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| Kurze Darstellung

1.1  Aufgabenstellung

Ziel des Forschungsprojekts ist die Analyse der mikrobiologischen Vorgange in
landwirtschaftlichen ~ Biogasanlagen in  Abhéangigkeit von  unterschiedlichen
Inputmaterialien und technischen Verfahrenskenngréf3en, sowie die Untersuchung der
Garreste.

Aus der Erkenntnis heraus, dass das zumeist aus Laborversuchen stammende
Datenmaterial fir die Planung und den Betrieb von Praxisbiogasanlagen nicht zu
optimalen Ergebnissen fuhrt, ergibt sich die Formulierung des Meilenstein 1. Dieser
umfasst die mikrobiologische Analyse von drei deutlich unterschiedlich groRen
Versuchsanlagen, um Ubertragbarkeitseffekte zu untersuchen und zu validieren. Darunter
sind jene Erscheinungen zu verstehen, die dafir verantwortlich sind, dass eine direkte
Ubertragbarkeit von Werten aus Labor- und Technikumsversuchen nicht zwangslaufig zu
entsprechend optimal arbeitenden Praxisanlagen fuhrt.

Die aus Meilenstein 1 gewonnenen Erkenntnisse dienten als Basisdaten fur die Aufgabe
des Meilensteins 2. Diese Aufgabe besteht in der Untersuchung der Struktur,
Zusammensetzung und Aktivitat der Biozonose bei der Vergarung von ausgewahlten
verschiedenartigen Co-Substraten, die jeweils parallel in den drei unterschiedlichen
Versuchsfermenteranlagen durchzufiihren waren. Dazu wurden 3 Substrate mit

unterschiedlichem Schwerpunkt hinsichtlich ihrer Nahrstoffzusammensetzung selektiert:

e Maissilage: cellulose- und starkebetont
e Grassilage: cellulose- und etwas proteinbetont

e Rapsol: fettbetont

Mit Hilfe der mikrobiologischen, molekularbiologischen und physikalisch-chemischen
Untersuchungen soll der ,Blackbox-Prozess* der Vergarung von Bioabfallen und
Nachwachsenden Rohstoffen in landwirtschaftlichen Biogasanlagen analysiert werden.

1.2 Vorraussetzungen, unter denen das VVorhaben durchgefuhrt wurde
Das Projekt lag im Zeitraum der Erstellung und Genehmigung des Antrages aufgrund
seiner verfahrensoptimierenden Ausrichtung beziglich der Untersuchung von



landwirtschaftlichen Produktionsprozessen zur umweltfreundlichen Energieerzeugung im
Kernbereich des vom PTJ im Auftrag des BMBF gestellten Themas ,,Agrartechnik —
Integrierter Umweltschutz in der Landwirtschaft” des Férderprogramms ,,Forschung fur
die Umwelt*. Der Aktualitatsbezug ist auch weiterhin gegeben, da die Energiegewinnung
mittels alternativer, dezentraler, umweltfreundlicher (CO,-neutraler) Methoden in der
Landwirtschaft zwischenzeitlich weiter an Bedeutung gewonnen hat. Dies gilt ganz
besonders fur die landwirtschaftliche Biogasgewinnung aus nachwachsenden Rohstoffen
(NawaRos), die seit der neuen Novellierung des EEG im Jahre 2004 deutlich starker
gefordert wird. Daraus resultiert auch ein deutlicher Anstieg des Anlagenneubaus, der

geeignetes Planungsdatenmaterial nétiger macht denn je.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

1.3.1 Vorgehensweise
Fir die Untersuchung der Biozénose im Garungsprozess wurden die Versuche in zwei
Phasen aufgeteilt:

1. Versuche mit verschiedenen Fermentergroflen sollen die Ursachen der so
genannten , Ubertragbarkeitseffekte“  erforschen.  Um  Ursachen  auf
mikrobiologischer Ebene festzustellen, werden zur Identifizierung und
Charakterisierung der mikrobiellen Gemeinschaften in den Versuchsfermentern
neben physikalisch-chemischen Untersuchungen (u.a. Gas-Chromatographie)

folgende Methoden verwendet:

— Auf Polymerase Kettenreaktion (PCR) basierende Techniken

— Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE)

— In Situ- und Dot Blot Hybridisierung

— konfokale  Laser-Scanning- und  Epifluoreszenzmikroskopie  von
Reaktorproben mit fluoreszenzmarkierten Mikroorganismen

— Klassische Mikrobiologie auf Grundlage von Kultivierung

2. Die erfassten Daten aus der ersten Phase werden als Grundlagen flr die Konzeption,
Erstellung und Optimierung einer Versuchsfermenteranlage verwendet. Dabei werden
die in der ersten Phase genannten Methoden eingesetzt. Wesentliche Ziele sind,

limitierende Faktoren, z.B. in Form und Art der Input-/Outputmaterialien zu



Uberwinden und praktikable Kombinationsmdglichkeiten von Co-Fermentaten mit

Gulle zu erforschen und zu evaluieren.

Mit Hilfe der mikrobiologischen, molekularbiologischen und physikalisch-chemischen
Untersuchungen soll der ,Blackbox-Prozess* der Vergarung von Bioabféllen in

landwirtschaftlichen Biogasanlagen analysiert werden.

1.3.2 Zeitplan
Aufbau der verschiedenen Versuchsanlagen sowie Ablauf der Versuche wurden zeitlich
wie folgt durchgefiihrt. Die Darstellung umfasst nur die Aufgaben, die von dem Lehrstuhl

fir Wassergute und Abfallwirtschaft der TU Minchen durchgeftihrt wurden.



Zeitplan des Anlagenaufbaus und der durchgefthrten Versuche

Monat Juli - Okt.- Jan.- April - | Juli- Okt. - Jan.- April - | Juli- Okt. - Jan.- April -
Sept. Dez. Marz Juni Sept. Dez. Maérz Juni Sept. Dez. Marz Juni
2002 2002 2003 2003 2003 2003 2004 2004 2004 2004 2005 2005

Quartale | 1 1 v \Y% VI VII VI IX X Xl X1l

Wissenschaftliches Begleitprogramm
und Literaturrecherchen

Mikrobiologische

Voruntersuchungen

Methodenaufbau und -test der

mikrobiologischen Analytik

Mikrobiologische Untersuchungen
zur Ubertragbarkeit (Meilenstein 1:
2L, 36L und 3500L)

Mikrobiologische Versuch:
Durchfluss Praxissubstrat in 36L,
3500L & Praxisfermenter

Mikrobiologische Untersuchungen
zur Substrat (Meilenstein 2: 2L, 36L
und 3500L)

Datenverarbeitung und Auswertung

Zwischenbericht

Endbericht
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Gasertrag I/kg 0TS

.4 Wissenschaftlicher Stand

Wissenschaftlicher und technischer Stand an den angekniipft wurde, insbesondere
Angaben bekannter Konstruktionen, Verfahren und Schutzrechte, die fiir die Durchfiihrung
des Vorhabens benutzt wurden, sowie Angabe der Fachliteratur und der benutzten

Informations- und Dokumentationsdienste.

1.4.1 Ausgangslage
Im Bereich der Validierung unterschiedlicher Inputmaterialien in landwirtschaftlichen
Biogasanlagen sind in jlngerer Zeit nur wenig systematische Arbeiten durchgefuhrt
worden. So wurden Gasertrdge verschiedener Substrate zumeist mit Hilfe von kleinsten

Laborfermentern ermittelt (SCHOFIELD, 2000).
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Abb.1: Mittlere Gasertragspotentiale verschiedener ausgewdahlter Substrate mit der jeweiligen
Schwankungsbreite gemaR der ausgewerteten Literaturstellen. (Zahl an der Basis der Saulen: Anzahl der
konsultierten Literaturstellen) [Boxer (1999); Baserga (1998); Braun (1992); Buschner (1994); Edelmann
(1991); Graf (1999); Kuhn (1995); Linke und Schelle (1999); Reinhold und Noack (1956); Schuchart
(1983); Stadlbauer (1982);Weiland (1989); Wellinger (1997) gemall (SCHATTNER et al.; 2001).
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Hinzu kommt, dass in vielen Veroffentlichungen der Versuchsaufbau, die BezugsgroRen
sowie die Methoden, nach denen die angegebenen Gasertragswerte berechnet wurden,
fehlen oder mangelhaft dargestellt werden (Abb. 1). So fehlen oft Angaben, ob es sich bei
den Gasertragsmengen um wasserfreies und auf Normbedingungen umgerechnetes Gas
handelt, oder ob diese Umrechnung nicht stattgefunden hat (Abb. 1). Auch wird hdufig
nicht naher darauf eingegangen, auf welche Art der Trockensubstanz die Gasertrage
bezogen wurden oder gar versuchsspezifische Absolutwerte sind. AufRerdem fuhren Art der
verwendeten Fermenter und Versuchsdurchfiihrung sowie Messmethoden zu
unterschiedlichen Ergebnissen und missten von daher immer angegeben werden, da sonst
eine direkte Vergleichbarkeit der Werte aus unterschiedlichen Quellen streng genommen
nicht moglich ist.

Dieser Sachverhalt wird auch durch die aktuelle ,,Handreiche Biogasgewinnung und
-nutzung® (AUTORENKOLLEKTIV; HRSG. FACHAGENTUR NACHWACHSENDE ROHSTOFFE
E.V., 2004) durch nachstehendes Zitat (Seite 190-191) bestatigt:

,Leider gibt es flr viele Substrate keine Literaturangaben zu Gasausbeuten und Methangehalten, auf die man zuruickgreifen kdnnte, oder
die angegebenen Werte weisen so groe Spannen auf, dass fast jedes gewiinschte Ergebnis einer Wirtschaftlichkeitsberechnung mdéglich
und begriindbar ist [...]. Haufig sind die angegebenen Gasausbeuten nicht auf Normbedingungen korrigiert.[...]. Man ist deshalb fast

gezwungen, Gartests durchfiihren zu lassen, die allerdings nicht unbedingt auf Praxisanlagen tibertragbar sind.*

Somit ist die planerische Verwertbarkeit der Literaturdaten zweifelhaft, was auch wahrend
der Projektlaufzeit immer wieder in Ver6ffentlichungen bestétigt wurde und die Bedeutung
des Themas belegt (BECKER UND HaMS, 2002; FACHAGENTUR NACHWACHSENDE
ROHSTOFFE E.V., 2004).

Bezlglich der zur Bearbeitung des Projektes konstruierten Versuchsanlagen ist
hervorzuheben, dass es sich in allen Féallen um Kombinationen aus am Markt zu
erwerbenden Materialien oder Bauteilen und selbst entwickelter Aggregate gehandelt hat.
Im Rahmen dieses Projektes wurden keine Bauteile im Hause hergestellt, deren Funktion,
Funktionsweise, Bauweise oder Aussehen wissentlich irgendwelchen Schutzrechten
unterliegen. Urheberrechtlich geschutzte Elemente fiir den Aufbau der Versuchsanlagen

wurden vom jeweiligen Hersteller oder Giber dessen Handelspartner erworben.

1.4.2 Mikrobiologische Grundlagen der Vergarung
Ziel der Vergarung ist die Verwertung von organischen Reststoffen und nachwachsenden
Rohstoffen und dabei die Produktion von Biogas, das hauptséchlich aus Methan (CH,4 bis

zu 70%) und Kohlendioxide (CO, bis zu 30%) besteht. Diese Vergarung erfolgte in
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mehreren Stufen, die Hydrolyse, Acidogenese, Acetogenese und die Methanogenese (Abb.
2). Dabei kommen verschiedene Gruppen von Mikroorganismen zum Einsatz. Die
Aktivitat der Mikroorganismen, die sich an den Abbau der organischen Materie beteiligen,
ist von grofler Bedeutung und sehr entscheidend, um einen effizienten Abbau der
organischen Komplexe im Reaktor zu gewéhrleisten (Mladenovska et al., 2003).

1.4.2.1 Vorgeschichte der Vergarung
Bereits im 17. und 18. Jahrhundert wurde das Biogas, oder die brennbare Luft genannt,
entdeckt. Die Experimente von Alessandro Volta mit dem ,,Teufel Gas* haben breite
wissenschaftliche Begeisterung gefunden. 200 Jahre spéter wurde eine Organisation
gegrundet (Foundation for Study of the biological formation of methane; Paoloni, 1976),
um biogenes Gas zu untersuchen (Wolfe R. S., 1993). Der erste Hinweis, dass Methan bei
mikrobiologischen Prozessen gebildet wird, kam 1868 von Bechamp, ein Student von
Louis Pasteur. Bechamp machte Untersuchungen mit Zucker und Stérke in Abwesenheit
von Sauerstoff und stellte fest, dass diese Substrate vergoren wurden.
1950 begannen gezielte Untersuchungen zur Konversion von Methylgruppen zum Methan
in Barker’s Labor (Barker, 1956).
Wichtig bei diesen Vergarungsversuchen ist die Abhédngigkeit der verschiedenen
Bakteriengruppen von einander; so verwenden beispielsweise die Methanogenen den
Wasserstoff, Essigsaure oder Kohlendioxide von anderen Gruppen, um das Methan zu
produzieren.
Die Produktion von Methan bei der Vergédrung ist ohne Methanogenen nicht moglich. Die
Methanogenese ist die entscheidende Phase in der Vergarung fur die Methanproduktion

und dariiber hinaus auch in dem C-Zyklus auf der Erde.

1.4.2.2 Physiologische Eigenschaften der Garbakterien
Die Vergarung an sich ist ein sehr empfindlicher Prozess. Eine Stérung an einer Etappe der
Vergarung fuhrt zum Erliegen des Vergarungsprozesses. So konnen z.B. die
Methanogenen schon bei niedrigen Konzentrationen von Sauerstoff (weniger als 100 ppm),
Ammoniak (Shihwu et al., 2003) oder Schwefelwasserstoff (H,S) gehemmt werden und
beeintrachtigen dadurch die Qualitat des produzierten Biogases. Die Methanogenen,
bekannt als strikt anaerob, brauchen fur deren Wachstum ein sehr negatives Redox-
Potential (- 300mV; Hungate, 1967). AuBerdem spielen andere Parameter wie pH-Bereich

(6,5-7,5), Temperaturoptimum (mesophil oder thermophil), Salinitat (Optimum zwischen
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1,5-3M Na™), Spurenelemente (Nickel, Kobalt, Molybdén, Eisen, Selen, Wolfram etc...)
oder Schlammalter und Struktur der Biozonose eine wichtige Rolle bei der Vergérung.

Als geschwindigkeitsbestimmende Faktoren der Vergarung gelten die Hydrolyse von
organischen Substraten (Starke, Proteine, Cellulose, Fette) und die heterotrophe Produktion
von Methan aus Essigsduren (ATV, 1994).

Weiterhin ist flr den stabilen Prozessablauf ein ausgewogenes C/N-Verhéltnis des
eingesetzten Substrates wichtig. Ist dieses Verhaltnis zu hoch (viel C und wenig N), kann
der vorhandene Kohlenstoff von der Biozénose nicht vollstandig umgesetzt werden und es
wird mogliches Methanpotenzial nicht genutzt. Im umgekehrten Fall kann es durch

Stickstoffuberschuss zur Bildung von Ammoniak (NH3) kommen, das schon in geringen

Konzentrationen die Bakterien in ihrem Wachstum hemmt und sogar zum voélligen
Zusammenbruch der gesamten Bakterienpopulation filhren kann (,,Handreiche Biogas-
Gewinnung und -Nutzung* (AUTORENKOLLEKTIV; HRSG. FACHAGENTUR

NACHWACHSENDE ROHSTOFFE E.V. 2004).

Organische Substrate
(Proteine, Cellulose, Lipide, ...)

] g P |

Hydrolytische Bakterien | - B | Hydrolyse

Aminosauren, Zuckern, etc... |

Fermentierer und saure- > I < [ Acidogenese
bildende Bakterien ' g

Fettsauren ( Propionat, Butyrat, ...)

Essigsaure-bildende > ¢4 I Acetogenese

Bakterien

Acetate und Wasserstoff

|

Methanogene Bakterien i — I ¢ | Methanogenese

Methan und Kohlendioxid

Abb. 2: Vergarungsprozess und deren Bakteriengruppen.

Die mikrobielle Gemeinschaft in Biogasanlagen wurde bisher meistens mit den klassischen
mikrobiologischen Kultivierungsmethoden untersucht und charakterisiert. In den letzten
Jahren aber kommen immer haufiger kultivierungsunabhéngige molekularbiologische
Methoden zur Anwendung. Diese neuen Methoden werden zurzeit speziell fur die

Anwendung in der Biogastechnologie optimiert.
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Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR; DelLong E., 1992) von 16S rDNA/rRNA
Sequenzen (Woese C., 1987), die Klonierung und Sequenzierung der 16S rDNA/rRNA
(Woese C., 1987; Amann et al., 1995), die Fluoreszenz in Situ Hybridisierung Technik
(FISH; Amann R., 1995; Alm et al., 1996; Joux et al.,, 2000; Harmsen et al., 1996;
Davenport et al., 2000; Pernthaler et al., 2002; Crocetti et al., 2005; Raskin et al., 1994;
Amann et al.,, 2000) sowie die Denaturierende und Temperatur Gradient Gel
Elektrophorese (DGGE/TGGE; Muyzer et al., 1998a; Muyzer et al., 1998b; Muyzer G.,
1999; Sigler et al., 2004) werden heutzutage haufig in der Biogastechnologie angewendet,
um die Struktur und Aktivitat der Mikroorganismen néher zu untersuchen.

1.4.2.3 Mikrobiologische Defizite

Im Bereich der Anaeroben-Technologie gibt es immer noch ein grof3es Defizit an Daten
uber Struktur, Zusammensetzung und Aktivitdt der mikrobiellen Biozdnose in
Abhangigkeit z.B. von Inputmaterialien, Gérbedingungen, FermentergroRen und —typen
(Rabaey et al., 2005; Maukonen et al., 2003; Angelidaki et al., 2000). Auch aktuelle Daten
uber Prozessoptimierung und Steuerungskonzepte fiir Landwirtschaftliche Biogasanlagen
sind kaum bekannt (Yadvika et al., 2004; Weiland P., 2003; McKendry P., 2002a;
McKendry P., 2002b; McKendry P., 2002c).

Deshalb sollen im Rahmen dieses Projektes zuerst Untersuchungen zu den so genannten
"Ubertragbarkeitseffekten" durchgefithrt werden. Dabei werden neben den klassischen
Kultivierungsmethoden auch die molekularbiologischen Techniken angesetzt.

Die dabei ermittelten Ergebnisse dienen als Basisdaten zur Bearbeitung von Fragen im
Bereich der Inputmaterialien. Bei der Vergérung ist die Biozonose einer der wichtigsten
Parameter. Struktur und Zustand der Biozonose spielen eine entscheidende Rolle beim
Gasertrag und der Gasqualitdt und damit in der wirtschaftlichen Rentabilitdt einer

Biogasanlage.

1.5  Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Das Projekt wurde in Zusammenarbeit mit der Bayerischen Landesanstalt fir
Landwirtschaft, Institut fir Landtechnik, Bauwesen und Umwelttechnik in Freising-
Weihenstephan durchgefiihrt. Der Projektpartner hat dabei die Konstruktion, Betrieb und
physikalisch-chemischen Analysen und Untersuchungen durchgefihrt und wird die
Ergebnisse in einem eigenen Abschlussbericht prasentieren. Zusammenfiihrende

Ergebnisse werden in einem gemeinsamen Kapitel dargestellt.
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1. Eingehende Darstellung

1.1 Darstellung der erzielten Ergebnissen
I1.L1.1 Versuchsaufbauten

A- Aufbau und Betrieb einer Anaeroben-Kammer
Es wurde fir die Arbeit unter anaeroben Bedingungen, fiir die Herstellung von anaeroben
Medien und fur die Animpfung und Ausplattierung von Anreicherungen, eine schon

bestehende Anaeroben-Kammer (Fa. Coy Laboratory Prod. Inc., Michigan)

vervollstandigt, Gasleitungen gelegt und die komplette Anlage in Betrieb genommen (Abb.
3).

Abb. 3: Anaeroben-Kammer am Lehrstuhl fir
Wassergiite und Abfallwirtschaft, TU Minchen.

In der Anaeroben-Kammer befinden sich zwei Palladium-Katalysatoren, die kontinuierlich
anaerobe Bedingungen gewahrleisten und regelmaRig durch Inkubation bei 160°C fir 2-4
Stunden regeneriert werden. Die Anaeroben-Kammer wird regelméRig und bei Bedarf mit
dem Gas-Leck-Detektor auf Locher und undichte Stellen geprift, um die Kammer aus

Sauerstoffdichtigkeit hin zu Gberwachen.
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B- Aufbau einer Gasstation
Eine Gasstation wurde zur Herstellung der Anaeroben-Flissigmedien und —Ldsungen
sowie fur den Austausch der Gasphase hergestellt (Abb. 4). Die Gasflaschen wurden in
Sicherheitsschranken untergebracht. Die Gasstation und die Sicherheitsschranke sind mit

einem Abluftsystem gekoppelt.

Abb. 4: Gasstation zur Herstellung der Anaeroben-Medien und
Gasaustausch.

C- Konstruktion von Anaeroben-Reaktoren
Es wurden fur die Isolierung und Ausplattierung der anaeroben Bakterien 3 kleine Spezial-
Reaktoren angefertigt (Abb. 5). Die Reaktoren sind gasdicht und fiir einen Uberdruck bis
2-3 Bar geeignet. An dem Reaktordeckel sind ein spezielles hitzebestandiges
Thermometer, eine Andockstelle zum Umgasen, sowie eine Stelle fur die Gasprobenahme

aufgebracht.
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Abb. 5: Anaeroben-Reaktoren zur Isolierung und
Ausplattierung von anaeroben Mikroorganismen.
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11.1.2 Aufbau der mikrobiologischen Methoden

Ein schematisches Protokoll zur Analyse der mikrobiellen Gemeinschaften ist in
Abbildung 6 dargestellt. Es umfasst die verschiedenen Experimenttypen und Schritte, die
ausgefuhrt werden sollen, um die Struktur und Aktivitat der mikrobiellen Gemeinschaften
zu untersuchen (DelLong E., 2002; Zhou et al, 2002; Bernard et al., 2001; Dabert et al.,
2002; Dahllof 1., 2002; Torsvik et al., 2000; Torsvik et al., 1998; Sekiguchi et al., 2001,
Amann et al., 200; Muyzer G., 1999; Wagner et al., 1993).

Fermenter-Proben HE—} Physiologische Analyse

| DNA / RNA Extraktion |—>| Hybridisierung

DGGE PCR [===P| Klonierung |

Sonden- P — Sequenzierung /

Herstellung *
Phylogenetische Analyse

I(D—ﬂ<—_

Struktur der mikrobiellen Populationen in den Fermenter-Proben

Abb. 6: Schematisches Protokoll zur Analyse der mikrobiellen Populationen aus
Fermenteranlagen. Rote Pfeile zeigen die Hauptversuche, schwarze Pfeile eventuell
erforderlich zusétzliche Versuche.

