilzeit von 15 Tagen
bzw. 20 Tagen eine spezifische Stromerzeugung von 1,47 kWhe/kg oTR bzw. 1,48 kWhe/kg oTR berechnet
(Tabelle 15).
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2.13 Zusammenfassung

In den vorliegenden Untersuchungen wurde der Abbau von Maissilage als Monosubstrat bei verschiedenen
hydraulischen Verweilzeiten untersucht. Dazu wurde zunachst ein Screening mit 10 verschiedenen Garresten
durchgefiihrt hinsichtlich der maximalen Biogasausbeute und der maximalen Biogasrate bei der Vergarung
von Maissilage im Batch-Ansatz. So wurde ein Garrest als Inokulum ausgewahlt, mit dem die hochste
Biogasausbeute von 694 NL/kg oTRinput erzielt wurde sowie die hdchste Biogasrate von 420 NL/kg*d. Mit dem
so identifizierten Inokulum wurden zwei Biogasanlagen im Technikumsmalfstab inokuliert.

In den zwei Biogasanlagen wurde anschlieRend der Abbau von Maissilage als Monosubstrat in einer
Hochlastfaulung (HLF), in der sukzessiv kiirzere Verweilzeiten von 35 bis 15 Tagen eingestellt wurden,
verglichen mit dem Abbau von Maissilage in der Referenzanlage (REF) mit gleichbleibender hydraulischer
Verweilzeit von 70 Tagen. So wurden organische Raumbelastungen in der HLF zwischen 2,4 g oTR/L*d und
5,8 g oTR/L*d sowie 1,3 g oTR/L*d in der REF untersucht. Es zeigte sich, dass die HLF bei stérungsfreiem
Betrieb bis zur untersuchten hydraulischen Verweilzeit von 15 Tagen ohne Akkumulation von Sauren und ohne
Einbriiche der Biogasproduktion stabil betrieben werden konnte. Mit einer Verweilzeit von 15 Tagen konnte
ein stabiler Betrieb mit kontanter Biogasproduktion von 412 NL/d erreicht werden. So wurden in den
kontinuierlichen Untersuchungen fiir Maissilage Biogasausbeuten erzielt, die zwischen 545 NL/kg o TRinput und
688 NL/kg oTRinput lagen. Es zeigte sich, dass mit zunehmendem Durchsatz durch Verkirzen der
hydraulischen Verweilzeit ein kontinuierlicher Anstieg sowohl fiir die Biogas-Produktivitdt als auch fir die
Methanproduktivitat erreicht werden konnte. Die Produktivitat lag fir Biogas zwischen 1, 7 NL/L*d und
3,2 NL/L*d in der HLF sowie bei etwa 0,8 NL/L*D - 0,9 NL/L*d in der REF. Es zeigte sich auch, dass mit
zunehmendem Durchsatz durch Verkirzen der hydraulischen Verweilzeit entsprechend auch fir Methan
héhere Produktivitdten erreicht wurden. Diese lagen zwischen 0,87 NL/L*d und 1,65 NL/L*d in der HLF sowie
bei etwa 0,4 NL/L*d in der REF.

Mit den Mikrobiom-Analysen der 10 verschiedenen Garreste konnte ein Zusammenhang zwischen der
Mikrobiomzusammensetzung und den Substraten der entsprechenden Biogasanlagen festgestellt werden. Fir
die Mikrobiome aus den kontinuierlichen Untersuchungen konnten sowohl fiir die eingesetzten Inokula, fir die
HLF sowie fir die REF deutliche Unterschiede zwischen den spezifischen Populationen nachgewiesen

werden. Fur die Hochlastfaulung konnten Leitorganismen identifiziert werden.

Der Einfluss der Rindergulle als Cosubstrat wurde vergleichend mit der Monovergarung von Maissilage
untersucht. Es zeigte sich, dass auch hier die Biogasproduktivitat in der HLF mit der Verweilzeit von 15 Tagen
mit etwa 3 NL/L*d deutlich héher lag als die Biogasproduktivitat in der REF mit der Verweilzeit von 70 Tagen,
die bei 0,83 NL/L*d lag. Insgesamt waren die Ergebnisse fiir die Covergarung damit etwas unter den Werten,

die mit der Monovergarung erzielt wurden.

Der Vergleich mit Literaturwerten zeigte, dass die Hochlastfaulung HLF bei hohen Raumbelastungen und
kurzen Verweilzeiten mit sehr hohen Produktivitdten effizient arbeitete. Die erzielten Biogas- und
Methanproduktivitidten ergaben im Vergleich zu Literaturwerten vergleichbar hohe Biogas- und
Methanausbeuten. Basierend auf den Ergebnissen und den Vergleichen mit Literaturwerten lag das Optimum

zwischen Biogasausbeute und -produktivitdt zwischen 15 und 20 d Verweilzeit. Wird das Restgaspotenzial
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noch bericksichtigt, kdnnen bei 15 d Verweilzeit auch hohe Biogasausbeuten bei hoher Produktivitat erzielt
werden. So ergab sich fur die HLF mit einer Verweilzeit von 15 Tagen ein Biogaspotential von 628 NL/g
oTRinput, das Biogaspotential fir die Verweilzeit 20 lag bei 633 NL/g oTRinput. Fur die REF mit der Verweilzeit
von 70 Tagen wurde ein Biogaspotential von 701 NL/g oTRinput ermittelt. Im kontinuierlichen Betrieb ware in
einer zweiten Stufe aufgrund von Adaptationsvorgangen mit einem weiteren Anstieg des Abbaugrads und der

Biogasbildung fiir die Hochlastfaulung zu rechnen.

So konnte eine effiziente Praxisbiogasanlage aus einer Hochlastfaulung mit 15 bis 20 d Verweilzeit und einer
sich anschlieRenden zweiten Stufe mit ebenfalls kurzer Verweilzeit bestehen. Allerdings ist fir die Umsetzung
in die Praxis ein hdherer Aufwand hinsichtlich der Messtechnik erforderlich als bei den herkémmlichen

Biogasanlagen.

3 Verwertung

3.1 Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses im

Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Der Antragsteller hat Kontakt zu Biogasanlagenbetreibern, mit denen er die hier erzielten Ergebnisse
diskutierte. So wurde die Bedeutung dieser Ergebnisse fir die Praxis aus Sicht der Anlagenbetreiber bewertet.
Im Hinblick auf die Ubertragbarkeit der Ergebnisse in die Praxis ergibt sich fiir zukiinftige Anlagen eine
zweistufige Verfahrensweise. Der eigentliche Fermenter, also die erste Stufe, ware als Hochlaststufe mit
vergleichsweise kleinem Volumen mit Temperierung und Durchmischung sowie kontinuierlicher Fitterung zu
realisieren, in der der Giberwiegende Anteil des Substrats schnell abgebaut und mit hoher Produktivitat zu
Biogas umgesetzt wird. Der Ablauf wird anschlief3end in einem temperierten und durchmischten Nachgarer
wiederum mit vergleichsweise hoher Geschwindigkeit weiter zu Biogas umgesetzt. So kdnnte die Verweilzeit
und die Lagerungskapazitaten bei Biogasanlagen drastisch reduziert werden.

Allerdings sind die aktuellen rechtlichen Vorgaben so, dass die Lagerkapazitdten aufgrund der
Dingemittelverordnung ausreichend grof sein mussen, um auch jahreszeitlich und witterungsbedingte
Verzdgerungen bei der Ausbringung der Garreste Uberbriicken zu kdnnen. Dies kdnnte umgangen werden,
wenn gleichzeitig mit der Installierung einer Hochlastfaulung auch verfahrenstechnische Anlagen vorgesehen
werden zur Nahrstoffreduktion aus den flissigen Garresten. So kann der Nahrstoffgehalt reduziert und die
notwendigen Vorgaben fir die Lagerung aufgrund der Stickstoffausbringung in der Landwirtschaft eingehalten

werden. So kdnnten zukiinftig die Volumina der Garrestlager deutlich reduziert werden.