Fur den Test und die Optimierung der mikrobiologischen und molekularbiologischen
Methoden wurden Fermenterproben aus der mesophilen Biogasanlage vom Hof Pellmeyer
(Eggertshof, bei Freising) verwendet, da diese Anlage dhnliche Garbedingungen wie die
geplante  Pilotanlage  aufweist.  Zusétzlich  wird im  Rahmen  unserer
Ubertragbarkeitsversuche ein Fermenter (900 m®) der Pellmeyer Biogasanlage mit

untersucht.
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A- Herstellung von Anaeroben-Flissigmedien
Fur die Anreicherung und Isolierung von anaeroben Bakterien aus den Fermenteranlagen
sowie flr die Kaultivierung der Kulturstimme wurden verschiedene anaerobe
Flussigmedien nach Balch et al. (1979) hergestellt (Abb. 7). Die Herstellung der Medien
erfolgte nach den Protokollen der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ).

Abb. 7: Anaeroben-Flussigmedien mit entsprechenden Gasphasen fur
Anreicherung, Isolierung und Kultivierung von anaeroben Mikroorganismen.

B- Kultivierung von Referenz Bakterienstammen
Bestimmte Bakterien-Stdimme werden als positive Kontrollen fir die physiologischen und
molekularbiologischen Untersuchungen benétigt. Diese Bakterien wurden als fir die
Substratvergdrung verantwortlich  beschrieben und kommen in Habitaten wie
Biogasanlagen, Klarschlamm oder Pansen vor.
Folgende Bakterien-Stimme von der DSMZ wurden bisher in den geeigneten Medien
kultiviert (Tab. 1):
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Hydrolytische Bakterien

Bakterien-Stamme

Habitat

Eigenschaften

Ruminococcus albus

Rinderpansen

Cellulose-Abbau,

anaerob

37°C,

Lachnospira multipara

Rinderpansen

Protein-Abbau,, 37°C, anaerob

Bacteroides cellulosolvens Kommunaler Cellulose-Abbau, 30°C,
Abwasser-Schlamm anaerob

Acidogene Bakterien

Bakterien-Stamme Habitat Eigenschaften

Flavobacterium succinicans Aquarium Glucose-Fermentation, 25-
30°C, fakultativ

Bifidobacterium ruminantium | Rinderpansen Glucose-Fermentation,  37°C,
anaerob

Delftia acidovorans Abwasser Kldranlage |Protein-Abbau, 30°C, anaerob

Selenomonas ruminantium | Rinderpansen Zucker-Fermentation, 37°C,

subsp. lactilytica anaerob

Butyrivibrio fibrisolvens Rinderpansen Zucker-Fermentation, 37°C,

anaerob

Schwartzia succinivorans

Rinderpansen

Succinat-Abbau, 37°C, anaerob

Acetogene Bakterien

Bakterien-Stamme

Habitat

Eigenschaften

Acetobacterium dehalogenans

Reaktor-Schlamm

Medium 787, 25°C, anaerob

Acetobacterium wieringae

Reaktor-Schlamm

Medium 135, 30°C, anaerob

Syntrophobacter fumaroxidans

Methanogene-Granulat-

Schlamm

Medium 684, 37°C, anaerob

Syntrophomonas wolfei subsp.

wolfei

Reaktor-Schlamm

Medium 213, 35°C, anaerob
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Sulfatreduzierer (SRB)

Bakterien-Stamme

Habitat

Eigenschaften

Desulfococcus multivorans

Reaktor-Schlamm

Medium 197, 35°C, anaerob

Desulfobacterium

autotrophicum

Mariner Schlamm

Medium 383, maxi 26°C,

anaerob

Desulfomonile tiedjei

Reaktor-Schlamm

Medium 521, 37°C, anaerob

Methanogenen

Bakterien-Stamme

Habitat

Eigenschaften

Methanosarcina barkeri

Reaktor-Schlamm

Verwendet H,-CO,, Formiat,
Methanol, Methylamine und
Essigsdure als Substrat, 30-
40°C, anaerob

Methanobacterium bryantii

Reaktor-Schlamm

Verwendet H,-CO, und Formiat
als Substrat, 37-39 °C, anaerob

Methanobrevibacter

ruminantium

Rinderpansen

Verwendet H,-CO, und Formiat
als Substrat 37-39°C, anaerob

Methanomicrobium mobile

Rinderpansen

Verwendet H,-CO, und Formiat

als Substrat, 40°C, anaerob

Methanocorpusculum

aggregans

Reaktor-Schlamm

Verwendet H,-CO, und Formiat
als Substrat, 35-37 °C, anaerob

Methanoseata conncilii

Reaktor-Schlamm

Verwendet
Substrat, 35-40°C, anaerob

Essigsaure  als

Methanococcus vanielii

Marinsediment

Verwendet H,-CO, und Formiat
als Substrate, 35-40°C, anaerob

verwendet.

Tab. 1: Diese Bakterienstimme wurden als Kontrolle bei den verschiedenen Analysen
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11.1.3 Molekularbiologische Untersuchungen

A- Fluoreszenz in Situ Hybridisierung (FISH)

Die FISH Technik ist verglichen mit der DGGE eine schnelle und einfache Methode. Mit
der FISH Methode konnen bestimmte Gruppen von Mikroorganismen mit Hilfe von
fluoreszierenden Oligonukleotidsonden, die an der ribosomalen RNA binden, identifiziert
werden (Amann et al, 1990, 1995 und 2000; Devereux et al., 1992; Raskin et al., 1994a
und 1994b; Harmsen et al., 1996a und 1996b).

Hierbei wurden Fermenterproben sowie Kontrollstdmme zuerst mit 100 % Ethanol oder
mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert (Amann et al., 1995). Die Zellfixierung erméglicht
einen Schutz der ribosomalen RNA. Daran schliet durch die in Situ Hybridisierung der
Zellen unter bestimmten Stringenz-Bedingungen eine entsprechende Oligonukleotidsonden
an (Amann et al., 1995; Wagner et al., 1993).

Mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning Mikroskops kann die in Situ Hybridisierung je
nach Oligonukleotidsonde und Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen und anschlieBend mit

einer speziellen Software analysiert werden (Leitch et al., 1994).

4% PEA (Paraformaldehydldsung) nach Amann et al. (1995)
e 30 ml H,O bidest. bei 60 °C erwérmen.

e 29 PFA zugeben.

e Losen von PFA durch Zugabe von einem Tropfen 1M NaOH und schnell
rihren. Nach 1-2 min die Ldsung wird farblos.

e Zugabe von 16,6 ml 3xPBS.

e pH mit HCL auf 7,2 einstellen.

e Die PFA-L6sung mit H,O bidest. auf 50 ml auffillen.

e Die PFA-L6sung mit 0,2 um Einwegfilter Sterilfiltrieren und schnell bei 4 °C
kihlen.

e Die PFA-L6sung kann man 1-2 Tage bei 4°C lagern.

Proben Fixierung

Die in Situ Hybridisierungsmethode hangt direkt von der Qualitdt der ribosomalen
Nukleinsdure (RNA) ab. Deshalb mussten die Proben fixiert werden, um die Aktivitat von

endogenen Nukleasen sowie anderer abbauender Enzyme zu reduzieren oder sogar zu
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hemmen. Die Fixierung konserviert die Zellstruktur und verhindert damit den weiteren
Verlust der Nukleinséure.

Fur die Fixierung wurden frische Proben verwendet. Diese Proben wurden je nach Bedarf
entweder mit 4% PFA oder mit Ethanol fixiert (Amann et al., 1995).

Enzymatische Behandlung

Die Fixierung mit quervernetzenden Mitteln wie PFA ermdglicht zwar den Erhalt der
kompletten Zellstruktur, hindert aber die Oligonukleotidsonden daran, in die Zelle
einzudringen. In diesen Féllen war es erforderlich, die Permeabilitat der Zellen vor der in
Situ Hybridisierung durch enzymatische Behandlungen zu erhéhen

Um die Permeabilitdt der Zellen zu erhdhen, wurden Behandlungen mit Lysozym
(Pernthaler et al., 2002; Beimfohr et al., 1993), Lipase/ Proteinase K (Davenport et al.,
2000), Mutanolysin (Bunthof et al., 2001) und HCI-Pepsin (Leitch et al., 1994)
durchgefiihrt.

DAPI Ldsung
Wenn nicht anderes erwéhnt, wurde DAPI Pulver (4, 6-Diamono-2-Phenylindol) mit

sterilem Wasser zu einer Arbeitskonzentration von 70 pg/ ml aufgeldst. Die Losung wurde

bis zur Verwendung in einem abgedunkelten Gefal? bei -20 °C (Amann et al., 2000)

Oligonukleotidsonden

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidsonden wurden von der Firma MWG-
Biotech (Ebersberg, Deutschland) angefordert. Wenn nicht anders besagt, wurden die
Sonden mit sterilem Wasser zu einer Endkonzentration von 50 ng/ ul verdinnt.

Die in der Tabelle 2 aufgelisteten Oligonukleotidsonden stammen aus der Literatur oder
online von der ProbeBase Datenbank (Loy et al., 2003; http://www.microbial-

ecoloqy.de/probebase).

Abhangig von den Versuchen wurden die Oligonukleotidsonden entweder nicht markiert
oder fluoreszenzmarkiert. Die  Fluoreszenzfarbstoffe  Indocarbocyanine (Cy3),
Indodicarbocyanine (Cy5) und 6-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidester (Fluos)

dienten fur die Fluoreszenz-Markierung der Oligonukleotidsonden.
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Nr.|Sonden Sonden-Eigenschaften und RNA-Position

1 |UNIV1390 |alle Organismen (16S, 1390-1407)

2 |EUKS515 Eukarya

3 |EUB338 Bacteria (16S, 338-355)

4 |EUB338 Il | Planctomycetales (16S, 338-355)

5 |EUB338 Il | Verrucomicrobiales (16S, 338-355)

6 |ALFlb a -Proteobacteria (16S, 19-35)

7 |BET42a S -Proteobacteria (23S, 1027-1043)

8 |GAM42a y -Proteobacteria (23S, 1027-1043)

9 |SRB385 0 -Proteobacteria (16S, 385-402)

10 |SRB385Db |Manche Sulfatreduzierer der J-Proteobacteria und einige
Nicht Sulfatreduzierer (16S, 385-402)

11 |DSV698 Desulfovibrionaceae (16S, 698-717)

12 | DELTA495a | o-Proteobacteria (16S, 495 — 512)

13 |HGC69a Actinobacteria (23S, 1901-1918)

14 |LGC354a |Firmicutes mit niedrigen GC mol % (16S, 354-371)

15 |LGC354b | Firmicutes mit niedrigen GC mol % (16S, 354-371)

16 |LGC354c | Firmicutes mit niedrigen GC mol % (16S, 354-371)

17 |ARC344 Archaea (16S, 344- 363)

18 |ARC915 Archaea (16S, 915-934)

19 |CRENA499 Meiste Crenarchaeota (16S, 499-516)

20 |EURY498 | Meiste Euryarchaeota (16S, 498-511)

21 |MX825 Methanosaeta thermoacetophila, Methanothrix soehngenii,
Methanosaeta concilii (16S, 825-847)

22 |SARCIi654 | Methanosarcina (16S, 645-663)

23 |MSMX860 | Methanosarcina spp., Methanococcoides spp.,
Methanolobus spp., Methanohalophilus spp.,
Methanosaeta sSpp., meistens Essigsadureverwerter (16S,
860-880)

24 |MB310 Methanobacterium  Spp.,  Methanobrevibacter  spp.,
Methanosphaera Spp., Methanobacteriales; meistens
H2/CO,-Verwerter (16S, 310-331)

25 |MC1109 Methanococcales, verwenden meistens H2/CO2 and
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Formate (16S, 1109-1128)
26 |MG1200 Methanomicrobium spp., Methanogenium spp.,

Methanoculleus spp., Methanospirillum spp.,
Methanocorpusculum Spp., Methanoplanus Spp., meistens
H2/CO, und Formiatverwerter (16S, 1200-1220)

27 |MPOB1 Propionséure oxidierende Bakterien

28 |EUBA7 Eubacterium limosum, Fermentierer und Acetogene
Bakterien.

29 |SYNE4 Synergists jonesii, Fermentierer und Acetogene Bakterien.

30 | Amx820 Anaerob Ammonium oxidierenden Bakterien, Candidatus

‘Brocadia anammoxidans' und Candidatus ‘Kuenenia

stuttgartiensis' (16S, 820-841).

Tab. 2: Die fiir die FISH Analysen selektieren Oligonukleotidsonden.

Referenz Stimme

Es wurden zur Durchfilhrung der FISH Versuche und bei der Uberprifung der
Oligonukleotidsonden,  Kontrollstaimme von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) angefordert und
nach den DSMZ Protokolle kultiviert. Die verwendeten DSMZ Stdmme sind in der Tabelle

1 aufgelistet.

Homogenisierung

Vor der Hybridisierung wurden die Proben 5 min eiskalt homogenisiert (2000 rpm, RW20
DZM, Jahnke & Kunkel, IKA® Labortechnik, Miinchen). Danach wurden die Proben mit

dem Ultraschallgeréat fur 5 min bei Raumtemperatur behandelt.

Vorbereitung der Gelatine Objekttragern

Die Beschichtung der Objekttrager mit Gelatine erfolgte nach dem folgenden Protokoll:
1. Teflonbeschichtete Objekttrager mit Aussparungen werden mit Spulmittel entfettet
und danach mit H,Opigest. gewaschen.
2. Die Objekttrager werden fur kurze Zeit (ca. 1 min) in 80 % Ethanol eingetaucht

und dann schrag getrocknet.
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3. Die Objekttrager mit einer dinnen Gelatineschicht (0,1 % Gelatine und 0,01%
Kaliumchromsulfat), die vorher im Wasserbad (50- 60 °C) geldst wurde, wurden
mit Hilfe einer Pipette Uberzogen und anschlielend schrag getrocknet.

4. Die Objekttrager konnen dann direkt verwendet oder schrdg in einer Objekttrager-
Box bei Raumtemperatur gelagert werden.

Hybridisierungsversuche

Die in Situ Hybridisierungsversuche erfolgten nach einem Protokoll von Wagner M.
(1995; modifiziert).

B- Mikroskopische Analyse mit Hilfe des CLSM
Nach der Hybridisierung wurden die Proben mikroskopisch mit Hilfe des konfokalen
Laser-Scanning Mikroskops 510 Meta (CLSM, Abb. 8) untersucht.

Abb. 8: Konfokales Laser-Scanning Mikroskop (LSM 510 Meta) am Lehrstuhl fur
Wasserguite und Abfallwirtschaft, TU Minchen. Diese Ausrlstung ermdglicht uns
eine bessere Analyse der Biozonose in den verschiedenen Fermentertypen.

Die Fermenterproben stellen sehr komplexe Umweltsysteme dar und kdnnen nicht ohne
weiteres analysiert werden. Deshalb wurden Vorversuche zur Optimierung der Proben-
Fixierung, der Penetration der Oligonukleotidsonden sowie der

Hybridisierungsbedingungen durchgefiihrt.
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Die Abbildungen 9 bis 12 zeigen einige Ergebnisse der Optimierungsversuche fir

Reinkulturen und Fermenterproben.

Abb. 9: In Situ Hybridisierung  von
Methanobacterium bryantii (DSM862) mit den
Sonden Arch915-Cy5 (rot gefarbt) und Eury498-
Cy3 (gelb geférbt). Fur die Gegenfarbung wurde
4" 6-diamidino-2-phenylindole ~ (DAPI,  blau
geférbt) verwendet. Die Zellen wurden mit
Ethanol fixiert. Cy3 ist  for das
Fluoreszenzfarbstoff Indocarbocyanine und Cyb
flr Indodicarbocyanine.

Abb. 10: Die Zellen des Stammes
Methanosarcina barkeri (DSM800)
wurden mit Arch915-Cy5 (rot gefarbt)
und Eury498-Cy3 (Gelb geférbt) Sonden
hybridisiert. DAPI (blau geférbt) dient fur
die Gegenfarbung. Die Zellen wurden mit
4% PFA fir 5 Stunden fixiert.

Abb. 11: Die homogenisierte, in Ethanol
fixierte und mit Lysozym behandelte
Fermenterprobe F2-4 wurde mit den
Oligonukleotidsonden EUB338-Cy3 (Gelb
gefarbt) und Arch915-Cy5 (rot gefarbt) in
Situ hybridisiert. Fur die Gegenfarbung
wurde DAPI (blau gefarbt) angesetzt.
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Abb. 12: Die homogenisierte und mit Ethanol
fixierte Fermenterprobe F2-4 wurde mit den
Oligonukleotidsonden EUB338 (I1+11+111)-Cy3
(gelb geférbt) und Arch915-Cy5 (rot geférbt) in
Situ hybridisiert. DAPI (blau gefarbt) wurde flr
die Gegenfarbung angesetzt.




C- Untersuchungen zur Extraktion von Nukleinsduren (DNA/RNA)
Wegen der komplexen mikrobiellen Zusammensetzung der Fermenterproben und den PCR
inhibierenden Inhaltsstoffen (wie Huminsauren, Harnstoff, Fettsduren oder Alkoholen) war
die qualitative sowie quantitative Extraktion der gesamten DNA/RNA, représentativ fur
alle mikrobiellen Populationen, optimierungsbedurftig.
Laut Literaturangaben, héngt die Qualitat der Nukleinsaure sehr viel von der ausgewéhlten
Extraktionsmethode (Trochimchuk et al., 2003; LaMontagne et al., 2002; Wilson I. G.,
1997; Zhou et al., 1996; Tebbe et al., 1993; Miller et al., 1999; Leff et al., 1995; Kuske et
al., 1998; Hurt et al., 2001; Stach et al., 2001). Deshalb wurden Optimierungsversuche zur
Extraktion von chromosomaler DNA aus Fermenterproben der Pellmeyer Anlage mit Hilfe
von verschiedenen DNA-Extraktionsmethoden durchgefihrt. Sie ergaben, dass die von uns
leicht modifizierte Methode von der Firma BIO101 (Fast DNA Spin Kit for Soil) bisher die
besten Ergebnisse lieferte (Lebuhn et al., in Druck). Die Qualitdt und Menge der
extrahierten chromosomalen DNA wurde mit Hilfe der Gel Elektrophorese (Sambrook et
al., 1989) Uberprift (Abb. 13 und 14).

Abb. 13: Chromosomale DNA aus der
Pellmeyer Fermenteranlage. M: 100 bp
Marker, 1 bis 4 sind Fermenterproben.
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21 kb
5 kb
2 kb

0,95 kb

Abb. 14: DNA-Extraktion aus dem 3500L
Durchflussfermenter. Vergleich von MOBIO-
(1 und 2) und B10101 Kit (2 min mit FastPrep,
3 und 4). Standardmarker (M).

Optimierung des Zellaufschluss

Bei den durchgefiihrten Lysierungsversuchen wurde gezeigt, dass Zellen von Stamm
Ruminococcus albus (DSM20455) innerhalb von 10s Behandlung mit der FastPrep Gerat
fast komplett (80-90%; Abb. 15) lysiert wurden, wahrend diese von Acetobacterium
wieringae (DSM1911) erst nach 120s vollstandig lysiert wurden (Abb. 15). Fir die
Methanogene waren mindesten 120s fur komplette Lysierung nétig.

Zur vollstandigen Zell-Lysierung bei unseren Fermenterproben ist eine kumulative 90-
120s Behandlung mit FastPrep Gerat erforderlich (Abb. 15).

Die Lysierungseffizienz hangt auch von der Art des zu lysierenden Bakteriums ab.
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Probe Zell-Lysierung (%)

Os 10s 20s 30s 60s 90s 120s
1 Methanosarcina barkeri (DSM800) 0 20-30 30-40 50-60 70-90 >95 100
2 Acetobacterium wieringae (DSM1911) 0 0-10 20-30 50-60 70-80 80-90 100
3 Ruminococcus albus (DSM20455) 0 80-90 100 100 100 100 100
4 Selenomonas ruminantium (DSM2872) 0 80-90 100 100 100 100 100
5 Acetobacterium dehalogenans (DSM11527) 0 30-40 40-60 60-70 >95 100 100
6 Flavobacterium succinicans (DSM4003) 0 80-90 100 100 100 100 100
7 Fermenter probe (SBI-1) 0 10-20 20-40 4050 60-70 80-90 100
8 Methanobacterium bryantii (DSM862) 0 0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60

Abb. 15: Test zur Zell-Lysierung mit Hilfe der FastPrep Gerét (BI1O 101).
Verschiedene Kontrollstdmme wurden mitgetestet.

D- Amplifizierung der 16S rDNA aus der Fermenter

Fir ein gutes wund sauberes PCR-Produkt war eine Optimierung der
Amplifikationsbedingungen von Nukleinsdauren aus Fermenteranlagen erforderlich. Dafr
wurden verschiedene Konzentrationen von MgCl,, Bovine Serum Albumin (BSA),
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) und T4-Gen 32-Protein verwendet und festgestellt, dass die
PCR-Ansétze mit DMSO (5% Endkonzentration) und MgCl; (5,5 mM Endkonzentration)
die besten Ergebnisse lieferte (Jiang et al., 2005; Schmalenberger et al., 2001; Kreader C.
A., 1996; Vahjen et al., 1994; Miller D. N., 2001; Moreira D., 1998; Suzuki et al., 1996;
Ishii et al., 2001). Zum Test der Eigenschaften der 16S rDNA Amplifikation aus der
extrahierten chromosomalen DNA/RNA wurden bisher folgende Primer-Paare fir die
DGGE Analyse eingesetzt (Tab. 3):

Die Bestimmung der Qualitat und Menge des PCR-Produktes erfolgte mit Hilfe der Gel
Elektrophorese (Abb. 16 und 17).
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Bezeichnung | Primer-Sequenz Mikroorganismen

Uni2l-F AGAGTTTGATCC TGG CTC AG Archaea und Bacteria

Unil492-R GGTTACCTTGTTACGACTT

Bac341-F* CCT ACG GGA GGC AGC AG Bacteria

Bac907-R CCGTCAATTCMTTTRAGTTT V3-Region

Bacl055-F* ATG GCT GTCGTCAGCT Bacteria

Unil392-R ACG GGC GGT GTG TAC V9-Region

Arch344-F* ACG GGG YGC AGC AGG CGC GA Archaea

Arch915-R GTG CTCCCCCGCCAATTCCT V3-Region

Arch931-F* AGG AAT TGG CGG GGG AGC A Archaea

Unil492-R ACG GGC GGT GTG TAC V9-Region

*= GC-Clamp |CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GTC|5™-GC-reiche Sequenz
CCGCccG cececeeseeea

Tab. 3: Die fur die PCR-DGGE Analysen verwendeten Primer.

M 1 2 3 45 67 8 M

Abb. 16: Amplifikation der 16S rDNA mit Hilfe des
Archaea-spezifischen  Primersystems  Arch931-F und
Unil492-R

M: 100 bp Marker; 1: Negativ-Kontrolle; 2 -5:
Fermenterproben; 6: Methanoseata concilii,

7: Methanobacterium bryantii,

8: Methanosarcina barkeri
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Abb. 17: Amplifikation der 16S rDNA mit Hilfe des
Bacteria spezifischen Primersystems Bacl055-F und
Unil392-R. M: 100 bp Marker; 1 bis 4 Fermenterproben.