Mit den Untersuchungen wurde die Datenbasis des Fraunhofer IGB hinsichtlich erzielbarer Biogasausbeuten
und erreichbarer Produktivitatssteigerungen in kontinuierlichen Verfahren mit vergleichsweise kurzen
Verweilzeiten aus verschiedenen Substraten um das Monosubstrat Maissilage erweitert. Diese Datenbasis
stellt eine wertvolle Grundlage fir Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen und Dimensionierung von geplanten

Biogasanlagen fiir hohe Produktivitaten dar. Die Erkenntnisse kdnnen in grolierem Mal3stab angewendet die

93



Effizienz von NaWaRo-Biogasanlagen entscheidend steigern. Neben Konstruktion und Bau von
Biogasanlagen mit verbesserten Reaktorkonzepten kommt in Zukunft auch die Nachristung bestehender

NaWaRo-Biogasanlagen um eine vorgeschaltete Hochlaststufe in Betracht.

Das Fraunhofer IGB nutzt die erhaltenen Ergebnisse zur Weiterentwicklung von anaeroben Abbauprozessen
und Verfahren sowie die Analyse komplexer mikrobieller Populationen basierend auf Metagenom- und
Transkriptomsequenzierung.

Die Fraunhofer-Gesellschaft verwertet als gemeinniitzige Forschungseinrichtung und in Ubereinstimmung mit
den Satzungszwecken (Auftragsforschung, Technologietransfer) ihre Ergebnisse nicht durch eigene
Produktion oder eigenen Vertrieb. Projektergebnisse des Fraunhofer IGB dienen als Grundlage fiir weitere
Projekte und werden im Ubrigen durch Publikationen und Lizenzvergabe an Dritte genutzt und verwertet. Die
Ergebnisse werden zur Weiterfihrung und Stéarkung der Forschungsaktivitdten des Fraunhofer IGB auf dem
Gebiet der Bioenergie sowie als Grundlage flr sich anschliefiende Industrieprojekte in diesen Bereichen
bendtigt. Sie stellen fir das Fraunhofer IGB einen wichtigen Zwischenschritt auf dem Weg von
grundlagenorientierten Arbeiten zur konkreten Umsetzung in die Praxis (Technologietransfer) dar. Die
Ergebnisse bilden die Basis flir weitere Auftrage z. B. aus der Biogaswirtschaft oder dem Anlagenbau und
damit zur konkreten Umsetzung in neue Produkte oder Verfahren. Die Umsetzung der Hochlastfaulung fur
NaWaRos in den technischen MafRstab kann durch das Fraunhofer IGB angeleitet und wissenschaftlich
begleitet werden

Das Fraunhofer GB hat daruber hinaus die gewonnenen Erkenntnisse in der wissenschaftlichen Fachpresse
und auf Kongressen publiziert und tber Bachelor- und Masterarbeiten zur Ausbildung von qualifiziertem

wissenschaftlich-technischem Nachwuchs beitragen.

3.2 Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende
bzw. Aussichten fiir eine mogliche notwendige nachste Phase bzw. die nachsten

innovatorischen Schritte zur erfolgreichen Umsetzung der Ergebnisse

Das Projekt tragt dazu bei, dass das Know-How hinsichtlich des Substratspektrum fur die Hochlastfaulung und
so die Kompetenz des Antragstellers im Bereich NaWaRo erweitert wird. Im Rahmen des Projektes wurden
Studenten als Hilfswissenschaftler eingebunden, so dass die Erkenntnisse auf diesem Weg direkt an den
wissenschaftlichen Nachwuchs Ubergehen.