E- Denaturierende Gradienten Gel Elektrophorese (DGGE)
Die verschiedenen Sequenzen des PCR-Produkts wurden mit Hilfe der DGGE Methode
nach einer ansteigenden Stringenzreihe getrennt (Abb. 18A und B; Muyzer and Smalla,
1998a; Muyzer et al., 1998b, Muyzer G., 1999).

Abb. 18A: DGGE Profil der 16S rDNA Banden
der Pellmeyer Biogasanlage. Bacl1055-F und
Unil392-R Primer-Set wurden verwendet. 1 bis
4 sind Fermenterproben.
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1 2 3 4

Abb. 18B: DGGE Profil der 16S rDNA
Banden von Proben aus der Pellmeyer
Biogasanlage. Arch344-F und Arch915-R
Primer-Set wurden verwendet. 1 bis 4 sind
Fermenteroroben.

Das DCode System fir DGGE (The DCodeT™ Universal Mutation Detection System)
und das DCode Electrophoresis Reagent Kit fir DGGE/CDGE von der Firma BioRad
Laboratories (Life Science Group, Hercules, California, USA) wurden hier fiir die Analyse
angesetzt.

Die verschiedenen 16S rDNA/RNA Banden wurden vom Gel ausgeschnitten, gereinigt und

reamplifiziert.

F- Klonierung, Sequenzierung und phylogenetische Einordnung

der 16S rDNA/RNA Klone
Zur Bestimmung der mikrobiologischen Struktur in den Fermenteranlagen wurden die
Amplifikate mit dem TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) kloniert und mit spezifischen
Primern sequenziert (Medigenomix). Die Sequenzen wurden mit Hilfe von entsprechenden
Softwares (Chromas 2 und BioEdit) sowie online mit den n&chsten verwandten
Sequenzen verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). AnschlieBend wurden die Klone

phylogenetisch eingeordnet und die Stammb&aume mit Hilfe der Phylip 3.65 und TreeView
Softwares (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) erstellt.
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G- Kultivierungsversuche mit der Multi-probable-number (MPN)

Methode

Fur die Durchfiihrung wurde das DSM330 Medium (fiir Pansen Bakterien) mit 2-3%
Agar nach dem DSMZ Protokoll angesetzt

G1- DSMZ Medium 330: (RUMEN BACTERIA MEDIUM )

Mineral Losung
K,HPO,

Trypticase peptone (BBL)
Yeast extracts
Fettsaure Mischung
Haemin

Glucose

Maltose

Cellobiose

Starke (gelost)
Glycerol

Na,CO,

Resazurin
Cysteine-HCI x H,0

Na,S x 9 H,0
MilliQ Wasser

Der pH wurde bei 6,7 - 6,8 eingestellt und die Gasphase mit H,/CO, aufgepresst.

Mineral Ldsung:
KH,PO,

NaCl
(NH4)ZSO4

CaCI2 X2 H,0
MgSO, x 7 H,0

38,000
0,3000

2,0000
0,5000
3,1000
1,0000
0,5000
0,5000
0,5000
0,5000
0,5000
4,0000

1,0000
0,2500

0,2500
960,00

6,00

12,00
6,00

1,60
2,50
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MilliQ Wasser 1000,00 ml

Fettsdure Mischung

Acetic acid 4,25 ml
Propionic acid 1,50 ml
Butyric acid 1,00 ml
n-Valeric acid 0,25 ml
iso-Butyric acid 0,25 ml
DL-2-Methyl butyric acid 0,25 ml
iso-Valeric acid 0,25 ml

Die Platten wurden in den anaeroben Topfen gestapelt mit H,/CO,-Gas aufgepresst und

anschlieBend bei 37 °C inkubiert.

G2- Anaerobia Medium

Minerallsung 18,7 ml
Selenit-Wolframat Ldsung 1 ml
Spurenelementlésung SL9 1 ml
Natriumhydrogencarbonat 50 g
Vitaminlésung A 0,5 ml
Vitamin B12-Ldsung 1 ml
Hefe-Extrakt 1 g
Peptone 2 g
Cellulose 5 g
Sludge Fluid 20 ml
Na-Essigsédure 1 g
MgSO, x 7 H,0 0,5 g
Resazurinldsung 1 ml
MilliQ Wasser auf 1000 ml

Medium in 2 x 1L Schott-Flasche aufteilen und mit N,/CO, fiir 15 min begasen. Addieren

von 0,5g/L Natriumsulfid, 0,5g/L L-Cysteine und 20g/L Agar dann flr weitere 5 min
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begasen mit niedrigem Uberdruck (wegen der Schaumbildung), pH-Wert messen und
gegebenenfalls mit 2 M HCL oder 1 M NaOH auf pH 7,0 — 7,2 einstellen. Medium in
Serumflaschen umfiillen oder fiir Agarplatten direkt und ohne Uberdruck in der Flasche bei
121 °C autoklavieren. Bei 55-60 °C Flaschen aus dem Autoklav nehmen und direkt auf
Platten in der Anaerobkammer aufteilen.

Die Platten wurden dann mit H,/CO, Gas-Mischung 3 mal aufgesplt (die letzte auf 2 Bar

Uberdruck), fiir 1 Woche inkubiert und anschlieRend die aufgewachsenen Kolonien

ausgezahlt.

G3- Anaerobmedium fur Sulfatreduzierer

Mineralldsung 18,7 ml
Selenit-Wolframat Ldsung 1 ml
Spurenelementlésung SL9 1 ml
Natriumhydrogencarbonat 5 g

Vitaminlésung A 05 mi
Vitamin B12-Ldsung 1 ml
SRB-Mix 10 ml
Titan-Citratlésung 4 ml
Resazurinlésung 1 ml
MilliQ Wasser auf 1000 ml

G4- Anaerob Medium fiir Homoacetogene

Minerallsung 18,7 ml
Selenit-Wolframat Ldsung 1 ml
Spurenelementlésung SL9 1 ml
Natriumhydrogencarbonat 5,0 g
Vitaminlésung A 0,5 ml
Vitamin B12-Ldsung 1 ml
Trimethoxybenzoat 10 ml
Titancitratlésung 4 ml
Resazurinlésung 1 ml
MilliQ Wasser auf 1000 ml
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G5- Methanogenen Medium

Minerallsung 18,7 ml
Selenit-Wolframat Ldsung 1 ml
Spurenelementlésung SL9 1 ml
Natriumhydrogencarbonat 50 ¢

Vitaminlésung A 05 ml
Vitamin B12-Ldsung 1 ml
Methanogenen Mix 10 ml
Natriumsulfidlésung 26 ml
Resazurinlésung 1 ml
MilliQ Wasser auf 1000 ml

G6- Stammlédsungen fiir Mineralmedium

Die Stammlosung fiir den Ansatz des Anaerobmediums wurde nach dem Protokoll von
Widdel und Bak (1992) hergestellt. Die Losung wurde bei 121 °C fur 20 min autoklaviert
und bei Raumtemperatur gelagert.

Mineralmedium (50-fach konzentriert)

KH,PO, 100 g
NH,CI 135 ¢
NaCl 50,0 g
MgCl, x 6 H,0 205 g
KCI 260 ¢
CaCl, x 2 H,0 75 g
MilliQ Wasser auf 1000,0 ml

Selenit-Wolframat Losung

Die angesetzte Selenit-Wolframat Lésung wurde bei 121 °C fur 20 min autoklaviert. Die
Lagerung erfolgte bei 4 °C (Tschech und Pfennig 1984).

Selenit-Wolframat Lésung
NaOH 200 mg
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Na,SeO5; x 5 H,0 6 mg
Na,WO, x 2 H,0O 8 mg

destilliertes Wasser auf 1000 ml

Spurenelementlésung SL9

Bei der Ansetzung der Spurenelementlésung SL9 Losung wurde das pH mit 1 M NaOH
Losung auf 6,0 eingestellt. Die Lagerung erfolgte anaerob bei 4 °C (Tschech und Pfennig
1984).

Spurenelementlésung SL 9

Nitrilotriessigsaure (NTA) 12,8 ¢

FeCl, x4 H,0 15 ¢

CoCl, x6 H,0 190 mg
MnCl, x 2 H,0 80 mg
ZnCl, 70 mg
Na,MoO, x 2 H,0 36 mg
NiCl, x 6 H,0 24 mg
H3BO; 6,0 mg
CuCl, x2 H,0 2,0 mg
destilliertes Wasser auf 1000,0 ml

Vitaminlésungen

Die Vitaminldsungen wurden 2000fach konzentriert angesetzt. Beide Vitaminldsungen

wurden sterilfiltriert und lichtgeschutzt bei 4 °C gelagert (Pfennig 1978).

Vitaminlosung A

4-Aminobenzoeséure 4 mg
D(+) Biotin 1 mg
Nikotinsaure 10 mg
Ca-D(+)-Pantothenat 5 mg
Pyridoxamindihydrochlorid 15 mg
Thiaminchloriddihydrochlorid 10 mg
destilliertes Wasser auf 100 ml
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Vitamin B12-L 6sung

Cyanocobalamin 5 mg
destilliertes Wasser auf 100 ml

Reduktionsmittel

Die Kulturmedien wurden je nach experimenteller Fragestellung entweder mit einer

Natriumsulfidlésung oder mit Titan(l11)-Verbindungen (Zehnder und Wuhrmann 1976)
reduziert. Der Ansatz der Natriumsulfidlosung erfolgte in  einem 25 ml

Schraubdeckelflaschchen. Dazu wurden 0,9 g Na,S in 10 ml destilliertem Wasser gelost.

Das Wasser wurde vor Gebrauch durch Kochen (10 Minuten) entgast. Der Gasraum des
Geféalles wurde mit No/CO, gespilt und die Losung im dicht verschlossenen Gefal3
autoklaviert.

Zur Synthese von Ti(lll)-Citrat wurden 5,14 ml 15 % Ti(lll)-Chlorid (technische Reinheit
Merck-Schuchard, Darmstadt) und 10 ml 1 M Natriumcitrat unter einer
Stickstoffatmosphdre zusammengegeben. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von festem
Na,CO3 auf pH 7,0 eingestellt und mit Wasser auf 50 ml aufgefullt. Die Darstellung von
Ti(lI)-NTA erfolgte entsprechend mit 1 M NTA (Nitrilotriessigsdure) anstelle von
Natriumcitrat (Adrian 1999). Die Ti(lll)-Losung wurde mit einer Glasspritze
aufgenommen und durch einen Sterilfilter (Isopore GTTP 0,2 um, Millipore Eschborn) in
sterile 2 ml Eppendorf Capes uberfiihrt und aufbewahrt. Einmal gedffnete Glaschen

wurden kein zweites Mal verwendet.

Ansetzen des Anaerobmediums

Minerallsung 18,7 ml
Selenit-Wolframat Ldsung 1 ml
Spurenelementlésung SL9 1 ml
Natriumhydrogencarbonat 50 g

Vitaminlésung A 05 mi
Vitamin B12-L6sung 1 ml
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Natriumsulfidlésung 26 mi
Resazurinlésung 05 mi
MilliQ Wasser auf 1000 ml

Medium in einer Schott-Flasche mit N,/CO, fiir 20 min begasen, pH-Wert messen und

gegebenenfalls mit 2 M HCL oder 1 M NaOH auf pH 7,0-7,2 einstellen, in Serumflaschen
umfillen und anschlieBend bei 121 °C autoklavieren. Bevor das Medium fir die
Kultivierung von Mikroorganismen eingesetzt wird, muss es fir mindestens 24 Stunden

ausgleichen.

H- Bestimmung der Gesamtzellzahl
Die Gesamtzellzahl der Bakterien wurde durch eine mikroskopische Z&hlung bestimmt.
Die Probe aus dem Fermenter wurde entsprechend in einer phosphatgepufferte
Kochsalzlosung (PBS Puffer) verdinnt und mit dem Teflonstab bei 2000 rpm
homogenisiert (RW20 DZM Janke & Kinkel IKA Labortechnik, Staufen, Germany). 100
pl verdinnte Probe mit 30 ul  47,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 100 pg/ ml)
vermischt und mindestens 20 min im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte eine Filtration
der Probe mit GTBP Isoporefilter (0,2 um, 25 mm; Millipore). Der Filter wurde auf
Objekttrager in Citifluor (Antifading-Reagenz) eingebetet. Die Auswertung erfolgte mit
einem Fluoreszenzmikroskop und integriertem Okular mit Zahlquadrat. Dabei wurden
mindestens 20 Gesichtsfelder (10 x 10 Einzellquadrate, entspricht 0,156 mm) ausgezahlt.

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgte dann nach folgender Gleichung:

A-Filter
Zellzahl / ml = X Xm x V
A-Zahl
mit. V= Verdlnnungsfaktor
A-Filter = Wirksame Filterflache: 346 mm?2
A-Z&hl = Flache eines Zahlfeldes: 0,024 mm?2
Xm= mittlere Zellzahl pro Feld.
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Mit diesem Verfahren konnte die Gesamtzellzahl bestimmt werden, eine Aussage Uber die

Anzahl kultivierbarer Zellen war damit jedoch nicht maéglich.

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) nach Amann et al. (1995)

130 mM NaCl
10 mM Na,HPO, x 2H,0
10 mM NaH,PO, x 2H,0
pH 7,2

Die PBS-L6sung wird bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert.

I- Bestimmung der Anzahl der kultivierbaren Zellen
Die Anzahl der kultivierbaren Zellen wurde mit Most-Probable-Number (MPN) Tests
geschatzt (Gavin und Cummings 1978). Die Bestimmung der Anzahl der kultivierbaren
Zellen erfolgte mit Melasseschlempe (10 %, vol/vol) als Substrat. Dabei wurde
ausschlieBlich die Fahigkeit, Kolonien zu bilden, bewertet.
Die Abschéatzung der Anzahl kultivierbarer Zellen einzelner physiologischer Gruppen im
Reaktor liel sich mit Hilfe von selektiven Substraten, beziehungsweise durch den
Nachweis spezifischer Stoffwechselprodukte in MPN Ansétzen durchfuhren.
Fur homoacetogene Bakterien ist ein colorimetrisches Verfahren beschrieben, bei dem die
Bildung eines farbigen Komplexes die Entstehung typischer Stoffwechselprodukte von
Homoacetogene anzeigt (Harriott und Frazer 1997).
Homoacetogene Bakterien konnen aromatische und aliphatische Methylether als
Kohlenstoffquelle nutzen und die Methoxygruppen durch eine O-Demethylierung zur
Synthese von Essigsdure einsetzen (Bache und Pfennig 1981). Durch die O-
Demethylierung von methoxylierten Substraten entstehen Hydroxylgruppen.
Benachbarte Hydroxylgruppen bilden mit Ti(lll) einen farbigen Komplex, der
colorimetrisch nachgewiesen werden kann (Liu 1997). Fir den Nachweis homoacetogener
Bakterien wurde Trimethoxybenzoat als selektive C-Quelle eingesetzt. Titancitrat diente
als Reduktionsmittel. Bei der Inkubation bildete sich ein gelber Hof um die Kolonien, die
zur O-Demethylierung féhig waren. Es wurden ausschlie3lich die Kolonien ausgewertet,
die eine Gelbfarbung des Mediums verursachten, auch wenn diese Gelbfarbung bei

weiterer Inkubation wieder verschwand.
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Die Aktivitat der Sulfatreduzierer liel sich mit Hilfe von Eisenchlorid nachweisen. Das
Eisenchlorid bildet mit dem entstehenden Sulfid einen schwarzen Niederschlag und dient
als Nachweis fur die biogene Produktion von Sulfid. Um die biogene Sulfidproduktion zu
messen, musste auf Natriumsulfid als Reduktionsmittel verzichtet werden. Aus diesem
Grund wurde in diesem Experiment anstelle von Natriumsulfid Titancitrat als
Reduktionsmittel eingesetzt. Als Kohlenstoffquelle diente ein Gemisch aus verschiedenen
Substraten, die von sulfatreduzierenden Bakterien verwertet werden kdnnen (siehe Unten
die Zusammensetzung). In diesem Ansatz wurden nur Kolonien ausgewertet, die eine
charakteristische Schwarzfarbung zeigten. Nur sulfidogene Organismen wurden in die

Auswertung einbezogen.

Zusammensetzung des SRB-Mix Substrats

Arbeitskonzentration Flussigkultur Tiefagar
NatriumEssigsaure 20 mM 12 mM
Natriumformiat 20 mM 12 mM
Natriumbenzoat 20 mM 12 mM
D,L -Lactat (60 %) 10 mM 6 mM
Ethanol (absolut) 10 mM 6 mM
Natriumpropionat 10 mM 6 mM
Natriumbutyrat 10 mM 6 mM

Als Substrat fir methanogene Archaea wurde ein Gemisch aus Essigsdure, Formiat,
Trimethylamine und Methanol (je 10 mM) eingesetzt. Zusatzlich wurde die Atmosphére
mit Wasserstoff angereichert. Die Bestimmung der Zellzahl von Methanogenen erfolgte
nicht in Tiefagarshakes sondern in Flussigkultur, damit das gebildete Methan ungehindert

in die Gasphase diffundieren konnte.
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11.1.4 Ergebnisse und Diskussion fur Meilenstein 1 (In Situ Hybridisierung):
— Herstellung der Standardbiozénose
— Ubertragbarkeitsversuche

— Versuche mit dem Praxissubstrat

Die Proben stammen aus den jeweiligen Fermenter, die unserem Partner von der
Bayerische Landesanstalt fur Landwirtschaft, Institut fur Landtechnik, Bauwesen und

Umwelttechnik in Freising-Weihenstephan in den Meilensteinen aufgelistet hat.

11.14.1 Probenahme
Es wurden im Rahmen der Ubertragbarkeitsversuche regelmaRig Proben aus den
verschiedenen Fermentertypen entnommen (Abb. 19). Dabei wurden fur die
mikrobiologische Untersuchung jedes Mal Proben aus den 2L Batch, 36L Batch- und
Durchflussfermenter, 3500L Batch- und Durchflussfermenter sowie aus dem
Praxisfermenter (900000L) entnommen. Bei der Beprobung wurden parallel die

Temperatur und der pH-Wert erfasst.

Abb. 19: Die fur die mikrobiologische Analyse von dem LfL-
Projektpartner betriebenen Fermenter.
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Um einen besseren Vergleich zwischen mikrobiologischen und physikalisch-chemischen

Daten sowie die Fermenterbezeichnungen zu vereinheitlichen wurden die in folgender

Tabelle 4 zusammengestellten Versuchsvariantenkirzel unseres LfL-Partners (Freising-

Weihenstephan) verwendet.

Fermenterkurzel

Beschreibung

Versuchsvariantenktrzel

Fullung

Zweck

SB1

3500L-Fermenter,
Durchflussbetrieb. Fullstand

Produktion eines gleich
bleibenden Grundsubstrates

ca. 3000 L, (Standardbiozonose ,,SB*)
»Standardbiozdnose- fir die einzelnen Gartests
fermenter*
3500LD SB Beflllung mit Glle und
TMR
SB2 3500L Fermenter, Vergleich
Durchflussbetrieb, Fillstand | Durchflussfermenter
2800 L verschiedenen Typs bei
gleich bleibender
Beschickung
3500LB SB 3500L Fermenter, Vergleich Batchfermenter
Batchbetrieb, Fullstand verschiedenen Typs bei
2800 L gleich bleibender
3500LD SBW+Substrat Beschickung mit SB + Beschickung
Testsubstrat wie ,,Gruppe
A“-Fermenter
Al, A2, A3 36 L-Fermenter, Einfluss des Substrates im
(Gruppe A) Durchflussbetrieb, Fillstand | Vergleich zur Nullprobe
28 L (Gruppe A)
36LD SBW+Substrat Beschickung mit SB +
Testsubstrat ,,wie ,,SB2"-
Fermenter
B1, B2, B3 36 L-Fermenter, Nullprobe der 36 L
(Gruppe B) Durchflussbetrieb, Fullstand | Durchflussversuche mit
28 L Substrat (Gruppe B)
36LD SBW Beschickung mit
Grundsubstrat SB ohne
Versuchssubstrat
C1 36 L-Fermenter, Nullprobe der 36 L Batch-
Batchbetrieb, Fullstand 28 L | Versuche
36LB SBW Fullung mit SB und Wasser
C2+C3 36 L-Fermenter, Versuchsvariante mit
Batchbetrieb, Fillstand 28 L | Substrat im Vergleich zur
36LB SBW+Substrat Fillung mit SB, Wasser und | Nullprobe C1, Vergleich des

Substrat

Fermentertyps im Gegensatz
zu den gleichbefullten
36LB SBW+Substrat
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D1-D5 (Gruppe D) 2 L-Fermenter, Vergleich des Fermentertyps
Batchbetrieb, Fullstand im Gegensatz zum
18L gleichbefullten 2LB

2LB SBW+Substrat Fillung mit SB, Wasser und | SBW+Substrat
Substrat

Praxisfermenter Fullung mit Praxissubstrat, |Vergleich des Fermentertyps
Fullstand 900000 L mit Praxissubstrat

Tab.4: Ubersicht zu den Versuchsfermentern und deren Einsatz

11.1.4.2 Proben Beschreibung

Die Fermenterproben waren im Allgemeinen dickflussig, dunkelbraun gefarbt und
bestanden hauptséachlich aus Rindergille und dem Standard Tierfutter TMR (Total-Mix-
Ratio). Die Proben hatten am Anfang sehr stark nach Giille gerochen, was spater mit der
Vergarung nachlie} (Abb. 19).

Bei den Proben von Maissilage hat sich immer eine Schwimmschicht gebildet, die
meistens aus Maiskornern bestand. Im Vergleich zu den Durchflussfermentern, waren die
aus den Batchfermentern stammenden Proben meistens dinnfliissig mit einem starken
Faulgeruch. Die Proben aus den Durchflussfermentern waren hingegen meistens

dickflussig.

11.1.4.3 Lichtmikroskopische Untersuchungen
Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten eine hohe Diversitdt in den
verschiedenen Fermentern. Verschiedene Formen wie Stébchen, Kokken, Bazillen oder

Filamente wurden mikroskopisch identifiziert (Abb. 20).

Abb. 20: Mikroskopisches negatives Bild einer 2 L
Fermenterprobe nach einer Woche Vergérungszeit.
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11.1.4.4 In Situ Analyse bei der Herstellung von Standardbiozénose

Die Herstellung der Standardbiozdnose (siehe auch Endbericht 2005 vom Partner der
Bayerischen Landesanstalt fur Landwirtschaft, Institut fir Landtechnik, Bauwesen und
Umwelttechnik  in  Freising-Weihenstephan;  LfL-Partner) wurde auch mit
mikrobiologischen Analysen begleitet.

Fur die Herstellung der Standardbiozénose wurde TMR (Total Mixed Ration= Mischfutter
fir Milchkihe) und Rindergulle (20:80, 0TS Verhéltnis) als Substratmischung verwendet
(siehe auch Endbericht 2005 vom LfL-Partner; Freising-Weihenstephan).

Das TMR Futter besteht aus (Quelle: LfL-Partner; Freising-Weihenstephan):

— Maissilage 43%
— Grassilage 18%
- Heu 4%
- Wasser 9%
— Sojapellets 7%
- Getreideschrot 12%
— Kuhkorn (Mineralstoffmischung fiir Rinder) 7%

Es wurden in regelméBigen Abstdanden Fermenterproben abgenommen, entsprechend
bearbeitet und mit der FISH Technik und CLSM Mikroskopie analysiert. Die spezifisch fur
die einzelnen Bakterien Populationen geeigneten Oligonukleotidsonden wurden in Tabelle
2 aufgelistet.

Die FISH Untersuchungen zeigten hier eine hohe Diversitét in der Biozdnose (Abb. 21A)
mit Dominanz der Doméne Bacteria auf Kosten der Archaea Populationen darunter auch
die Methanogene (Abb. 21B). Das lag vermutlich daran, dass im Fermenter reichlich
organische Substrate wie Stérke, Proteine und Fett zur Verfligung standen, die die
verschiedene Bakterien Populationen der Vergarungsphasen (wie LGC, HGC und Alfa-
Proteobacteria; Abb. 22 und 23) als Substrate verwenden konnten und dadurch das weitere
Wachstum gefordert wurde (Abb. 21B). Diese Vermutung lieR sich durch die chemische
Zusammensetzung des TMR Futter (Quelle: LfL-Partner; Freising-Weihenstephan)
deutlich bestatigen. Hier zeigte die Analytik einen hohen Anteil an Stirke (21,3%),
Rohprotein (16,7%), Rohfett (2,1%) und Zucker (ca. 0,8%). Mit der Zeit sank die Zellzahl
der meisten Bakterienpopulationen. Dies gilt besonders fur die LGC, HGC und Alfa-
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Proteobacteria Gruppen (Abb. 21B). Ab Tag 41 wurden die Ubertragbarkeitsversuche
gestartet.

Eine Hybridisierung mit Sonden fir die Archaea Subdomane Euryarchaeota (Eury499)
und Crenarchaeota (Cren498) ergab, dass ausschlieBlich mit der Euryarchaeota
spezifischen Sonde Zellen detektiert werden konnte. Crenarchaeota liel3en sich hier nicht
nachweisen.

Bei der Zellzahlbestimmung stellte die Doméne Bacteria mit bis zu 85% der gesamten mit
DAPI (4,6-Diamino-2-phenylindolhydrochlorid) gefarbten Zellen in den verschiedenen
Reaktoren die Mehrheit. Fir die Identifizierung der Bacteria Populationen wurden
EUB338 (I, Il und II1) Oligonukleotidsonden eingesetzt. Die Sonde Arch915 wurde zur
Identifizierung der Archaea eingesetzt (Abb. 21A).

Es wurden 4 Bakteriengruppen fir die weitere mikrobiologische Analyse ausgewéhlt, um
den Garprozess bei unterschiedlichen Prozessparametern zu untersuchen. Es handelt sich

hier um:

— Die Gram positiven Bacteria mit niedrigem GC-Gehalt (LGC): Treten
hauptséchlich bei der Hydrolyse aber auch in den acidogenen und acetogenen Phasen
auf. Viele Vertreter dieser Gruppe (Clostridien) wurden aus Biogas Anlagen
identifiziert und isoliert (Akila et al., 2003).

Bactena Methanosarcina Euryarchaea Sulfatreduzierer

p- e - . .“ A —
Delta-Proteobacteria LGC-Bacteria Alfa-Proteobacteria  Clostridium Cluster |

Abb. 21A: Epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der dominanten aktiven
Bakteriengruppen detektiert in den verschiedenen Fermentertypen mit Hilfe von
spezifischen Fluoreszenz-Sonden. Griin fur Farbung mit Cy3-Sonden und Rot fur
Cyb5-Sonden. Gegenfarbung fir alle Mikroorganismen mit 4,6-Diamino-2-

phenylindolhydrochlorid Lésung (DAPI, blau). Die Skalierungslinie betragt 5 pm.
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— Die Gram positiven Bacteria mit hohem GC-Gehalt (HGC): Kommen auch in
der Hydrolyse, Acidogenen und Acetogenen Phase vor. Bifidobacterium
ruminantium gehort zu den HGC Bacteria und wurde aus Rinderpansen isoliert
(Biavati et al., 1991).

— Die Sulfatreduzierer (SRB): Strikt anaerobe Bakterien, aber weniger
Sauerstoffempfindlich als die Methanogenen. Die SRB kdnnen Sulfat als terminalen
Elektronenakzeptor verwenden. Anders als die Methanogene, haben die SRB ein
sehr breites Substratspektrum und kdnnen Stoffe wie organische Sduren, Fettsduren,
Alkohole und Wasserstoff als Elektronendonator verwenden und dadurch abbauen.
Nach den Methanogenen sind auch die SRB eine sehr wichtige Gruppe, weil sie
héaufig in Konkurrenz in Bezug auf den Wasserstoff zu den Methanogenen stehen.
Auf der anderen Seite sind die SRB ndtzlich fur die Methanogene, weil sie in der
Acetogenen Phase Essigsaure fiir die Methanogene produzieren kénnen. Die SRB
kdnnen hauptsachlich in zwei Gruppen aufgeteilt werden:
= Die Gruppe 1: Vertreten durch Gattungen wie Desulfovibrio,
Desulfomonas, Desulfotomaculum, Archaeoglobus und
Desulfobulbus. Diese Gruppe verwendet Substrate wie Lactat,
Pyruvat, Ethanol oder einige Fettsauren als C- und Energie-Quelle
und Sulfat wird zum Hydrogensulfid reduziert.
= Die Gruppe 2: Als Vertreter kommen hier Gattungen wie
Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfonema und
Desulfosarcina vor. Diese Gruppe spezialisiert sich in der Oxidation
von Fettsduren und Essigsaure und in der Reduktion von Sulfaten zu
Sulfiden.

— Die Methanogene: sind allein verantwortlich fiir die Methanproduktion wéhrend
der Vergéarung. Diese Gruppe tritt in der letzten Phase ,,Methanogenese* der

Vergarung auf und spielt wahrend dessen eine Schlisselrolle.
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Entwicklung der Standardbiozonose im 3500L Durchflussfermenter
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Abb.21B: Populationsdynamik in dem 3500L Durchflussfermenter wéhrend der
Herstellung der Standardbiozonose (SB1). Die Bakterienverhaltnisse in der
Fermenterprobe (%).

Es zeigte sich bei der Zellzahlbestimmung und Umrechnung der DAPI (4,6-Diamino-2-
phenylindolhydrochlorid) Verhéltnisse von der FISH Analysen (Abb. 21C), dass die
ausgewahlten Bakteriengruppen von der Substratzusammensetzung sowie der Art und
Grole des Fermenters beeinflusst werden kénnen. Bei der ersten Woche der Vergéarung
war die Biozonose noch dinn und brauchte noch Zeit, um sich an die neue Umgebung zu
adaptieren (Abb. 21C). Nach etwa einem Monat exponentieller Entwicklung (Abb. 21C)
stabilisierten sich die Verhaltnisse der ausgewéhlten Bakteriengruppen innerhalb der
Biozonose. Die Sulfatreduzierer (SRB) zum Beispiel wuchsen verhaltnismaRig schnell und
zeigten die hochste Zelldichte nach etwa 3 Wochen der Vergéarung. Dabei lag die Zellzahl
der SRB bei etwa 6 x 108/ml. Spater nach etwa 6 bis 7 Wochen stabilisierte sich die
Biozonose und die Zellzahl der SRB lag bei etwa 2,5 x 108/ml, wahrend die Methanogenen

fiir den gleichen Zeitraum bei etwa 2 x 108/ml lagen.
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Entwicklung der Bioz6nose im 3500LD SB
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Abb. 21C: Entwicklung der Standardbiozénose im  3500L
Durchflussfermenter (SB1) bei der Co-Vergéarung von TMR. Zellzahl der
ausgewahlten Bakteriengruppen.

Abb.22: Die LGC Bacteria bei der
Herstellung der  Standardbiozdnose
(SB1). Diese Population wurde mit den
spezifischen Oligonukleotidsonden
(LGC345a+b+c) identifiziert.

Die Abbildung 21C zeigte auch, dass die Zelldichte der SRB mit steigender Zellzahl der
LGC Bacteria, die haufig in der Hydrolyse vorkommen, ansteigt. Eine Erklarung dafur ist,
dass die SRB fur ihr Wachstum Produkte der LGC Bacteria verwenden kdnnen (Abb. 22).
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11.1.4.4.1 Entwicklung der Methanogenen bei der Herstellung der
Standardbioztnose (SB1)
Die Methanogenen besitzen mehrere Koenzyme (F

F Methanopterin,

4200 430
Methanofuran, HS-HTP und Koenzym M), die spezifisch und eigenartig bei der

Methanogenen sind. Der Koenzym F,,, z.B. spielt bei der Methanogenese die Rolle als
Elektronendonator bei der Reduktion von CO, und die Produktion von Methan. Die
oxidierte Form des Koenzym F,,, absorbiert Licht bei einer Wellenlange von 420nm und

fluoresziert dadurch blau-grin (Madigan et al., 2002). Diese Fluoreszenz ermdoglicht eine
schnelle mikroskopische Identifizierung der Methanogenen.

Die Population der Methanogenen wurde bei der Entwicklung der Biozonose naher
untersucht und war am Anfang der Co-Vergéarung wenig vertreten (3-4%; Abb. 21B und
21C) und hauptséchlich durch Methanococcus und Methanosarcina Populationen
représentiert. Andere fur solche Garsysteme bekannte Methanogenen wie Methanosaeta
oder Methanobacterium Zellen wurden nicht detektiert (Raskin et al., 1994a und 1994b).
Die Methanogene tauchen in der Regel etwas spéater auf, weil sie Zwischenprodukte (wie
H,, CO,, Essigsdure Formate) der vorherigen Vergarungsphasen bendtigen.

In der Abbildung 23 wurde die Entwicklung der Methanosarcina Population begleitet und
ein deutliches Wachstum dieser Population festgestellt.

Die Methanosarcina Zellen wurden am Anfang der Vergarung beim 3500 L
Durchflussfermenter (SB1) kaum identifiziert, wéhrend Methanococcus Zellen mit einer
Dichte zwischen 2% und 3% innerhalb der Methanogenen dominierten (Abb. 21B). Spéter
wuchs die Zellzahl der Methanosarcina Population sehr stark und dominierte innerhalb der
Methanogenen nach etwa 4 bis 5 Wochen (Abb. 21B und 23).
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Abb. 23: Negativ mikroskopische Aufnahmen der FISH Analysen zeigten die
Entwicklung der  Methanosarcina  Population  (Pfeile) im  3500L
Durchflussfermenter bei der Herstellung der Standardbiozonose (SB1). Die
Zellen wurden mit 4,6-Diamino-2-phenylindolhydrochlorid (DAPI) gefarbt.

Bei dem Anfahrbetrieb des 3500L Durchflussfermenters zur Herstellung der
Standardbiozénose (SB1) wurde eine Populationsverschiebung innerhalb  der
Methanogenen deutlich beobachtet und methodisch hier begleitet (Abb. 21B, 23). Diese
Beobachtung zeigt auch, dass die Mikrobiologie von den Gérbedingungen, wie z.B. der
Prozesstechnik und der Substratzusammensetzung, stark beeinflusst werden kann.

Auch ist aus der Literatur bekannt, dass die Methanogenen strikt anaerob wachsen und sehr
sauerstoffempfindlich sind. Sauerstoff kann schon bei niedriger Konzentration (weniger als
10 ppm) die Methanogenese hemmen. Diese Hemmung wird durch eine irreversible

Zerlegung des F,,,-Hydrogenase Komplexes verursacht, weil vermutlich eine protektive

Superoxide Dismutase fehlt (Garcia et al., 2000).

11.1.45 Entwicklung der Biozdnose in den verschiedenen Fermentern wahrend

der Ubertragbarkeitsversuche

Die FISH Untersuchungen zeigten hier auch eine hohe Dominanz der Domane Bacteria
auf Kosten der Archaea Populationen (Abb. 22B und 24). Diese Beobachtung bestatigt
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hiermit die Literaturangabe ber Populationsverteilung in solche Garsysteme (Madigan et
al., 2002; Garcia et al., 2000; Santegoeds et al., 1999; Zinder S. H., 1993).
Bei der Zellzahlbestimmung machten die Doméne Bacteria bis zu 85% der gesamten mit

DAPI  (4,6-Diamino-2-phenylindolhydrochlorid)  gefarbten

Identifizierung der Bacteria Populationen wurden

Zellen aus. Fir
EUB338 (I, Il und

Oligonukleotidsonden eingesetzt. Die Sonde Arch915 wurde zur ldentifizierung

Doméne Archaea eingesetzt (Abb. 22B und 24).
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11))

der

Verteilung von Bacteria und Archaea in den 2L, 36L und 3500L Fermentern
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Abb. 24: Die Verhaltnisse zwischen Archaea und Bacteria in den
verschiedenen Fermentertypen wahrend der Ubertragbarkeitsversuche.

Die dominanten Bakteriengruppen in den 3500 L, 36 L und 2 L Fermentern waren die

Deltaproteobacteria und darunter die Sulfatreduzierer (SRB) mit bis zu 25% der gesamten
mit DAPI gefarbten Zellen (Sonden Delta495a, SRB385 und SRB385Db), die Alfa-
Proteobacteria bis zu 20% (Sonde Alflb; Abb. 25), die Gram positiven Bacteria mit
niedrigen GC-Gehalt (LGC Bacteria) bis zu 20% und identifiziert mit Sonden LGC354 (a,

b und c). Die wenig dominanteren Gruppen waren hier die Gram positiv Bacteria mit
hoheren GC-Gehalt (HGC Bacteria) mit bis zu 4% (Sonden HGC69a und HGC69-
Competitor), die Clostridium Cluster I (Sonde Closl 864) bis zu 7% und die Archaea bzw.
auch die Methanogenen (3-4%) und identifiziert mit Sonden Arch915, Eury498, Sarci645,

MB310, MC1109 und MG1200.

54



Abb. 25: Alfa-Proteobacteria in der Gille
mit der Sonde Alflb detektiert (Pfeile).

11.1.45.1 Entwicklung der Methanogenen wahrend der

Ubertragbarkeitsversuche in den Batchfermentern

Bei den Ubertragbarkeitsversuchen wurde auch festgestellt, dass sich die Methanosarcina
Population sowohl in den 3500L als auch in den 36L und 2L Batchfermentern weiter
entwickelt hatte und in allen 3 Fermentergréfien dominierte (Abb. 26). Die Zellzahl der
Methanococcus Population ging hingegen sehr stark zurtick.

Die acetotrophe Methanosarcina Arten haben bisher das breiteste Substratspektrum

innerhalb der Methanogenen und kénnen folgende Substrate abbauen:

4 H2+CO2 —> CH4+2H20

4 Formiat ——) CH4 + 3CO2 + 2H20
2 Ethanol + CO2 =) CH4 + 2 Essigséure
Methanol + H2 —elp  CH4 + H20

4 Methanol —)  3CH4 + CO2 + 2H20
4 Methylamine + 2H20 ) 3CH4 + CO2 + 4NH4
4 Trimethylamine + 6H20 e 9CH4 + 3CO2 + 4NH4
2 Dimethylsulfide + 2H20 =——————) 3CH4 + CO2 + H2S

2 Dimethylamine + 2H20 =—————————) 3CH4 + CO2 + 2NH4
4 2-Propanol + CO2 — CH4 + 4 Acetone + 2H20
Essigsaure —)  CH4+CO2
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Methanosarcina Arten kommen in verschiedenen natiirlichen Okosystemen vor. Dabei
wird die organische Materie zu Methan (70%) und Kohlendioxid (30%) abgebaut.
In der Regel konkurrieren die Methanogene Bakterien fir deren Substrate mit 3
metabolischen Gruppen (Zinder S. H., 1993):

1. Die Sulfatreduzierer

2. Die Acetogene

3. und Eisenreduzierer (Fe3+)

Die Konkurrenz Situation zwischen den Methanogenen und die anderen 2 Gruppen
entsteht meist in substratarme Habitate wie Bodensediment oder Marinensediment.

3500 L

Abb. 26: negativ mikroskopische Aufnahmen der FISH Analysen zeigten die
Entwicklung der Methanosarcina Population in den 3500L, 36L und 2L
Batchfermentern bei der Ubertragbarkeitsversuche. Die Zellen wurden mit
4,6-Diamino-2-phenylindolhydrochlorid (DAPI, 70ng/ml) gefarbt.
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11.1.4.5.2 Ubertragbarkeitsversuche und Entwicklung der Biozonose:
Vergleich zwischen den 3500L, 36L und 2L Batchfermentern

Bei dem Vergleich zwischen den 3500L, 36L und 2L Batchfermentern wurde festgestellt,
dass in den ersten 4 bis 5 Wochen und in allen 3 Batchsystemen die Methanogenen sich
deutlich weiter entwickelt haben. Die Zellzahl der Methanogenen entwickelte sich von
etwa 2-3 x 107/ml am Anfang der Vergarung auf etwa 2-3,5 x 108/ml nach 4 Wochen
(Abb. 27, 28 und 29). Bei den 3500L erreichte die Zellzahl der Methanogenen schon nach
einer Woche das Maximum und lag mit deren Zellzahl bei ca. 3 x 108/ml. Das lag
vermutlich daran, dass die Biozonose des Inokulums aus dem gleichen Fermentertyp und
der gleichen FermentergrofRe stammt und sich dadurch fur ein derartiges Milieu bereits
einigermalen adaptiert hatte.

Diese gute Entwicklung wurde auch bei den Sulfatreduzierern (SRB) beobachtet. Hier ging
die Zellzahl von ca. 3 x 107/ml auf ca. 2-3 x 108/ml in den 36L und 2L Batchfermentern
(Abb. 27, 28 und 29). In den 3500L Batchfermentern hingegen lag die Zellzahl der SRB

bei etwa 5 x 107/ml.

Entwicklung der Biozonose in dem 3500LB SB wahrend der Ubertragbarkeitsversuche
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Abb. 27: Entwicklung von ausgewdhlten Bakteriengruppen im
3500L Batchfermenter wéhrend der Ubertragbarkeitsversuche mit
Standardbiozénosesubstrat.




Diese gute und etwa stabile Entwicklung dieser beiden Populationen lag vermutlich daran,
dass durch den Batchprozess die Entwicklung der Biozonose wenig gestort wurde. Dabei
wurde zum Beispiel die Sauerstoffdiffusion komplett unterdriickt, waéhrend im
Durchflusssystem dieses Problem durch regelmdaRige Substratzufuhr hdufig beobachtet
wurde.

Archaim Uri und Carsten Krause (1993) schrieben, dass das Verhaltnis Propionséure zu
Essigsdure als Indikator fir Prozessinstabilitat verwendet werden konnte. Hill et al. (1987)
schlugen vor, die Essigsaure Konzentration von mehr als 800 mg/l oder das Verhaltnis
Propionsdure zu Essigséure von mehr als 1:4, als Indikator einen Absturz des Gérprozesses
zu verwenden.

Am Anfang der Vergarung war die Essigsdure Konzentration in den 2L, 36L und 3500L
Batchfermentern sehr weit tUber 800 mg/l und lag auf Grund der vorangegangenen
Substratzufuhr bei etwa 3200 mg/l (Quelle: LfL-Partner ; Freising-Weihenstephan). Diese
relativ hohe Essigsaurekonzentration hatte vermutlich die Entwicklung der Biozdnose in
den Batchsystemen nicht besonders gestort. Betrachten wir die Entwicklung der
Methanogenen so sehen wir, dass diese Population sich in den ersten erfassten 4 Wochen
weiter entwickelt hat, wahrend die Zelldichte der anderen Bakteriengruppen eher sank
(Abb. 27, 28 und 29).

Entwicklung der Biozénose im 36L Batchfermenter wihrend der Ubertragbarkeitsversuche
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Abb. 28: Entwicklung von ausgewahlten Bakteriengruppen im 36L
Batchfermenter wahrend der Ubertragbarkeitsversuche.
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Diese hohe Essigsaurekonzentration erklart zum Teil die Dominanz der Methanosarcina
Population in den Fermentern, da die bisher bekannten Essigsdaure Verbraucher nur zu den
Gattungen Methanosarcina oder Methanosaeta gehtren (Schmidt et al., 2000).

Die starke Entwicklung bei der Methanogenen- und Sulfatreduzierer - Population lag

vermutlich auch daran, dass bei der Vergarung reichlich Zwischenprodukte (wie H,, CO,,

Essigsdure, Formate, etc...) zur Verfligung standen, so dass diese Produkte nicht als
limitierende Faktoren vorhanden waren wund dadurch das Wachstum dieser
Bakteriengruppen nicht verhinderten.

Auf der anderen Seite haben die Sulfatreduzierer die Fahigkeit, komplexe organische

Substrate abzubauen H., zu verwerten und CO,, sowie Essigsdure zu produzieren (Scheid et

al., 2001).

Die anderen Bakteriengruppen wie HGC und LGC Bacteria, die h&aufig in der
hydrolytischen Phase vorkommen, wuchsen in der ersten Woche nicht gut. Die Zellzahl
der LGC Bacteria stieg bei 2L und 3500L Fermenter in der ersten Wochen von ca. 8 X
106/ml auf ca. 5-6 x 107/ml, spater sank die Zellzahl und lag die ganze Zeit der Vergarung
bei etwa 1 x 107/ml (Abb. 27, 28 und 29).

Entwicklung von ausgewahlten Bakterien Gruppen im 2LB SB wéhrend der
Ubertragbarkeitsversuche
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Abb. 29: Entwicklung von ausgewéhlten Bakteriengruppen im 2L
Batchfermenter wahrend der Ubertragbarkeitsversuche.

Es wurde bei diesen Ubertragbarkeitsversuchen beobachtet, dass die Zelldichte der SRB

mit steigender Zellzahl der LGC Bacteria haufig stieg. Das lag vermutlich daran, dass die
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Zwischenprodukte von der Hydrolyse, an der vermutlich die LGC Bacteria (wie viele
Clostridien Gruppen) auch beteiligt sind, fir das Wachstum der SRB verwendet wurde.
Die SRB sind laut Literaturangaben robuster als die Methanogenen, weil die SRB die
Madglichkeit haben, andere Abbauwege fiir ihr Wachstum zu verwenden (wie Fermentation
oder syntrophisches Wachstum mit den Methanogenen; Santegoeds et al.; 1999). Die SRB
konnen z.B. den Wasserstoff auch fur die Sulfatreduktion nutzen und konkurrieren dabei
mit den Methanogenen (Spanjer et al., 2002; Weijma et al., 2002).