Zur Umsetzung der Ergebnisse mit der Hochlastfaulung fir NaWaRos ware einer der nachsten Schritte der
Betrieb einer Pilotanlage, in der die kurzen Verweilzeiten von 15 bzw. 20 Tagen eingestellt werden. In der
Pilotanlage kann die OLR weiter erhoht werden, indem hier auch héhere oTR-Konzentrationen im Substrat
untersucht werden kénnen, fir die der PilotmaRstab Voraussetzung ist. So kann die Lastgrenze auch fir die
OLR bei kurzer Verweilzeit mit steigender oTR-Konzentration im Substrat erreicht und ermittelt werden.
Weiterhin waren mit der Hochlastfaulung auch Substratwechsel im nachsten Schritt zu untersuchen. Die hier
erzielten Ergebnisse kénnen als Grundlage fur ein sich anschlieendes Forschungsprojekt verwendet werden,
das sich mit der Erweiterung der Hochlastfaulung fir NaWaRos zur weiteren Steigerung der Produktivitat und
Effizienz auf Basis von wechselnden Substraten beschaftigen wird. Dies ware weiterhin im
Technikumsmalstab mit den hier eingesetzten Technikumsanlagen maglich. Denn bisher wurde der Erfolg

der Hochlastfaulung anhand des Modellsubstrats Maissilage ohne Substratwechsel nachgewiesen. So konnte
94



die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auch fiir andere Substrate bzw. auch wechselnde Substrate nachgewiesen
werden.

Aulerdem ware weiterhin in einem Forschungsprojekt zu untersuchen, ob die hier erzielten Ergebnisse im
Technikumsmalstab auch mit unterschiedlichen Garresten als Inokulum reproduzierbar sind. Das Spektrum
der Garreste als Inokulum sollte auf mindestens zwei bis drei verschiedene Garreste aus unterschiedlichen
Biogasanlagen erweitert werden. So koénnte ermittelt werden, inwieweit sich verschiedene
Mikrobiomzusammensetzungen fir den Betrieb einer Hochlastfaulung eignen.

Analysen des Mikrobioms sollten dazu begleitend aus einem breiteren Spektrum von Garresten aus
Biogasanlagen durchgefihrt werden, um weitere Zusammenhange zwischen erfolgreicher und effizienter

Substratumsetzung sowie der Mikrobiomzusammensetzung aufzuklaren.

3.3 Wirtschaftliche Erfolgsaussichten

Die Hochlastfaulung ermdglicht hohe Produktivitaten aufgrund der hohen Durchsatze. Dafiir sind geringe
Fermentervolumina nétig. Allerdings wird daflr eine aufwandigere und umfangreichere Messtechnik als in den
herkbmmlichen Biogasanlagen bendétigt. Dies kann einerseits einen Anschub fur den Anlagenbau bedeuten,
der nahezu zum Erliegen gekommen ist. Andererseits kann es auch dazu fihren, dass die konservative

Betriebsweise weiterhin bevorzugt wird, da der Investitionsaufwand fur eine Umsetzung erhéht sind.

Die beschriebenen Arbeiten im Rahmen dieses Projekts und speziell die Untersuchungen der
Mikroorganismensysteme werden zweifelsfrei dazu beitragen, dass die Mdoglichkeiten der Prozesssteuerung
von Biogasanlagen ausgebaut und verbessert werden, gerade im Hinblick auf eine Flexibilisierung. Zudem
hilft das generierte Wissen auch die Zusammenarbeit mit bestehenden Kunden / Partnern auszubauen und
auch neue Projekte im entsprechenden Marktsegment zu beginnen. So kénnte man beispielsweise die neun
identifizierten High-Performance-Spezies/Leitorganismen aus der Hochlastfaulung (z. B. Candidatus
Cloacimonas bin_58) versuchen, zu isolieren und funktional ndher zu charakterisieren, um deren Einsatz

beispielsweise durch externe Zugabe gezielt zu ermdglichen, z.B. je nach Tageszeit oder nach Strombedarf.

Eine Verwertung der Projektergebnisse soll aber auch durch entsprechende Veroffentlichungen

vorangetrieben werden.

4 Erkenntnisse von Dritten

Konkrete Projektergebnisse von dritter Seite mit Relevanz fur das Holaflor-Projekt sind im Berichtszeitraum
nicht bekannt geworden.
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