Als Zusammenfassung fir diese Ubertragbarkeitsversuche konnte man mit wenigen
Ausnahmen schon sagen, dass in den 2L, 36L Fermentern fir die ausgewéhlten
Bakteriengruppen sowohl qualitativ als auch quantitativ keine groRen Unterschiede in der
Populationszusammensetzung festgestellt werden konnten. In den 3500L hingegen wuchs
z.B. die SRB Population deutlich unterschiedlich als bei den 2L und 36L Fermentern. Die
Zellzahl der SRB sank in den 3500L Fermentern nach ca. 4 Wochen drastisch ab und lag
nach 104 Tagen bei ca. 1x 107/ml wahrend bei den 2L und 36L Fermentern die Zellzahl
nur langsam sank und nach 104 Tagen bei ca. 1x 108/ml lag (Abb. 27, 28 und 29). Mit
Ausnahme der Methanogenen sank generell die Zelldichte der 3 anderen ausgewéhlten
Bakteriengruppen mit der Zeit ab. Eine Ausschopfung des Substratspektrums in den

Garsystemen konnte als Erklarung fiir diese Zellzahlabnahme sein.

11.1.4.6 Analyse der Biozonose bei der Ubertragbarkeitsversuche zum
Praxisfermenter

Es wurden waéhrend der Vergédrung von Praxissubstrat ausgewahlte Bakteriengruppen mit

Hilfe der FISH Technik und CLSM Mikroskopie néher untersucht.

Die Beschickungsration flr den Praxisfermenter mit 900000L (Pellmeyer Biogasanlage,

Eggertshof bei Freising) wurde je nach Anlieferung in der Vorgrube jeweils aus 32,5

Kubikmetern Inhalt eines anderen Praxisfermenters, ca. 2 Tonnen Maissilage und einer

variablen Menge an Fettabscheiderfett, gemischt (Quelle: LfL-Partner). Diese Mischung

diente als Praxissubstrat zur Fermenterbeschickung.
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Abb. 30: Praxissubstratmischung aus der
Vorgrube fur die Fermenterbeschickung.

Die 3 Fermentier-Typen (Praxisfermenter mit 900000L, 3500L und 36L
Durchflussfermentern) bekamen bei diesen Versuchen die gleiche Substrat- und Inokulms-
zusammensetzung und wurden bei gleicher Temperatur und pH betrieben.

Die Fermenterausstattung und der Anfahrbetrieb sowie die Prozesstechnik wurden im
Endbericht des LfL-Partners (Freising-Weihenstephan) ausftihrlich dargestellt.

Der Inhalt der 3500L und 36L Fermentern stamm aus der Praxisfermenter und wurde aus
einer VVorgrube der Praxisanlage abgefullt (Abb. 30).

Bei den analysierten Bakteriengruppen handelt es sich hier auch um die Methanogenen, die
Sulfatreduzierer (SRB), die Gram positiven Bacteria mit niedrigem GC-Gehalt (LGC
Bacteria) und die Gram positiven Bacteria mit hohem GC-Gehalt (HGC Bacteria). Es

wurde hier auch Rindergulle separat fiir den Vergleich untersucht.

Abb. 31: Nachweis der HGC Bacteria
im Praxisfermenter mit Hilfe der
Oligonukleotidsonde HGC69a (Pfeile).
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Die FISH Ergebnisse in den Abbildungen 32 bis 35 zeigten, dass mit weniger Ausnahmen
die Entwicklung dieser Bakterienpopulationen in den 3 Fermentern flr die ersten 3
Wochen einigermalen dhnlich verlief. Die SRB waren am stéarksten hier vertreten und die
Zellzahl lag wahrend der ganzen Géarprozess bei ca. 3-6 x 108/ml. Die Methanogenen
waren hier die zweite starkste Population nach den SRB und deren Zellzahl erreichte etwa
2 bis 3 x 108/ml (Abb. 32, 34 und 35). Bei der Methanogenen dominierte in allen 3
Fermentern die Methanococcus Population, wahrend Zellen der Methanosarcina selten
detektiert wurden (Abb. 34 und 36). Betrachtet man die Entwicklung der Methanogenen
wahrend der Ubertragbarkeitsversuche mit dem Praxissubstrat, so kann man feststellen,
dass die Entwicklung sowie Verschiebung innerhalb der Methanogenen von der

Substratzusammensetzung sowie Prozesstechnik beeinflusst werden kénnen.

Entwicklung von ausgewahlten Bakterienpopulationen bei der Ubertragbarkeitsversuche
zum Praxisfermenter (900000L)
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Abb. 32: Entwicklung von ausgewahlten Bakterien beim
Ubertragbarkeitsversuch zum Praxisfermenter (900000L).
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Entwicklung der Biozoénose im 3500L.D mit Praxissubstrat
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Abb. 33: Entwicklung der Biozonose im 3500L Durchflussfermenter
bei der Vergérung von Praxissubstrat aus der Pellmeyer Biogasanlage.

Auch bei der FISH Analysen wurden Zellen der HGC Population sowohl im

Praxisfermenter (Abb. 31) als auch in den restlichen Fermentern identifiziert (Abb. 32, 33

und 34) aber diese Population war im Vergleich zu den restlichen Populationen deutlich
schwaécher vertreten (Abb. 32, 33, und 34).

Abb. 34: Identifizierung der Methanococcus
Zellen bei in Situ Hybridisierung mit der
Sonde MC1109 (Pfeile). Entwicklung der
Biozonose im 36L Durchflussfermenter bei
der Vergéarung von Praxissubstrat.
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Entwicklung von ausgewéhlten Bakteriengruppen im 36LD bei der Vergéarung von
Praxissubstrat
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Abb. 35: Entwicklung der Biozdnose im 36L Durchflussfermenter bei der
Vergarung von Praxissubstrat.

Diese gute Entwicklung der Methanogenen und SRB Populationen deuten vermutlich auf
eine Anreicherung der Wasserstoffproduzierer (hydrolytische und Acetogene Bakterien so
wie viele Clostridien) oder der Fettanreicherung in den Fermentern hin (siehe auch
Versuche mit Rapsol).

Auf der anderen Seite deutet die starke Entwicklung der Methanogenen in den Fermentern
auch darauf hin, dass der Gérprozess sehr stabil und ausgeglichen verlief.

Auch ein Vergleich zwischen der Populationszusammensetzung in der Gulle und der
Substratmischung (Mischung von der Vorgrube) am Anfang der Vergarung zeigt, dass die
Bakterienpopulationen wie Methanogenen und SRB im Praxisfermenter dichter waren
(Zellzahl Gber 4 x 108/ml) als in der Gulle (Zellzahl etwa 1 x 107/ml fiir Methanogenen
und 2 x 108/ml fiir SRB, Abb. 37). Die LGC Population hingegen war in der Giille mehr
vorhanden und zeigte eine Zellzahl von ca. 1 x 108/ml (Abb. 37). Es ist in der Literatur
schon bekannt, dass die Methanogenen auch in der Gulle identifiziert und detektiert
wurden (Snell-Castro et al., 2005).

64



Abb. 36: Methanococcus Zellen bei in Situ
Hybridisierung mit der Sonde MC1109
(Pfeile). Entwicklung der Biozonose im
3500L Batchfermenter bei der Vergérung
von Praxissubstrat.

Vergleich der Biozonose zwischen Gulle und Innokulum aus Praxisfermenter
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Abb. 37: Entwicklung der Biozonose. Vergleich zwischen Gulle und
Innokulum aus dem Praxisfermenter.

Hinweis: Die aus den Gadrversuchen mit Praxissubstrat von den 36L, 3500L und
Praxisfermenter ermittelten mikrobiologischen Ergebnisse kdnnen wegen technischen
Schwierigkeiten bei der Substratbeschickung nur mit Vorbehalt betrachtet werden
(Mitteilung des LfL-Partnes)
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11.1.4.7 Ergebnisse und Diskussion (Meilenstein 2): Substrate Co-Vergarung

Im Rahmen des Meilensteins 2 wurden 3 Substrate bei der Co-Vergarung mikrobiologisch

naher untersucht. Es handelt sich hier um Maissilage, Grassilage und Rapsol.

Bei 2L und 36L Batchfermentern mit Maissilage war der pH-Wert manchmal im leicht
sauren Bereich.

Die mikrobiologische Aktivitat als Schllsselfaktor wahrend der Co-Vergarung von
erneuerbaren Energien wie Mais, Gras und Ol in Biogasanlagen wurde bisher nur wenig
untersucht.

Die Ergebnisse der FISH Analysen mit den Substraten wurden bei den verschiedenen
Fermentern mit einander verglichen (Abb. 38).

Die Tabelle 5 zeigt die Eigenschaften der 3 bei der Co-Vergarung angesetzten Substraten

(Quelle: LfL-Partner, Freising-Weihenstephan).

Substrat | Rohproteine (%TS) | Starke (%TS) | Rohfett (%TS) | Rohfaser (%TYS)
Maissilage | 8,6 38,3 2,4 17,7
Grassilage | 15,1 1,8 1,5 31,4
Rapsol ND ND 98,6 ND

Tab. 5: Einige chemische Eigenschaften der 3 Substrate (LfL-Partner). ND: Nicht detektiert.

11.14.7.1 Entwicklung der Bioztnose in den 3500L Durchflussfermentern
Die in Situ Hybridisierungsversuche der 3500L Fermenterproben mit den spezifischen
Sonden flr die jeweilige Bakteriengruppe ergab, dass bei der Co-Vergdrung von

Maissilage die Populationgruppen sehr unterschiedlich wuchsen. Bei den Methanogenen
ging die Zellzahl nach einer Woche Maissilage Co-Vergarung von ca. 6 X 108/ml auf 6 x
107/ml (Abb. 39), was praktisch eine 10 fache Vermehrung bedeutet. Danach stabilisierte

sich die Entwicklung dieser Population und stand fiir ca. 2 Wochen bei etwa 1 x 108/ml

(Abb. 39). Spater stieg die Zellzahl dieser Population weiter und erreichte das Maximum
nach etwa 64 Tagen Co-Vergarung bei ca. 4 x 108/ml. Danach sank die Zellzahl dieser

Population und lag am Ende der Co-Vergarung nur noch leicht unter 3 x 108/ml (Abb. 39).
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3500L Durchfluss 36L Durchfluss

Abb. 38: Entwicklung der Doméne Bacteria (Sonde EUB338I+11+111) in den
Fermentern mit Grassilage. Hier treten diverse Morphologien auf.

Die Abbildung 39 zeigt, dass die SRB am starksten vertreten waren (Maximum der
Zellzahl lag bei etwa 6 x 108/ml am Tag 64), gefolgt von den Methanogenen (Maximum
bei ca. 4,5 x 10%/ml bei Tag 64), und dann die LGC Bacteria mit einem Maximum bei ca. 2
x 108/ml am Tag 64. Die HGC Bacteria waren hier die schwache Population mit einem
Zellzahlmaximum bei etwa 5 x 107/ml (Abb. 39). Diese Biozonose hat sich hier
einigermafen besser mit Maissilage entwickelt als mit Grassilage (Abb. 39 und 40). Das
lag vermutlich daran, dass Maissilage einen hohen Anteil an Stéarke (38,3% TS) hat und
dadurch die Entwicklung der hydrolytischen Populationen der LGC und zum Teil der HGC
Bacteria fordern konnte (Tab. 5). Auch die Tabelle 5 zeigt, dass Grassilage sehr wenig
Starke aufweist aber den hochsten Anteil an Rohfasern (31,9 % TS) hat. Rohfasern sind in
der Regel schwer abbaubare Stoffe und bestehen aus sehr viel cellulosehaltigen

Substanzen.
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Entwicklung von ausgewahlten Bakterien Populationen in einem 3500LD
SBW + Maissilage
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Abb. 39: Entwicklung von ausgewéhlten Bakterien Populationen bei der
Co-Vergarung von Maissilage in einem 3500L Durchflussfermenter.

Entwicklung von ausgewahlten Bakterien Populationen in einem 3500LD SBW +
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Abb. 40: Entwicklung von ausgewéhlten Bakteriengruppen bei der
Co-Vergarung von Grassilage in einem 3500L Durchflussfermenter.
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Starke kann unter anaeroben Bedingungen von vielen hydrolytischen Bakterien wie
Clostridium sp., Eubacterium ruminantium, Streptococcus bovis, Selenomonas
ruminantium oder  Butyrivibrio fibrisolvens abgebaut werden (Delbes et al., 2000;
Marounek et al., 1986).

Bei Grassilage wuchsen die 4 Bakteriengruppen schlechter als bei Maissilage. Zwar blieb
die Reihenfolge in der Starke dieser Gruppen etwa ahnlich, die Zelldichte stieg zunachst

fir etwa 4 bis 5 Wochen. Danach knickte das Wachstum aller 4 Gruppen ab. Die Zellzahl

lag nach 91 Tagen Co-Vergarung bei allen Gruppen unter 1 x 108/ml (Abb. 40). Das lag an
der fehlenden Futterung der Fermenter nach etwa 70 Tage Co-Vergarung (Mitteilung des
LfL-Partners).

Bei der Co-Vergéarung von Raps6l im 3500L Durchflussfermenter wurde bei den FISH

Analysen festgestellt, dass die SRB die hochste Zellzahl erreichten (tber 1 x 109/ml). Auch

die Methanogenen wuchsen standig und ihre Zellzahl stieg nach 105 Tagen Co-Vergérung

immer weiter und lag bei etwa 8 x 108/ml. Die Zellzahl der anderen Bakteriengruppen, die
LGC und HGC Bacteria, hingegen blieb wahrend der ganzen Zeit der Co-Vergérung

ziemlich konstant und lag unter 2 x 108/ml (Abb. 41). Die Entwicklung der Methanogenen
in den ersten 4 Wochen war eher schleppend, vermutlich lag das daran, dass diese
Population, die vorher mit TMR aufgezogen wurde, fur die Adaptation mit den neuen
Substrat mehr Zeit gebraucht hat. Nach etwa 4-5 Wochen stieg die Zellzahl der SRB sowie

der Methanogenen wieder und lag nach 105 Tagen bei etwa 2 x 108/ml fur die

Methanogenen und 1 x 10°/ml fir die SRB (Abb. 41).
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Entwicklung von ausgewéhlten Bakterien Gruppen in einem 3500LD SBW +
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Abb. 41: Entwicklung von ausgewéhlten Bakteriengruppen bei der
Co-Vergarung von Rapsol in einem 3500L Durchflussfermenter.
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Abb. 42  Entwicklung der Methanogenen im  3500L
Durchflussfermenter mit verschiedenen Inputmaterialien.
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Entwicklung der einzelnen Bakteriengruppen in den 3500L Durchflussfermentern

Einen Vergleich der Biozonose Entwicklung im 3500L Durchflussfermenter mit den
verschiedenen Substraten ergab, dass Methanogene mit Rapsol und langfristig (nach etwa
5-6 Wochen) am besten gewachsen sind und damit die hochste Zellzahl nach 105 Tagen
erreichten. Bei Maissilage und Grassilage hingegen sank die Zahl eher und war bei

Grassilage am niedrigsten (Abb. 42).
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Abb. 43: Entwicklung der Sulfatreduzierer im 3500L
Durchflussfermenter mit verschiedenen Substraten.

Auf der anderen Seite wuchsen die Sulfatreduzierer (SRB) hier auch am besten mit Rapsol.
Die Zellzahl der SRB stieg stark und erreichte die Schwelle von 10%/ml. Die SRB war die
einzige Bakteriengruppe, deren Zellzahl tber 10%/ml stieg und dies nur bei Rapsol (Abb.
43). Es ist bekannt, dass die SRB gut Fett abbauen kdnnen und dadurch auch Essigsaure

und Wasserstoff produzieren (Madigan et al., 2002).

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei dem 3500L Fermenter das Rapsolsubstrat den
SRB und Methanogenen zugute kam, da diese beiden Populationen am besten wuchsen
(Abb. 37 bis 42). Am schlechtesten wuchsen beide Populationen bei Grassilage.
Hintergrund hierflr ist, dass das Rapsdl besser von den SRB abzubauen war, als

Maissilage und Grassilage. Zusétzlich wurden vermutlich mit Rapsol reichlich
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Zwischenprodukten hergestellt, so dass die Methanogenese richtig aktiv bei der

Methanproduktion war.

Entwicklung der HGC Bacteria im 3500LD SBW + Substrat
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Abb. 44: Aktivitat der HGC Bacteria im 3500L Durchflussfermenter
mit verschiedenen Inputmaterialien.
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Abb. 45: Aktivitdt der LGC Bacteria im 3500L Durchflussfermenter
mit verschiedenen Inputmaterialien.
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Diese Ergebnisse finden teilweise eine Bestatigung bei den chemischen Analysen des LfL-
Partners (Freising-Weihenstephan). Dabei zeigte Grassilage mehr Rohfasern (Mittelwert:
31,9% TS) und weniger Starke (Mittelwert: 1,8) als Maissilage (Mittelwert; Rohfasern:
17,7% TS und Stérke: 38,3% TS), Rapsol hat keine Rohfasern.

Bei den LGC Bacteria, konnte gezeigt werden, dass sie langfristig (nach etwa 5-6 Wochen

Co-Vergarung) sich besser mit Rapsdl oder Maissilage entwickelt haben als mit
Grassilage. Dabei ging die Zellzahl der LGC Population bei Raps6l von etwa 5 x 107/ml
am Anfang der Co-Vergédrung auf ca. 2 x 108/ml nach 105 Tagen (Abb. 45). Vermutlich

waren in Maissilage und Raps6l Stoffe vorhanden, die das Wachstum der LGC Population
fordern (siehe auch Tab. 5).

Bei der HGC Population wurde bei der Co-Vergarung der verschiedenen Substrate kaum
eine Anderung in der Entwicklung festgestellt (Abb. 44). Offensichtlich hatte diese Gruppe
nicht die optimale Substratzusammensetzung fiir ein gutes Wachstum. Auf der anderen
Seite hat sich die HGC Population vermutlich mehr durch die téglichen Zufuhr von

Standardbiozonose ernéhrt (etwa 95 kg taglich, Tabelle 4).
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11.1.4.7.2 Entwicklung der Biozonose in den 36L Durchflussfermentern

Die Ergebnisse der in Situ Hybridisierung fiir die ausgewahlten Bakteriengruppen bei den
36L Durchflussfermentern zeigten, dass die ausgewéhlte Bakteriengruppen sich bei den 3
Substraten (Mais, Gras und Rapsol) unterschiedlich entwickelt haben (Abb. 46, 47, 48 und
49). Am besten wuchsen beispielsweise die Sulfatreduzierer (SRB) mit Rapsol (Abb. 49).
Dabei lag die Zellzahl der SRB bei etwa 6 x 108/ml, wahrend bei Maissilage fiir den
gleichen Zeitraum die Zellzahl bei ca. 2-2,5 x 108/ml lag (Abb. 46 und 49).

Entwicklung von ausgewéhlten Bakterienpopulationen im 36LD SBW + Maissilage
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Abb. 46: Entwicklung von ausgewéhlten Bakterienpopulationen bei der
Co-Vergarung von Maissilage im 36L Durchflussfermenter.

Bei Grassilage war die Zellzahl der SRB fiir den gleichen Zeitraum am niedrigsten und lag
zum Beispiel am Tag 64 bei ca. 5 x 107/ml (Abb. 48). Diese mikrobiologischen Ergebnisse
fanden bei den physikalisch-chemischen Analysen von dem LfL-Partner (Freising-
Weihenstephan) eine deutliche Unterstlitzung (Abb. 50 und 51). Dabei wurde fur den
gleichen Zeitraum bei Rapsol deutlich mehr Wasserstoff produziert (Mittelwert= 144 ppm)
als bei Maissilage (Mittelwert= 98 ppm) oder Grassilage (Mittelwert= 65,6 ppm).
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Entwicklung von ausgewahlten Bakterien Populationen in dem 36L.D SBW Nullprobe
(ohne Substrat)
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Abb. 47: Entwicklung von ausgewahlten Bakterienpopulationen im
36L Durchflussfermenter ohne Substrat (Nullprobe). Dieser Versuch
wurde parallel zur Maissilage Co-Vergéarung durchgefuhrt.
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Abb. 48: Entwicklung von ausgewahlten Bakterienpopulationen im 36L
Durchflussfermenter mit Grassilage.
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Aktivitat von ausgewahlten Bakterien Gruppen im 36LD SBW + Raps6l
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Abb. 49: Aktivitat von ausgewahlten Bakteriengruppen im
36L Durchflussfermenter bei der Co-Vergarung von Rapsol.

Anders als bei der Methanogenen haben die SRB ein sehr breites Substratspektrum und
kdonnen Stoffe wie organische S&uren, Fettsdauren und Alkohole als Elektronendonator
verwenden und dadurch abbauen. Deshalb kam das Raps6l fur die SRB gerade zugute und
entwickelte sich dabei diese Population besser als die anderen Bakteriengruppen. Durch
den Abbau von Rapsol konnen die SRB unter anderen sehr viel Essigsdure und
Wasserstoff produzieren. Diese Zwischenprodukte kénnen von den Methanogenen fur die
Methanbildung angesetzt werden. Es ist bekannt, dass etwa 70% des im anaeroben Reaktor

produzierten Methan aus Essigsaure stammt und der Rest aus Wasserstoff und CO,

(Zinder S. H., 1993). Deshalb sind die Methanogenen mit Rapsdol im Vergleich hier mit
Grass- oder Maissilage gut gewachsen (Abb. 46 bis 49). Die Zellzahl der Methanogenen
lag wahrend der 4 Wochen Zeitraum bei ca. 2 x 108/ml mit Rapsol (Abb. 49), bei ca. 2-2,5
x 108/ml mit Maissilage (Abb. 46) und bei ca. 7 x 107/ml mit Grassilage (Abb. 48). Diese
Ergebnisse fanden auch Bestédtigung bei den physikalisch-chemischen Analysen. Dabei
wurde mit Rapsol mehr Methan produziert und lag bei ca. 313,2 wéhrend fur Maissilage
bei 206,9 und fur Grassilage bei 148,2 L/ kg 0TS, . (siehe auch die Tabelle im

gemeinsamen Kapital). Die Methanausbeute lag auch héher mit Rapsol (Mittelwert =
69,1%) als mit Maissilage (Mittelwert=57,2%) oder Grassilage (Mittelwert = 56,9%).
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Vergleich : Wasserstoffproduktion und Entwicklung der Sulfatreduzierer in den 36LD SBW + Subtrat
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Abb. 50: Vergleich zwischen der Tagesgasmenge und der Entwicklung
der Sulfatreduzierer im 36LD SB und Substrat (Mais/ Rapsol).

Wenn wir jetzt die mikrobiologischen Ergebnisse fir LGC und HGC Bacteria mit diesen
Substraten betrachten, konnen wir schon vermuten, dass in und bei diesen
Bakteriengruppen die Reaktoren von nicht Fettabbauern dominiert sind, die mehr protein-
und cellulosehaltige Stoffe verbrauchen kdnnen. Diese beiden Gruppen wuchsen bei der
Zugabe von Silage standig bis zur einer bestimmten Zeit (etwa 4-5 Wochen). Nach etwa 2
Monate Co-Vergarung, ging die Zellzahl der LGC und HGC deutlich runter und lag bei
etwa 1 x 107/ml (LGC und HGC) fiirr Grassilage und 1-5 x 107/ml fur Maissilage (Abb. 46
bis 49). Bei der Co-Vergarung von Rapsol, wurde keine deutliche Stimulation des
Wachstums bei den LGC bzw. HGC Gruppen beobachtet (Abb. 49). Diese beiden
Bakteriengruppen haben sich in den 36L Durchflussfermentern vermutlich durch die
tagliche Zugabe von Standardbiozénose weiter entwickelt. Dabei lag die Zellzahl die
ganze Zeit bei ca. 2-4 x 107/ml. Vermutlich lag das daran, dass bei den Reaktoren mit
Silagen mehr Rohfasern und cellulosehaltige Stoffe als bei Rapsdl vorhanden waren
(Quelle: LfL-Partner; Freising-Weihenstephan). Diese mikrobiologischen Daten fanden
hier auch eine Unterstiitzung von der chemischen Analyse bei unserem LfL-Partner
(Freising-Weihenstephan). Dabei ergab sich, dass der Rohfasergehalt fiir Maissilage bei
einem Mittelwert von etwa 17,4% TS, fir Grassilage bei ca. 31,9% TS und fur Rapsol

(0%) lag. Auf der andere Seite, kam durch tagliche Zugabe von Standardbiozénose
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teilweise Rohfasern in den Reaktoren rein (siehe Beschickungsplan vom LfL-Partner

(Freising-Weihenstephan).

Vergleich: Methanproduktion und die Entwicklung der Methanogenen Bakterien in den 36L.D
SBW + Substrat
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Abb. 51: Vergleich zwischen der Tagesgasmenge und der Entwicklung
der Methanogenen im 36LD SBW mit Substrat (Mais/ Rapsol).

Bei dem Vergleich zwischen der Mikrobiologie und den chemischen Analysen bei der Co-
Vergarung von den Substraten wurde festgestellt, dass bei Rapsol durchschnittlich mehr
Wasserstoff taglich produziert wurde, als bei Maissilage (Abb. 50). Gleichzeitig stieg die
Zellzahl der SRB bei Rapsol deutlich und lag fiir lange Zeit (ca. 4 Monate) bei etwa 6-7 x
108/ml wihrend bei Maissilage bei etwa 2-3 x 108/ml.

Nach etwa 70 Tagen Co-Vergarung sank die Wasserstoffproduktion drastisch ab, was darin
begriindet ist, dass die Reaktoren nach etwa 70 Tagen nicht mehr gefuttert wurden und die
Biozonose geschwécht war (Mittelung des LfL-Partners). In Abbildung 50 ist die
Abnahme der Tagesgasmenge deutlich zu sehen.

Auch haben sich die Methanogenen mit Rapsol gut entwickelt. In der Abbildung 51 ist
deutlich zu sehen, dass am Anfang der Co-Vergdrung mit Rapsol sehr viel Methan
produziert wurde und gleichzeitig die Zellzahl der Methanogenen mit hoch gingen.

Bei den Methanogenen ging es hier auch am schlechtesten bei der Co-Vergarung von

Grassilage.
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Wenn man jetzt die Substrateigenschaften von der Tabelle 5 beriicksichtigt, stellt man fest,
dass Grassilage verglichen mit Maissilage und Raps6l relativ arm an Starke (1,8% TS) und
Fett (1,5% TS) ist, aber auf der anderen Seite der Anteil von Rohfasern (31,9% TS) und
Rohproteine (15,1% TS) im Vergleich mit den anderen beiden Substrate ziemlich hoch ist.
Auch bei den Substrateigenschaften wurde bei Maissilage und Grassilage reichlich an
Rohproteine (8,6% und 15,1% TS) und Rohfasern (17,7% und 31,9% TS) bestimmt.

Bei der Co-Vergarung von Rapsol, wurde bei den mikrobiologischen Analysen keine
deutliche Stimulation des Wachstums bei den LGC bzw. HGC Gruppen beobachtet, wobei
das Uberleben der LGC und HGC vermutlich durch die tagliche Zugabe von
Standardbiozdnose zuriickzufihren ist.
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11.1.4.7.3 Analyse der Biozdnose in den 36L Batchfermentern

Die Substratvergarung wurde auch bei den 36L in Batchverfahren untersucht. Dabei zeigte
die mikrobiologische Untersuchung, dass sich die SRB und Methanogenen auch mit
Rapsol besser entwickelten als mit Mais- oder Grassilage.

Bei der Analyse der Methanogenen im 36L Batchfermenter mit Maissilage wurden Zellen
der Methanosarcina Population identifiziert (Abb. 52) wahrend im 36L Batchfermenter
mit Grassilage oder Raps6l die Methanosarcina Zellen seltener detektiert wurden. Ahnlich
gilt es auch fir die anderen Durchflussfermentern.

Bei den 36LB Fermentern mit Rapsél ging die Zellzahl der Methanogenen von etwa 1,5 x

108/ml am Anfang der Co-Vergarung auf ca. 2,5 x 108/ml nach 43 Tagen zuriick. Das
bedeutet, die Zellzahl der Methanogenen hat sich in diesem Fall fast verdoppelt. Die SRB

haben sich auch entwickelten und fiir den gleichen Zeitraum etwa verdoppelt (Abb. 53).

Abb. 52: Entwicklung der Methanosarcina Population
im 36L Batchfermentern mit Maissilage.
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Aktivitat von ausgewahlten Bakterien Gruppen im 36LB SBW + Maissilage
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Abb. 54: Entwicklung von ausgewahlten Bakterienpopulationen
bei der Co-Vergarung von Maissilage im 36L Batchfermenter.

Beim Versuchen mit Maissilage hat sich die Zellzahl der SRB im Vergleich zu Rapsol

verschlechtert und sank von ca. 2,5 x 108/ml am Anfang auf etwa 1,2 X 108/ml nach 44
Tagen Co-Vergérung. Das lag vermutlich daran, dass das Substrat fir das Wachstum der
SRB nicht mehr so reichlich wie am Anfang zur Verfiigung stand und deshalb die
Entwicklung dieser Population nach etwa 4-5 Wochen Co-Vergarung nachlie (Abb. 54).

Die LGC Bacteria entwickelten sich am besten im 36LB mit Maissilage. Dabei lag die

Zellzahl dieser Population wahrend der Co-Vergérung bei etwa 1 X 108/ml (Abb. 54). Fr
die HGC Bacteria lief die Entwicklung schlecht, sowohl mit Mais- als auch mit Grassilage
(Abb. 54 und 55). Die LGC und HGC Bacteria wuchsen am schlechtesten mit Rapsol
(Abb. 56).

Es wurde bei den Grassilage Versuchen schon haufig beobachtet, dass die ausgewéhlten
Bakteriengruppen sowohl im Durchfluss- als auch im Batchverfahren sehr schlecht
wuchsen und nach etwa 4 Wochen Co-Vergdrung die Biozonose einbrach. Das lag
vermutlich daran, dass die Garbedingungen mit Grassilage fir ein stabiles Wachstum der
Biozdnose nicht optimal waren.

Die Entwicklung der Biozonose mit Grassilage lief ahnlich wie bei den Versuchen ohne
Substrat (Nullprobe; Abb. 57).
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Aktivitat von ausgewéhlten Bakterien Populationen im 36LB SBW +

Grassilage
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Abb. 55: Entwicklung von ausgewdahlten Bakterien-
populationen im 36L Batchfermenter mit Grassilage.

Entwicklung von ausgewahlten Bakterien Gruppen im 36LB SBW + Rapsdl
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Abb. 56: Aktivitat von ausgewéhlten Bakteriengruppen im
36L Batchfermenter bei der Co-Vergarung von Rapsol.
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Entwicklung der Biozénose im 36LB ohne Substrat (Nullprobe)
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Abb. 57: Aktivitat von ausgewéhlten Bakteriengruppen im
36L Batchfermenter ohne Substrat (Nullprobe). Dieser
Versuch wurde parallel zu der Co-Vergarung von Grassilage.
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11.1.4.7.4 Entwicklung der Biozonose in den 2L Batchfermentern
Die Entwicklung der ausgewdhlten Bakteriengruppen in den 2L Batchfermentern mit den
Substraten wurde hier auch naher untersucht. Dabei lief die Entwicklung der Biozdnose

mit wenigen Ausnahmen &hnlich wie bei den 36LB Fermentern.

Aktivitat von ausgewéhlten Bakterien Gruppen im 2LB SBW + Maissilage
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Abb. 58: Entwicklung von ausgewahlten Bakterienpopulationen
bei der Co-Vergédrung von Maissilage in einem 2L Batchfermenter.

Die Zelldichte der verschiedenen Bakteriengruppen sank mit der Zeit bei allen 3
Substraten. Die Zellzahl der SRB mit Rapsdl sank von ca. 6 X 108/ml am Anfang der

Vergarung auf etwa 3 x 108/ml nach etwa 4 Wochen (Abb. 58 bis 60).
Wie bei den anderen Versuchen wuchsen die HGC Bacteria hier am schlechtesten und

deren Zellzahlmaximum lag die ganze Zeit der Co-Vergérung bei etwa 5 x 107/ml.
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Aktivitat von ausgewahlten Bakterien Populationen im 2LB SBW + Grassilage
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Abb. 59: Entwicklung von ausgewéhlten Bakterienpopulationen
im 2L Batchfermenter bei der Co-Vergérung von Grassilage.

Entwicklung von ausgewahlten Bakterien Gruppen im 2LB SBW + Rapsdl
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Abb. 60: Aktivitdt von ausgewahlten Bakteriengruppen
im 2L Batchfermenter bei der Co-Vergarung von Rapsol.
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11.1.4.8 Vergleich zwischen den chemischen Analysen und den
mikrobiologischen Ergebnissen bei der Co-Vergarung von
verschiedenen Substraten

Beim Vergleich der Daten aus den physikalisch-chemischen und mikrobiologischen
Analysen der Co-Vergarung der 3 Substrate in den 36L Durchflussfermentern, im
Zeitraum von Tag 40 bis 67, wurden deutliche Unterschiede festgestelit.

Die Versuche zeigten, dass mit Rapsol die hochste Gas- (454,6 L/kg oTS) und
Methanausbeute (313,2 L/kg oTS) erzielt wurde, was nicht nur an der hohen
Gasproduktion, sondern auch am héchsten Methananteil (69,1%) im Vergleich zum Biogas
aus den anderen Co-Substratfermentationen mit Maissilage (57,2%) und Grassilage
(56,9%) lag.

Werden diese Ergebnisse den Auswertungen der mikrobiologischen Untersuchungen des
Co-Vergarungsversuches mit Rapsél gegeniber gestellt, so zeigt sich, dass im gleichen
Zeitraum die Methanogenen sehr gut gewachsen sind, da ihre Zelldichte bei etwa 2:108 /ml
lag, wahrend sie bei Grassilage nur bei etwa 7 x 107/ml betrug.

Beim Co-Vergédrungsversuch mit Maissilage konnte fur den betrachteten Zeitraum zwar
eine noch etwas hohere Zelldichte der Methanogenen nachgewiesen werden (2,5 x 10°
/ml), trotzdem lag der Methananteil im produzierten Biogas niedriger. Dies gibt einen
Hinweis darauf, dass die Methanogenen im Standardbiozdnosesubstrat von Methanococcus
ahnlichen Zellen dominierten, die keine Essigsaure sondern Formiat oder Wasserstoff und
Kohlendioxid zu Methan umsetzen kénnen. Es ist auch allgemein bekannt, dass nur wenige
Methanogenen Gruppen (Gattungen Methanosarcina und Methanosaeta) Uberhaupt in der
Lage sind Essigsdure als Substrat zu verwenden (Madigan et al., 2002; Schmidt et al.,
2000) waéhrend alle Methanogenen H, mit CO, umzusetzen vermdgen und diesen
Stoffwechselweg auch deutlich favorisieren (Garcia et al., 2000). Maissilage bewirkte
hingegen, wie die Analysen zeigten (Tab.6), eine Hydrolyse die zu relativ viel Essigséure
fuhrte (609,8 mg/L), deren Abbau zu Methan wiederum CO, (42,7%) freisetzt.
Gleichzeitig war jedoch die Wasserstoffproduktion deutlich niedriger, als beim Versuch
mit Rapsol. Damit wurde das Biogas aus der Co-Fermentation mit Maissilage durch das
produzierte CO, "verdinnt" , wahrend bei der Co-Vergarung mit Rapsdl mehr CO, mit H,
zu Methan umgesetzt werden konnte. Einerseits fihrt das zur Reduktion des
Kohlendioxidgehaltes und andererseits zur Steigerung des Methangehaltes im gebildeten

Biogas.
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Co-Vergarung von Basissubstrat (Standardbiozénose) mit

Maissilage Grassilage Rapsol
Mittel- | Std.- Mittel- | Std.- | Mittel- | Std.-
Messgrole Einheit Wert Abw. Wert. abw. Wert abw.
[Ln*
(kg OTSZufuhr)-
Gasausbeute g 362,0 15,3 260,5 10,4 4546 9,3
[Ln*

Methanausbeu | (kg 0T Szusunr)”
te g 206,9 9,0 148,2 6,0 313,2 6,2
CH, [%0] 57,2 1,7 56,9 0,8 69,1 0,3
CO, [%0] 42,7 1,8 43,0 0,8 30,9 0,3
H, [ppm] 98,2 10,1 65,6 6,5 1440 4,1
H,S [ppm] 626,9 51,4 528,6 47,5 347,0 33,3

[Zelldichte
Methanogene *10'] 25,0 3,0 7,6 1,0 19,6 0,3

[Zelldichte
HGC *10'] 3,6 3,1 4,6 4,3 10,8 12,3

[Zelldichte
LGC *10'] 5,6 0,0 8,4 10,3 2,7 0,0
Sulfatreduzier | [Zelldichte
er *10'] 25,8 3,3 15,5 15,9 64,5 0,9
TS g/L 37,7 3,4 48,9 4,3 50,5 5,4
0TS g/L 28,2 0,6 37,3 0,5 38,3 0,8
CSB gr O,/ kg 42,2 4,3 58,4 5,2 60,9 7,3
KS mmol/L 252,1 13,6 293,2 28,9 272,0 27,1
FFS mg/L 861,8 356,7 7315 | 2459 | 698,1 | 207,2
PH L abor - 8,0 0,1 7,8 0,2 8,1 0,1
Leitfahigkeit mS/cm 20,7 1,2 21,0 1,2 21,7 1,1
Essigsaure mg/L 609,8 316,3 5058 | 234,2 | 3105 | 1130
Propionséure mg/L 15,8 34,3 36,0 26,1 2,1 3,5
isoButtersdure mg/L 0,0 0,0 21,7 15,9 0,0 0,0
Buttersdure mg/L 2,9 8,3 39,7 32,8 0,0 0,0
isoValeriansau
re mg/L 0,8 2,4 53,2 38,6 0,0 0,0
Valeriansaure mg/L 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Capronsaure mg/L 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Oenanthséure mg/L 0,0 0,0 10,1 26,7 0,0 0,0
NH4-N mg/L 2531,3 | 164,7 | 27343 | 177,8 | 2730,0 | 158,1
Rohprotein g/L 6,8 0,3 94 0,5 8,6 0,6
Rohfaser g/L 5,2 0,5 8,4 0,5 6,4 0,1
Rohfett g/L 0,8 0,1 1,3 0,1 4,8 0,6
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Starke g/L 0,6 0,3 0,4 0,1 0,4 0,1
NDF g/L 13,5 0,8 20,9 0,7 19,2 0,7
ADF g/L 12,2 0,8 16,7 1,2 16,6 0,6
ADL g/L 10,7 0,6 14,0 0,6 13,9 0,7
Gesamt C g/L 14,6 0,3 20,4 0,3 21,6 1,0
Norg g/L 1,1 0,0 15 0,1 14 0,1

Tab. 6: Zusammenfiihrende Ubersicht (iber chemisch-analytische und mikrobiologischer
Analysenwerte bei der Co-Vergarung von Substraten unterschiedlicher Zusammensetzung
im 4-wochigen Zeitraum gleichmaRiger Gasproduktion (Tag 40-67).

Zusatzlich ist hervorzuheben, dass im Biogas aus der Maissilage die hochste
durchschnittlich Konzentration an Schwefelwasserstoff (627 ppm) im Gegensatz zum (347
ppm) Rapsoél, gemessen wurde. Da H,S jedoch nachweislich die Methanogenese hemmt,
kann hierin auch ein weiterer Grund fur die im Verhaltnis zum Rapsél deutlich schlechtere
Gasausbeute  gesehen  werden.  Auffallend ist trotz der niedrigsten
Schwefelwasserstoffkonzentration im Biogas der Rapsol-Co-Vergérung, dass sich dort im
betreffenden Zeitraum die Sulfatreduzierer mit einer Zelldichte von ca. 6 x 10%/ml am
besten vermehrt haben. Die niedrige Schwefelwasserstoffkonzentration begrindet sich
dabei zum einen durch das Fehlen von Schwefel im Rapsol (nur 0,07% der TS) wahrend
sich das gute Wachstum der SRB wiederum auf die hohe Wasserstoffkonzentration im
Biogas zurlckfuhren lasst, da Sulfatreduzierer in der Lage sind, mit den Methanogenen
und anderen Bakterien um den Wasserstoff zu konkurrieren (O Reilly et al., 2005; Spanjer
et al., 2002; Weijma et al., 2002). Das dies jedoch nicht zu einem geringen sondern sehr
hohen Methananteil in dem aus Rapsol gebildeten Gas gefiihrt hat, legt die Vermutung
nahe, dass die Wasserstoffproduktion im Garsubstrat beim Abbau des Rapsdls sehr viel
héher gewesen sein muss, als es sich aus dem Konzentrationswert im entwichenen Biogas
ableiten lasst. Dazu passt auch die Erkenntnis von anderer Seite, dass durch Vergérung von
biogenen Olen besonders viel Wasserstoff gewonnen werden kann (Gavala et al., 2005).
Zuletzt darf aullerdem nicht auRer Acht gelassen werden, dass es sich bei Maissilage um
ein komplexes Substrat bestehend aus sehr unterschiedlich abbaubaren Substanzen handelt,
wéhrend Rapsol nur aus 2 Stoffgruppen; Alkohole (Glycerin) und Fettsauren besteht, die
beide als sehr leicht abbaubar gelten und somit schon per se zu einem hoheren Gasertrag
fuhrt.

Darin ist auch die Hauptursache fur die im WVergleich schlechteste Gas- und

Methanausbeute aus der Grassilage zu suchen. Hier macht sich der Mangel an geeigneten
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Substraten in den relativ niedrigen Zelldichten der Methanogenen (7,6 x 10’/ml) und der
Sulfatreduzierer (15,5 x 10°/ml) bemerkbar. AuBerdem fallt auf, dass nur bei der Co-
Vergarung von Grassilage eine relativ hohe Propionséurekonzentration (36 mg-/L) und
uberhaupt nennenswerte Konzentrationen an hoheren Fettsuren (Tab.6) gemessen wurden.
Da bekannt ist, dass Propionsdure und hohere Fettsduren die Methanogenese inhibiert
(Kotsyurbenko et al., 2004; Ungerfeld et al., 2004), kann hierin ein weiterer Grund fur die

Geringe Methanausbeute aus diesem Substrat gefunden werden.
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Abb. 61: Tagliche Biogasproduktionsrate und Zelldichteverlauf bei
der Co-Vergarung von Maissilage in den 36L Durchflussfermentern.

Werden die Ergebnisse fir die HGC und LGC Bakterien betrachtet, so kann festgestellt
werden, dass die HGC Bakterien bei der Co-Vergarung von Rapsol im Vergleich zu den
anderen Co-Substraten am besten gewachsen sind (Zelldichte = 10,8 x 107/ml), wahrend es
die LGC Bakterien am schlechtesten wuchsen (Zelldichte = 2,7 x 10’/ml). Die Bakterien
mit hohen Guanin- und Cytosin-Gehalt (HGC) mussen sich somit besser an den Abbau des
Rapsols angepasst haben, als die mit niedrigem Gehalt dieser beiden Basen (LGC). Im
Falle der Co-Fermentationen mit den Silagen ist das Verhéltnis dagegen ausgewogener,
was mit Sicherheit auf die Komplexitat dieser Co-Substrate zurlickzufiihren ist, welche

eine Vielzahl unterschiedlicher Verbindungen diesen Bakterien zur Verfiigung stellt.
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Die oben anhand der Tabelle beschriebenen Sachverhalte werden im Folgenden nochmals
am Beispiel von Maissilage (wichtigstes Substrat fir die landwirtschaftliche
Biogaserzeugung) graphisch im zeitlichen Verlauf detailliert dargestellt.

In Abbildung 61 ist ein deutlicher Anstieg der Biogasproduktionsrate in den ersten Tagen
der Co-Fermentation zu erkennen, dessen Erklarung sich nun bei gleichzeitiger Auftragung
der Zelldichten ausgewahlter Bakteriengruppen mit der starken Zunahme der
hydrolytischen Bakterien, vor allem der HGC Bakterien und der Sulfatreduzierer
bestatigen l&sst. Letztere werden auflerdem noch durch die starke Freisetzung von
Wasserstoff zu diesem Zeitabschnitt (Abb. 62) gefordert.

Demgegenuber kommt die Methanogenese deutlich langsamer in Gang, weshalb das zu
Beginn der Co-Vergarung aus den Hydrolyseprozessen freiwerdende Kohlendioxyd

ungenutzt entweichen kann.
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Abb. 62: Methananteil im produzierten Biogas und Zelldichteverlauf
bei der Co-Vergéarung von Maissilage in den 36L Durchflussfermentern.

Dass es dabei zum Zeitpunkt der hochsten Biogasproduktionsrate wéahrend des gesamten
Garungsverlaufes auch kurzzeitig zum hodchsten gemessenen Methananteil kommt, ist dem

Zusammenspiel aus einem momentanen Uberangebot an CO2 und Wasserstoff zu

verdanken. Sobald die Methanogenen Population sich etwas entwickelt hat werden diese
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Gase zu Methan umgesetzt, weshalb ihr Gehalt im Biogas bereits kurz vorher begonnen
hat, steil abzufallen (Abb. 62 und 63). Nahezu gleichzeitig beginnt auch der Konsum der
durch die hydrolytisch aktiven Bakterien gebildeten Essigsaure, so dass deren
Konzentration im Garsubstrat nach einem anfanglichen Maximum auch beginnt, stark
abzunehmen (Abb. 64).
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Abb. 63: Wasserstoffkonzentration im produzierten Biogas und Zelldichteverlauf
bei der Co-Fermentation von Maissilage in den 36L Durchflussfermentern.

Sobald sich die tdgliche Biogasproduktionsrate zu stabilisieren beginnt und nur noch in
einem engeren Bereich, bedingt durch die tagliche Substratzufuhr hin und her schwankt,
beginnen die Zelldichten der HGC Bakterien sowie der Sulfatreduzierer wieder stark
abzunehmen. Wahrend die LGC Bakterien mdglicherweise verdrangt durch die
Sulfatreduzierer oder andere hier nicht erfasste Bakteriengruppen verdréangt werden und
deren Zellzahl pro Milliliter Gber den gesamten Versuchszeitraum fallt, vermehren sich die
Methanogenen und Sulfatreduzierer verlangsamt, jedoch stetig weiter. Daher steigt der
Methangehalt im produzierten Biogas ebenfalls langsam weiter an, bis am 65. Versuchstag
die Methanogenen einen Rickgang erfahrt, wahrend die Sulfatreduzierer weiterhin

ansteigen. Es ist zu vermuten, dass es an dieser Stelle zu einer Konkurrenzsituation
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zwischen diesen beiden Bakteriengruppen um Substrate gekommen ist, da die
Wasserstoffkonzentration im Biogas tendenziell stetig abnimmt und die HGC Bakterien als
eine der wichtigen hydrolytisch aktiven Bakteriengruppen ihren Tiefststand erreicht haben.
Da die Sulfatreduzierer bei der Aufnahme von Wasserstoff flexibler sind, sie kénnen ihn
mit einem weiten Spektrum an anderen Verbindungen umsetzen (Madigan et al., 2002),
sieht sich ihre weitere Entwicklung nicht so stark beeintrachtigt wie die der methanogenen
Population. Als Konsequenz daraus sanken nicht nur die Zelldichte der Methanogenen,
sondern auch die tagliche Biogasproduktionsrate und der Anteil des Methans in diesem
Gas.
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Abb. 64: Konzentration der fllichtigen freien Fettsauren im
produzierten Biogas und Zelldichteverlauf bei der Co-Vergérung
von Maissilage in den 36L Durchflussfermentern.

Wird dazu der Verlauf des Summenparameters der freien fllichtigen Fettsduren
ausgedrickt als Essigsdurekonzentration gegenlibergestellt, so féallt nach einem leichten
Riickgang tendenziell wieder ein Anstieg ab dem 65. Versuchstag auf (Abb. 64). Dies
unterstutzt die Hypothese eines eingetretenen Versorgungsmangels der Methanogenen, die

den Verbrauch und die Umsetzung der Essigsaure zu Methan beeintréchtigt haben kdnnte.
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11.1.4.9 Ergebnisse und Diskussion der PCR-DGGE Analysen

11.149.1 Vergleich der DGGE-Profilen mit 16S rDNA

Die DGGE Technik (Muyzer et al., 1998; Muyzer et al., 1999) wurde hier verwendet, um

die Diversitdt und Aktivitdt der verschiedenen Gruppen der Biozonose in den

verschiedenen Fermentern  (Ubertragbarkeitsversuche)

und bei unterschiedlichen
Substraten néher zu untersuchen.
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Abb. 65: Vergleich der DGGE-Profile von 16S rDNA
Fragmenten amplifiziert mit Bacteria spezifischen Primern
bei der Herstellung von Standardbiozénose. Standard
Marker (M), 3500L Durchflussfermenter (Tag O bis 72).

Es wurden bei der Herstellung der Standardbiozénose 7 Fermenterproben mit der DGGE

Technik analysiert. Bei Tag 0 handelt es sich hier um das Inokulum aus der Pellmeier
Biogasanlage (Abb. 65).
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2L 36 L 3500 L

Abb. 66: DGGE-Profile der 16S rDNA Fragment amplifiziert mit
Archaea-spezifischen Primern. Vergleich zwischen 2L, 36L und
3500L Batchfermentern wahrend der Ubertragbarkeitsversuche.

Die Ergebnisse der DGGE Analysen von 16S rDNA zeigten, dass es sich um ein System
mit einer sehr hohen Populationsdiversitat innerhalb der Doméne Bacteria handelt. Auch
wurde festgestellt, dass kein deutlicher Unterschied in den DGGE-Profilen wahrend der
Standardbiozénose-Herstellung liegt (Abb. 65). Dies bedeutet auch, dass die Populations-
Struktur sowie -Zusammensetzung der Domane Bacteria hier etwa gleich geblieben ist und
keine signifikante Populationsverschiebung beobachtet wurde.

Betrachtet man hier die verwendete Substratzusammensetzung (TMR + Gille) sowie das
Inokulum aus der Pellmeier Biogasanlage, so kann man feststellen, dass es sich hier um ein
sehr komplexes Géarsystem mit sehr breitem Substratspektrum handelt, welches reich an

Né&hrstoffen flr die diverse Bakterien Populationen ist.

Das TMR Futter besteht aus (Quelle: LfL-Partner; Freising-Weihenstephan):

- Maissilage 43%
- Grassilage 18%
- Heu 4%
- Wasser 9%
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- Sojapellets 7%
- Getreideschrot 12%
- Kuhkorn (Mineralstoffmischung fiir Rinder) 7%

Auch  wihrend der  Ubertragbarkeitsversuche ~ wurden  Fermenterproben  zu
unterschiedlichen Zeiten entnommen und mit der DGGE Technik untersucht. Es wurde
hier praktisch die hergestellte Standardbiozdnose auf die 2L, 36L und 3500L Fermentern
verteilt und in Batchverfahren betrieben (Quelle: LfL-Partner).

Der Vergleich der DGGE-Profilen von 16S rDNA fir die verschiedenen Fermenter
zeigten, dass sowohl bei der Domane Archaea als auch bei Bacteria die Populationen-

Struktur sowie -Zusammensetzung sowohl in 2L und 36L als in 3500L Fermentern stabil
und ziemlich unveréndert blieb (Abb. 66 und 67).

Tag 8
Tag 32
Tag 8
Tag 18
Tag 32
Tag 8
Tag 18
Tag 32

“ r:.Tang

3500 L 36 L 2L

Abb. 67: DGGE-Profile der 16S rDNA Fragmenten amplifiziert mit
Hilfe von Bacteria-spezifischen Primern. Vergleich zwischen 2L, 36L
und 3500L Batchfermentern wahrend der Ubertragbarkeitsversuche.
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11.1.4.9.2 Vergleich der DGGE-Profilen von 16S rRNA

Beim Vergleich der DGGE-Profilen von 16S rRNA konnte gezeigt werden, dass die
Entwicklung der Biozodnose in den Fermentern unterschiedlich lief. Diese Unterschiede in
den DGGE-Profilen kénnten auch fur eine Differenz in der BiozOnose-Aktivitat deuten. In
dem 3500L Durchflussfermenter und wahrend der Standardbiozonoseherstellung wurden
nur leichte Anderungen in den Banden-Profile beobachtet (Abb. 68). Diese Beobachtung

wurde durch die FISH Analysen bei der Standardbiozonoseherstellung und fir den
gleichen Zeitraum deutlich bestatigt (Abb. 21C).

Vor Batch-Versuch

<
o
i
(o)
@®
=

—

W | Tag 104

‘QTaQS

2
g
=
™"

: 1B iTang
Wl Tag 32

3500L-Batch 3500L-Durchfl.  36L-Batch 2L-Batch

Abb. 68: DGGE-Profile von 16S rRNA Fragmenten amplifiziert
mit Bacteria-spezifischen Primern. Vergleich zwischen dem
3500L Durchfluss, 2L, 36L und 3500 L Batchfermentern.

Bei den 3500L und 36L Batchfermentern hingegen waren die Verschiebungen in den

Banden-Profilen noch deutlicher und zeigten, dass mit der Zeit die Banden immer weniger
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wurden, was auf eine Reduzierung der Biozonose-Aktivitat hindeuten konnte. Diese
DGGE Ergebnisse konnen die FISH Analysen bei der Ubertragbarkeitsversuche noch
bestatigen (Abb. 27 und 28).

Bei den Archaea DGGE-Profilen wurden bei den 3500L, 36L und 2L flr die ersten 4
Wochen keine grolien Unterschiede festgestellt. Spater und am Tag 104 der Co-Vergérung
zeigte im 36L Batchfermenter eine deutliche Reduzierung der Bandenzahl, was auf eine
Schwéche der Archaea Aktivitat deuten konnte (Abb. 69). Die Ergebnisse lassen sich
durch die FISH Analyse noch bestatigen. Dabei sank die Zellzahl der Methanogenen von 4
x 108/ml am Tag 32 auf etwa 1 x 108/ml am Tag 104 (Abb. 28).

fe'e)
wﬂgmggéwgg
cnc’cngi o © o
]
ﬁl—ﬁl—gggﬁlc—dlfM
[ =
—

3500 L 36 L 2L

Abb. 69: DGGE-Profile von 16S rRNA Fragmenten amplifiziert mit
Archaea-spezifischen Primern. Vergleichungen zwischen 2L, 36U

und 3500L Batchfermentern wihrend der Ubertragbarkeitsversuche.
M fur Standardmarker.
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Die DGGE Analysen zeigten auch, dass bei Bacteria DGGE-Profilen mehr PCR-Banden
detektiert wurden als bei den Archaea DGGE-Profilen (Abb. 68 und 69).

Diese DGGE Ergebnisse lieRen sich mit den FISH Analysen gut bestatigen. Dabei wurde
festgestellt, dass die Doméne Bacteria deutlich tber die Archaea dominierten (Abb. 21B
und 24).

Auf der anderen Seite zeigte die Analyse der DGGE-Profilen fiir 16S rRNA bei der
Substratversuche mit Maissilage, dass bei der Archaea Biozonose nur leichte Anderung in

der Bandenverteilung beobachtet wurde (Abb. 70).

11.1.4.10 Phylogenetische Analyse der PCR-DGGE Sequenzen

11.1.4.10.1  Analyse der Archaea Klone

Fur die phylogenetische Analyse wurden Banden aus den DGGE-Gelen geschnitten,
reamplifiziert und mit der TOPO TA Cloning Kit kloniert (Abb. 70 und 71). Danach
wurden die Klone mit den spezifischen Primern sequenziert. Die Sequenzen der Archaea
Banden wurden von Dr. Michael Lebuhn (LfL, Weihenstephan-Freising) weiter
bearbeitet und die phylogenetische Zuordnung der Archaea Sequenzen bestimmt.

Die Sequenzen MA_A3K1 und MA_A4K1 sind Umweltklone nicht-identifizierter
Archaeen am ahnlichsten (Abb. 72) und fallen in die Gattung Methanoculleus innerhalb
der Methanomicrobiales.

Die Sequenzen MA_A9KS5 und MA_EK?2 fallen ebenfalls in die Gattung Methanoculleus
innerhalb der Methanomicrobiales, und sind Methanoculleus bourgensis am Ahnlichsten
(Abb. 72).

Die Sequenzen MA_A9K4 und MA_A9K6 sind identisch und bilden eine eigene
Entwicklungslinie zwischen den Ordnungen Methanosarcinales und Methanomicrobiales
(Abb. 72) und kénnen damit eine bisher unbekannte, neue Ordnung innerhalb der Doméne
Archaea darstellen.

Die Sequenz MA_AG6K1 ist sehr wahrscheinlich der Gattung Methanosarcina zuzuordnen
(Abb. 72), konnte allerdings auch eine neue Species innerhalb dieser Gattung darstellen.

Diese phylogenetischen Ergebnisse zeigen, dass Uber die Halfte der in dieser Arbeit

analysierten Archaea Sequenzen unbekannt sind. Das bedeutet auch, dass die bisherigen
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FISH Analysen nicht alle Archaea Populationen erfasst haben und die Entwicklung von

noch spezifischeren Oligonukleotidsonden erforderlich ist.

Inok. SB1 3500LD SBW + Maissilage  |36LD SBW

=

MA_A9K4
MA_A9KS5
MA A9K6

.

Abb. 70 : DGGE Profile fir Archaea 16Sr RNA Sequenz.
Inokulum (1); Standardbiozdnose (2: 13.07.2004, 3: 08.10.2004);
3500L SBW und Maissilage (4:Tag 7, 5: 14, 6: 20, 7: 64, 8: 79 und
9: Tag 94); 36L SBW ohne Substrat (10: Tag 7 und 11: Tag 14).
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Abb. 71 : DGGE Profile fir Archaea 16Sr DNA
Sequenzen. M: Standard Marker; SB1.:
Standardbiozonose (08.10.2004); Inokulum.
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Methanolobus oregonensis (U20152)

—— Methanomethylovorans hollandica (AY260433)

LfL

MA_A6K1 Landtechnik
Dr. Michael Lebuhn

100| — Methanosarcina mazei Go1 (AE013359)

Methanosarcina acetivorans C2A (AE011184)

97

Methanosaeta sp. 6Ac (AY970347)

MA_A9K4
100
MA_A9K6

100

Methanocalculus halotolerans (AF033672)

Methanomicrobium mobile (AY196679)

98
100 98 Methanolacinia paynteri (AY196678)

100
L Methanoplanus petrolearius (AY196681)

—— Methanofollis liminatans (AY196677)

100

99

Methanofollis formosanus (AY186542)

Methanoculleus thermophilus (M59129)

unidentified archaeon (AJ830969)

—1 [ 56| unidentified archaeon (AJ830979)

281 MA_A3K1

29
MA_A4K1

©
[SA|

MA_A9K5

Methanoculleus sp. dm2 (AJ550158)
88
Methanoculleus bourgensis (AB065298)

64

37
CLUSTREE neighbour joining

100 bootstrap repetitions MA_EK2
0.1

Abb. 72: Phylogenetische Analyse von 16Sr Sequenzen aus mesophilen
Biogas-Reaktoren.
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Die 16S Archaea Sequenzen

MA_A3K1; 549 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ACGGGGGCAG
GAACCTCGAG
TGGAGAAAGG
GGCTCGAGTG
TGTTAAGTCT
ATACTGGCAA
GGTGAAATCC
CAGAACGGCT
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

MA_A4K1; 550 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ACGGGGCGCA
GGAACCTCGA
CTGGAGAAAG
CGGCTCGAGT
TTGTTAAGTC
GATACTGGCA
GGGTGAAATC
CCAGAACGGC
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

MA_A6K1; 554 bp

1
51
101
151
201
251
301
351

ACGGGGTGCA
GGGACACCGA
CATCCGTTAG
CCGGLGGLCC
CGGTTTGGTC
GGGGGATACT
GTAGGAGTGA
CTTACCAGAA

CAGGCGCGAA
TGCCTGTAAA
GCCGGGCAAG
GTGGCCGCTT
CTTGGGAAAT
TCTTGGAACC
TGTAATCCTC
TCGACAGTGN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

GCAGGCGCGA
GTGCCTGTAA
GGCCGGGCAA
GGTGGCCGCT
TCTTGGGAAA
ATCTTGGAAC
CTGTAATCCT
TTCGACAGTG
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

GCAGGCGCGA
GTGCCAGCAT
CAAGGGCCGG
GAGTGGTGAT
AGTCCTCCGG
GCCAGACTTG
AATCTTGTAA
CGGGTTCGAC

ACCTTTACAA
CGCAGGCTGT
ACCGGTGCCA
TTATTGGGCT
CTGGCGGCTT
GGGAGAGGTG
GAGGGACCAC
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNA

AACCTTTACA
ACGCAGGCTG
GACCGGTGCC
TTTATTGGGC
TCTGGCGGCT
CGGGAGAGGT
CGAGGGACCA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

AAACTTTACA
CATATGCTGG
GCAAGACCGG
CGTGATTATT
GAAATCTGAT
GAACCGGGAG
TCCCTGTGGG
GGTGAGGGAC

102

TGCGGGCAGC
TCAGGTGTTT
GCCGCCGCGG
TAAAGCGTTC
AACCGTCGGG
AGGGGTACTT
CTGTGGCGAA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
GGAATTGGCG

ATGCGGGCAA
TTCAGGTGTT
AGCCGCCGCG
TTAAAGCGTT
TAACCGTCAG
GAGGGGTACT
CCTGTGGCGA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
AGGAATTGGC

ATGCGGGAAA
CTGTCCGGAT
TGCCAGCCGC
GGGTCTAAAG
AGCTCAACTA
AGGTAAGGGG
ACCACCTGTG
GAAAGCTGGG

CGTGATAAGG
AAAACGCACC
TAATACCGGC
GTAGCTGGGT
CGTCTAAGGG
CGGGGGTAGG
GGCGCCTCAC
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
GGGGAGCAC

CCGTGATAAG
TAAAACGCAC
GTAATACCGG
CGTAGCTGGG
GCGTCTAAGG
TCGGGGGTAG
AGGCGCCTCA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
GGGGGAGCAC

CCGTGATAAG
GTGTAAAATA
CGCGGTAACA
GGTCCGTAGC
TTAGGCTTTC
TACTACAGGG
GCGAAGGCGT
GGCACGAACC



401
451
501
551

GGATTAGATA
AGGCATGGCG
GCCTGGGAAG
GCAC

MA_A9K4: 550 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ACGGGGTGCA
GGAACCTCGA
CTGGAGAAAG
CGGCTCGAGT
TTGTTAAGTC
GATACTGGCA
GAGTGAAATC
CCAGAACGGC
TAGATACCCG
ATGGCGCGAC
GGGAAGTACG

MA_A9K5; 550 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ACGGGGTGCA
GGAACCTCGA
CTGAAGAAAG
CGGCTCGAGT
TTGTTAAGTC
GATACTGGCA
GGGTGAAATC
CCAGAACGGC
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

MA_A9KS6; 550 bp

1
51
101
151
201

ACGGGGTGCA
GGAACCTCGA
CTGGAGAAAG
CGGCTCGAGT
TTGTTAAGTC

CCCGGGTAGT
CGACCGTGTC
TACGGTCGCA

GCAGGCGCGA
GTGCCTGTAA
GGCCGGGCAA
GGTGGCCACT
TCTTGGGAAA
ATCTTGGAAC
CTGTAATCCT
TTCGACAGTG
GGTAGTCCCA
CGTGTCTGGT
GCCGCAAGGC

GCAGGCGCGA
GTGCCTGTAA
GGCCGGGCAA
GGTGGCCGCT
TCTTGGGAAA
ATCTTGGAAC
CTGTAATCCT
TTCGACAGTG
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

GCAGGCGCGA
GTGCCTGTAA
GGCCGGGCAA
GGTGGCCACT
TCTTGGGAAA

CCCAGCCGTA
TAGTGCCGAA
AGGCTGAAAC

AAATTTTACA
ACGCAGGCTG
GACCGGTGCC
TTTATTGGGC
TCTGGCGGCT
CGGGAGAGGT
CGAGGGACCA
AGGGACGAAA
GCCGTAAACG
GCCGCAGGGA
TGAAACTTAA

AAACTTTACA
ATGCAGGCTG
GACCGGTGCC
TTTATTGGGC
TCTGGCGGCT
CGGGAGAGGT
CGAGGGACCA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN

AAATTTTACA
ACGCAGGCTG
GACCGGTGCC
TTTATTGGGC
TCTGGCGGCT

103

AACGATGCTC
GGGAAGCTGT
TTAAAGGAAT

ATGCGGGCAA
TTCAGGTGTT
AGCCGCCGCG
CTAAAGCGTT
TAACCGTCAG
AAGGGGTACT
CCTGTGGCGA
GCTGGGGGCA
ATGCTCGCTA
AGCCGTGAAG
AGGAATTGGC

ATGCGGGCAA
TTCAGGTGCC
AGCCGCCGCG
TTAAAGCGTT
TAACCGTCAG
GAGGGGTACT
CCTGTGGCGA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
AGGAATTGGC

ATGCGGGCAA
TTCAGGTGTT
AGCCGCCGCG
CTAAAGCGTT
TAACCGTCAG

GCTAGGTGTC
TAAGTCCACC
TGGCGGGGSA

CCGTGATAAG
TAAAACGCAC
GTAATACCGG
CGTAGCTGGG
GCGTCTAAGG
TCGGGGGTAG
AGGCGCCTCA
CGAACCGGAT
GGTGTCAGGC
CGAGCCACCT
GGGGGAGCAC

CCGTGATAAG
TAAAACACAC
GTAATACCGG
CGTAGCTGGG
GCGTCTAAGG
TCGGGGGTAG
AGGCGCCTCA
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
NNNNNNNNNN
GGGGGAGCAC

CCGTGATAAG
TAAAACGCAC
GTAATACCGG
CGTAGCTGGG
GCGTCTAAGG



251
301
351
401
451
501

GATACTGGCA
GAGTGAAATC
CCAGAACGGC
TAGATACCCG
ATGGCGCGAC
GGGAAGTACG

MA_EK?2; 550 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

ACGGGGTGCA
GGAACCTCGA
CTGAAGAAAG
CGGCTCGAGT
TTGTTAAGTC
GATACTGGCA
GAGTGAAATC
CCAGAACGGC
TAGATACCCG
TGACCACGAG
GGGAAGTACG

ATCTTGGAAC
CTGTAATCCT
TTCGACAGTG
GGTAGTCCCA
CGTGTCTGGT
GCCGCAAGGC

GCAGGCGCGA
GTGCCTGTAA
GGCCGGGCAA
GGTGGCCGCT
TCTTGGGAAA
ATCTTGGAAC
CTGTAATCCT
TTCGACAGTG
GGTAGTCCCA
TTACCGAGGT
GTCGCAAGGC

CGGGAGAGGT
CGAGGGACCA
AGGGACGAAA
GCCGTAAACG
GCCGCAGGGA
TGAAACTTAA

AAACTTTACA
ATGCAGGCTG
GGCCGGTGCC
TTTATTGGGC
TCTGGCGGCT
CGGGAGAGGT
CGAGGGACCA
AGGGACGAAA
GCCGTAAACG
GCCGAAGGGA
TGAAACTTAA

104

AAGGGGTACT
CCTGTGGCGA
GCTGGGGGCA
ATGCTCGCTA
AGCCGTGAAG
AGGAATTGGC

ATGCGGGCAA
TTCAGGTGCC
AGCCGCCGCG
TTAAAGCGTT
TAACCGTCAG
GAGGGGTACT
CCTGTGGCGA
GCTGGGGGAG
ATGCGCGTTA
AACCGTGAAA
AGGAATTGGC

TCGGGGGTAG
AGGCGCCTCA
CGAACCGGAT
GGTGTCAGGC
CGAGCCACCT
GGGGGAGCAC

CCGTGATAAG
TAAAACACAC
GTAATACCGG
CGTAGCTGGG
GCGCCTAAGG
TCGGGGGTAG
AGGCGCCTCA
CAAACCGGAT
GGTGTATCGG
CGTGCCGCCT
GGGGGAGCAC



11.1.4.10.2  Analyse der Bacteria Klone

Die Klonierung und Sequenzierung der Bacteria Klone erfolgte dhnlich wie fir die
Archaea Klone.

Es wurden hier 15 Sequenzen aus der Domane Bacteria von Dr. Michael Lebuhn (LfL,
Weihenstephan-Freising) weiter untersucht und die phylogenetische Zuordnung der
Bacteria Sequenzen bestimmt.

In Abbildung 73 wurden die Positionen der DGGE-Banden markiert, die weiter bearbeitet
werden konnten.

Folgende Sequenzen konnten wegen Signaliiberlagerungen nicht editiert und analysiert
werden: MBB14K5; MBB3K11; MBB3K14.

Die 12 editierbaren Sequenzen wurden zundchst von dem Plasmidanteil bereinigt und im
Folgenden uber FASTA-Suchen auf nachste Verwandte und im Alignment (MUSCLE) auf
Sequenzkonsistenz geprift.

Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse zu den einzelnen Sequenzen:

Es handelt sich bei allen 12 Sequenzen um rrs-Bruchstlicke von Bacteria.

Von den Sequenzen und den néchsten Verwandten wurde ein neues gemeinsames
Alignment angefertigt und die phylogenetische Zuordnung liber CLUSTREE (neighbour-
joining, Kimura-2-parameter model of substitution, 1000 bootstrap repetitions) bestimmt.
Als Outgroup wurde die Sequenz AE016991 verwendet. Knoten unter 75% Bootstrap-
Wahrscheinlichkeit wurden kollabiert. Damit ergab sich kein signifikanter Knoten mehr
zum gewahlten Outgroup (Abb. 74).

Die Sequenz MBB3KS5 ist nicht-identifizierte Bacteria am &hnlichsten (Abb. 74).

Die Sequenz MBB1K4 ist den Spirochaetales mit unbekannter Funktion zuzuordnen (Abb.
74).

Die Sequenzen MBB19K1 und MBB8KG6 sind Thermotogales am &hnlichsten (Abb. 74).
Es konnte sich um Primarfermentierer (z.B. xylanolytisch) handeln.

Die Sequenz MBB6K15 ist Bacteroidetes am ahnlichsten, und MBB6K13 fallt in diese
Ordnung (Abb. 74). Hier handelt es sich wahrscheinlich um Sekundarfermentierer (z.B.
xylanolytisch, proteolytisch und/oder cellulolytisch).

Die Sequenzen MBB18K3 und MBB18K1 sind Syntrophomonadaceae am &hnlichsten.
Hier handelt es sich wahrscheinlich um Primérfermentierer (moglicherweise syntrophe
Acetogene).

Die Sequenz MBB17K2 ist innerhalb der Peptostreptococcaceae einem proteolytischen
(NHs-Produzent) Bakterium sehr ahnlich.
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Die Sequenzen MBB4K3 und MBB1K21 fallen (nicht signifikant) in einen Ast
unklassifizierter Clostridiales. Es handelt sich wahrscheinlich um Priméarfermentierer.

Die Sequenz MBB14K9 féllt (nicht signifikant) in die Clostridiaceae innerhalb der
Clostridiales. Es handelt sich wahrscheinlich um Priméarfermentierer (moglicherweise
cellulolytisch).

2LB SBW
7 8

MBB1K4 SB| 3500LD SBW

MBB1K21

MBB3K5
MBB4K3

MBB14K9

MBB6K13
MBB6K15

MBB8K6

Abb. 73: DGGE Profile fur Bacteria 16Sr DNA Sequenz bei
der Co-Vergarung von Maissilage. Standardbiozénose (1:
13.07.2004); 3500L SBW und Maissilage (2:Tag 51, 3: 64, 4:
79, und 5: Tag 94);. 2LB SBW mit Maissilage (6: Tag 2, 7:
5, 8: 14, 9: 30 und 10: Tag 45); 36LB SBW mit Maissilage
(11: Tag 30 und 12: Tag 45); Standardmarker M (13).
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Shigella flexneri sv. 2a str. 2457T (AE016991) ‘ ) Lf L

Landtechnik
Streptomyces coelicolor A3(2) (AL939108) Dr: Michasl Labuhn
Bacterium Qil-MT3-9 (AB081542)
1000| Bacterium W18 (DQ238245)
1000 MBB3KS
. MBB1K4
Spirochaetales
1l:m| [ Bacterium DCE25 (AJ249227)
10001 spirochaeta sp. Buddy (AF357916)

MBB19K1

1000 MBB8K6
Petrotoga mexicana DSM 148117 (AY125964)
Bacterial strain vp56 (AF220348)

MBBEK15
Marinilabilia salmonicolor (D12672)
1000 1000 Alkaliflexus imshenetskii Z-7010 (AJ784993)
Bactergidetes E: Ruminofilibacter xylanolyticum $1 (DQ141183)
i MBBEK13
1000 Bacteroides sp. 22C (AY554420)

1000 Ruminobacillus xylanolyticum G1 (DQ178248)
1000L proteiniphilum acetatigenes TB107T (AY742226)

1000[ MBB18K3
— MBB18K1
Clostrodialed (Syntro- Bacterial strain vp184 (AF220350)
phomonadaceae) 1000 Anaerobaculum mobile DSM 131817 (AJ243189)

Clostrodiales (Pepto- ,
streptococcacead) Peptostreptococcus anaerobius NCTC 11460 (AY326462)

1uau| |— MBB17K2
10001 Swine manure bacterium RT-8A (AY167949)

1000— MBB4K3
1000 MBB1K21
e Bacterium clone GZKB111 (AJ853604)

Bacterium clone BSV81 (AJ229225)
unclassified Clostrodiales y.unoanaerobium aggerbacterium G-M1SNWC-4 (AJ271452)

Clostrodiales 1000 Clostridium sp. JC3 (AB093546)
(Clostridiaceae) L_ Clostridium thermocellum DSM 1237 (L08173)

g72—— Thermophilic bacterium JA2 (AJ242834)
I MBE14K9

- Moorell jni DSM 112547 (U82327
Thermoanaerobacteriales e Ll b 0.1

ADbDb. 74: Phylogenetische Analyse von Bacteria-rrs-Klonen aus mesophilen Biogas-
Reakforen.
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Die 16S Bacteria Sequenzen

MBB14K9;

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MBB17K2;

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MBB18K1;

1
51
101
151
201
251
301

572 bp
NNNNNNNNNN

GCAGNGACGC
CTTGGGGAAG
GCTGACTACG
CGGAATTACT
GAAAGACCGG
GGGCAGGAGA
ATCAGGAGGA
CTGATGTGCG
CACGCTGTAA
GCCGGAGCTA
TGAAACTCAA

559 bp
CCTACGGGAG
GCAGCAAGGC
GCAGGGGAAG
TGCCAGCAGC
GGGCGTAAAG
GGCTCAACCG
GAAAGTGGAA
CACCAGTAGC
AAGCGTGGGT
CGATGAGTAT
CATTAAATAC
AATYGACGG

561 bp

CCTACGGGAG
GCAGCAACGC
ATTGGGGAAG
CGTGCCAGCA
CCGGGCGTAA
ACGGCTCAAC
GAGGGAAGTG

NNNNNNNNNG
CGCGTGAGCG
AAGGTCTTCG
TGCCAGCAGC
GGGCGTAAAG
GGCCTAACCC
GGAAAGTGGA
ACACCAGTGG
AAAGTGTGGG
GCGATGGATA
ACGCAATAAG
AGGAATTGAC

GCAGCAGTGG
CGCGTGAACG
ATAATGACGG
CGCGGTAATA
GGTGCGTAGG
TATTAAGCCG
TTCTCAGTGT
GAAGGCGGCT
AGCAAACAGG
TAGGTGTCGG
TCCGCCTGGC

GCAGCAGTGG
CGCGTGAGTG
AATAAATGAC
GCCGCGGTAA
AGGGCATGCA
CGTGACCTTG
GAATTCCCGG

GGAATATTGC
ATGAAGGCCT
GACCTGACGG
CGCGGTAAGA
AGCGCGTAGG
CGGGGTTGCA
ATTCCTGGTG
CGAAGGCGAC
TAGCAAACAG
CTAGGTGTGG
TATCCCGCCT
GG

GGAATATTGC
ATGAAGGTCT
TACCCTGTGA
CGTAGGGTGC
TGGTCTTTCA
CCGAAACTGG
AGCGGTGAAA
TTCTGGACTG
ATTAGATACC
GGGTTACCCC
GAGTACGCAC

GGAATATTGC
AAGAAGGTTT
GGTACCCAAT
AACGTAGGGG
GGCGGTGCGC
CAATCGAAAC
TGTAGCGGTG

108

GCAATGGACG
TCGGGTCGTA
TACCCAAGAA
CGTAGGGGGC
CGGGTAATTA
TCTGAAACTG
TAGCGGTGAA
TTTCTGGACT
GATTAGATAC
GAGGTATCGA
GGGGAGTACG

ACAATGGGCG
TCGGATCGTA
GGAAGCACCG
TAGCGTTATC
AGTCGGTGGT
AAGACTTGAG
TGCGTAGATA
TAACTGACAC
CTGGTAGTCC
CCTCGGTGCC
GCAAGTGTGA

ACAATGGAGG
TCGGATCGTA
GAGGAAGCCC
GCGAGTGTTG
CAAGTCGGGG
TGGCGCACTG
AAATGCGTAG

GAAGTCTGAC
AAGCTCTGTC
GAAGGCCCCG
GAGCGTTGTC
AGTCAGATGT
GATATCTTGA
ATGCGTAGAA
GACCCTGACG
CCTGGTAGTC
CCCCTTCCGT
GTCGTAAGGC

AAAGCCTGAT
AAGTTCTGTC
GCTAACTACG
CGGATTTACT
TAAAGGCTAC
TGCAGGAGAG
TTGAGAAGAA
TGAGGCACGA
ACGCCGTAAA
GCAGTTAACG
AACTCAAAGG

GAACTCTGAT
AAACTCTGTC
CGGCTAACTA
TCCGGAATTA
GTGTAAAGTT
GAGTGCGGGA
ATATCGGGAG



351
401
451
501
551

MBB18K3;
1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MBB19K1;

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MBB1K?21;

GAACGCCAGT
CGAAAGCCAG
AAACGATCGG
TGCGATAAGC
GGAATTGACG

561 bp

CCTACGGGAG
GCAGCAACGC
ATTGGGGAAG
CGTGCCAGCA
CCGGGCGTAA
ACGGCTCAAC
GAGGGAAGTG
GAACGCCAGT
CGAAAGCCAG
AAACGATCGG
TGCGATAAGC
GGAATTGACG

581 bp
CCTACGGGAG
CCAGCGACGC
CTAGCCGAAT
AAAAGTCCCG
AAGCGTTACC
AGTCATCTGT
AATTACTTGA
ATCCGCAGAT
GCACCAGTCG
CCGGGTAGTC
ACTCTCTGTG
CCGCAAGGAT

570 bp

GGCGAAGGCG
GGGAGCGAAC
TGCTAGGTGT
ACCTCGCCTG
G

GCAGCAGTGG
CGCGTGAGTG
AATAAATGAC
GCCGCGGTAA
AGGGCATGCA
CGTGACCTTG
GAATTCCCGG
GGCGAAGGCG
GGGAGCGAAC
TGCTAGGTGT
ACCTCGCCTG
G

GCAGCAGTGG
CGCGTGGAGG
AAAAGGCCTG
GCTAACTACG
CGGAATTACT
GAAAACCTAT
GGGCACCAGA
ACGGGTAGGA
CTGAGGCCCG
CTAGCCGTAA
CTGAAGCGAA
GAAACTCAAA

GCTTCCTGGC
CGGATTAGAT
AGGCGCGTCA
GGGAGTACGG

GGAATATTGT
AAGAAGGTTT
GGTACCCAAT
AACGTAGGGG
GGCGGTGCGC
CAATCGAAAC
TGTAGCGGTG
GCTTCCTGGC
CGGATTAGAT
AGGCGCGTCA
GGGAGTACGG

GGAATCTTGG
AAGAAGTCCT
TGGACACACA
TGCCAGCAGC
GGGCGTAAAG
TGCTCAACGA
GGTAGACGGA
ACGCCGGTGG
AAAGCTAGGG
ACGATGCTCA
CGCGCTAGGT
TGAATYGACG

CCGCGACTGA
ACCCGGGTAG
AGCGTCTGTG
TCGCAAGGCT

ACAATGGAGG
TCGGATCGTA
GAGGAAGCCC
GCGAGTGTTG
CAAGTCGGGG
TGGCGCACTG
AAATGCGTAG
CCGCGACTGA
ACCCGGGTAG
AGCGTCTGTG
TCGCAAGGCT

ACAATGGGCG
TCGGGATGTA
GGAGAAGAAA
CGCGGTAAGA
GGGGCGTAGG
TAGGCTAGCG
ATTACCCGAG
AGAAGTCGGT
GAGCAAACCG
CTAGGTGTAG
GAGCCGCCTG
G

CGCTCATGTG
TCCTGGCCGT
CCGAAGTTAA
GAAACTCAAA

GAACTCTGAT
AAACTCTGTC
CGGCTAACTA
TCCGGAATTA
GTGTAAAGTT
GAGTGCGGGA
ATATCGGGAG
CGCTCATGTG
TCCTGGCCGT
CCGAAGTTAA
GAAACTCAAA

AAAGCCTGAT
AACTTCTGAA
GTAGGCTAGG
CGTAGGGGGC
CGGTAAAAGA
GATGAAACAG
TAGGGGTGAA
CTACTGGGGT
GATTAGATAC
GGAGTGATAA
GGGAGTACGT

1 CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATATTGC GCAATGGACG GAAGTCTGAC
51 GCAGCGACGC CGCGTGAGCG ATGAAGGTCT TCGGATCGTA AAGCTCTGTC
101 CTTGGGGAAG AAGGCGAAAG CTTGACGGTA CCCAAGAAGA AAGCCCCGGC
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151
201
251
301
351
401
451
501
551

TAACTACGTG
GAATTACTGG
AAGCCCGCGG
GTCGGAGAGG
TGGGAGGAAC
GAGGCACGAA
AGCCGTAAAC
CGTAGTTAAC
AAACTCAAAG

MBB1K4; 584 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

CCTACGGGAG
GGAGCGACGC
CGGGAGGGGG
CCGGAATAAG
GGGGCGAGCG
CTGCAAGTCC
AACTGTGGGG
GTGAAATCTG
GGCCATGTAC
GATACCCTGG
TCAACCCTCG
TGCTCGCAAG

MBB3KS5; 592 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

CCTACGGGAG
AGTGCGACGC
ATATGTGAGC
CATATGAATA
GGGTTGCGAG
AGATGTAAGT
GATACTGCAT
CGGTGGAATG
CTAAGCCGGT
TTAGATACCC
TTCTTATCAA
GGGGAGTACG

CCAGCAGCCG
GCGTAAAGGG
CTTAACCGCG
GTAGTGGAAT
ACCAGTGGCG
AGCTAGGGGA
GATGGGTACT
GCATTAAGTA
GAATTGACGG

GCAGCAGCTA
CGCGTGAACG
AATAAGCGTG
CCCCGGCTAA
TTGTTCGGAA
GGCGTGAAAT
CTTGAGTACA
TAGATATCTG
TGACGCTGAG
TAGTCCGCAC
GTACCGAAGC
GGTGAAACTC

GCAGCAGTCG
CGCGTGAACG
AGTGGATGTT
AGCAACGGCT
CGTTGTCCGG
TTGATGTTAA
TTCTTGAATA
CGCAGAGATC
TATTGACGCT
TGGTAGTCCA
TGGATTCGGT
ATCGCAAGGT

CGGTAATACG
TGCGTAGGCG
GAATGGCATT
TCCCAGCGTA
AAGGCGACTA
GCAAACAGGA
AGGTGTGGGT
CCCCGCCTGG

AGAATCTTCC
ATGAAGGCCG
GCAGGCAATG
CTACGTGCCA
TCATTGGGCG
GTCCCGGCTC
GGAGGGGATG
GAGGAACACC
ACGCGAAGGT
AGTAAACGAT
TAACGCATTA
AAAGGAATYG

AGAATAGTCT
AAGACTCCTT
ACATTAATAG
AACTCCGTGC
AATTACTAGG
AGGTACTGGC
CGGTTGGGGA
AGGAGGAATA
AAACTGCGAA
CACAGTAAAC
GCCGTAGCTA
TGAAACTCAA

110

TAGGGGGCGA
GCCCTTTAAG
YGAAACTGGA
GCGGTGAAAT
CCTGGACGAT
TTAGATACCC
GGTTTCGATA
GGAGTACGTG

GCAATGGGCG
TGAGGTTGTA
GCCGCGCGAT
GCAGCCGCGG
TAAAGGGCGT
AACCGGGGAG
CCGGAATTCC
AATGGCGAAG
GCGGGGAGCA
GTGCACCAGG
AGTGCACCGC
ACGG

ACAATGGTCG
TCGGGGTGTA
TGTGATATCA
CAGCAGCCGC
CGTAAAGGGC
TCACCCAGTG
AGACAGAATT
CCGAAGGCGA
GGTGTGGGTA
GATAATCACT
ACGCGTTAAG
AGGAATYGAC

GCGTTGTCCG
TCGGATGTGA
CGGCTTGAGT
GCGTAGATAT
AACTGACGCT
TGGTAGTCCT
CCATCCGTGC
CGCAAGCATG

AAAGCCTGAC
AAGTTCTTTT
GACGTGAATC
TAACACGTAG
GCAGGCGGCC
ACGCGCTGGA
AGGTGTAGGG
GCAGGCATCT
AACAGGTTTA
TGGCGGGGGEG
CTGGGGAGTA

AAAGACTGAT
AAATTCTTTT
GGGATATTAG
GGTAACACGG
AGGTAGGCGG
TACGGCATCA
CCTGGTGTAG
AGGCAGTCTT
TCAAACAGGA
AGGTGTCGGT
TGATTCGCCT
GG



MBB4K3; 572 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501

CCTACGGGAG
GCAGCGACGC
CTTGGGGAAG
GCTAACTACG
CGGAATTACT
GAAAGCCCGC
GTGTCGGAGA
ATTGGGAGGA
CTGAGGCACG
CTAGCCGTAA
GCCGTAGTTA

GCAGCAGTAG
CGCGTGAGCG
AAGGTCTTCG
TGCCAGCAGC
GGGCGTAAAG
GGCTTAACCG
GGGTAGTGGA
ACACCAGTGG
AAAGCTAGGG
ACGATGGGTA
ACGCATTAAG

GGAATATTGC
ATGAAGGTCT
GACTTGACGG
CGCGGTAATA
GGTGCGTAGG
CGGAATGGCA
ATTCCCAGTG
CGAAGGCGAC
GAGCAAACAG
CTAGGTGTGG
TACCCCGCCT

551 TGAAACTCAA AGGAATTGAC GG

MBB6K13; 579 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

CCTACGGGAG
CCAGCCATGT
TGCAGTGGAA
AATAAGGATC
CAGGCGTTAT
AGGTCGGCGG
GTTTCTCCTG
AATGCGTAGA
CGTTACTGAC
CCCTGGTAGT
AGTAAGCGGC
GCAAGAATGA

MBB6K15; 566 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401

CCTACGGGAG
GCAGCGACGC
CTTGGGGAAG
TAACTACGTG
GATTTATTGG
AATCCTGCAG
ACATTTGAGG
ACCACAGAAC
GATGCACGAA

GCAGCAGTGA
CGCGTGTAGG
TAAAGTTTGC
GGCTAACTCC
CCGGATTTAT
TGAAATTTCG
AGTGCGGATG
TATCACAAGG
GCTCATGCAC
CCACGCAGTA
GAAGCGAAAG
AACTCAAATG

GCAGCAGTAG
CGCGTGAGCG
AAGGCGAAAG
CCAGCAGCCG
GTTTAAAGGG
CTTAACTGTA
TAGGCGGAAT
ACCGATTGCG
AGCGTGGGTA

GGAATTTTGG
AGGACGGCCC
CACGTGTTGG
GTGCCAGCAG
TGGGTTTAAA
GGGCTCAACC
AGGTAGGCGG
AACACCGATT
GAAGGCGTGG
AACGATGATT
CGTTAAGTAA
AATTGACGG

GGAATATTGC
ATGAAGGTCT
CTTGACGGTG
CGGTAATACG
TGCGTAGGCG
GAATAGCCGT
GTGGTGTGTA
GAGGCAGCTT
TCAAACAGGA

111

GCAATGGACG
TCGGATCGTA
TACCCAAGAA
CGTAGGGGGC
CGGCCCTTTA
TTCGAAACTG
TAGCGGTGAA
TACCTGGACG
GATTAGATAC
GTGGTTTCGA
GGGGAGTACG

TCAATGGACG
TAAGGGTTGT
CGATTTGCAA
CCGCGGTAAT
GGGTGCGCAG
TCGACAGTGC
AATTTGTGGT
GCGGAGGCAG
GGATCAAACA
ACTTGCTGTT
TCCACCTGGG

GCAATGGACG
TCGGATCGTA
CCCAAGAAGA
TAGGATCCGA
GAAATGTAAG
TGAAACTGTG
GCGGTGAAAT
ACTAAACTGT
TTAGATACCC

GAAGTCTGAC
AAGCTCTGTC
GAAAGCCCCG
GAGCGTTGTC
AGTCGGATGT
GAGGGCTTGA
ATGCGTAGAT
ATAACTGACG
CCTGGCAGTC
TACCATCCGT
TGCGCAAGCA

CAAGTCTGAA
AAACTTCCTT
GTACGCTGCG
ACGGAGGATC
GCGGGGAATT
CGTTGTAACC
GTAGCGGTGA
CTTACTAAAC
GGATTAGATA
TGCGATACAC
GAGTACGTTC

GAAGTCTGAC
AAGCTCTGTC
AAGCCCCGGC
GCGTTATCCG
TCAGTGGTGA
TTTCTTGAGT
GCATAGATAT
CACTGACGCT
TGGTAGTCCA



451
501
551

CGCTGTAAAC
GCGAAAGCAC
TCAAAGGAAT

MBB8KS; 581 bp

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

CCTACGGGAG
CCAGCGACGC
CTAGCCGAAT
AAAAGTCCCG
AAGCGTTACC
AGTCATCTGT
AATTACTTGA
ATCCGCAGAT
GCACCAGACG
CCGGGTAGTC
ACTCTCCGTG
CCGCAAGGAT

GATGATTACT
TAAGTAATCC
TGACGG

GCAGCAGTGG
CGCGTGGAGG
AAAAGGCCTG
GCTAACTACG
CGGAATTACT
GAAAACCTAT
GGGCACCAGA
ACGGGTAGGA
CTGAGGCCCG
CTAGCCGTAA
CTGAAGCGAA
GAAACTCAAA

GGTTGTTTGC
ACCTGGGGAG

GGAATCTTGG
AAGAAGTCCT
TGGACACACA
TGCCAGCAGC
GGGCGTAAAG
TGCTCAACGA
GGTAGACGGA
ACGCCGGTGG
AAAGCTAGGG
ACGACGCTCA
CGCGCTAAGT
GGAATTGACG

112

GATACACTGC
TACGTCGGCA

ACAATGGGCG
TCGGGATGTA
GGAGAAGAAA
CGCGGTAAGA
GGGGCGTAGG
TAGGCTAGCG
ATTACCCGAG
AGAAGTCGGT
GAGCAAACCG
CTAGGTGTAG
GAGCCGCCTG
G

AAGTGACTGA
ACGATGAAAC

AAAGCCTGAT
AACTTCTGAA
GTAGGCTAGG
CGTAGGGGGC
CGGTAAAAGA
GATGAAACTG
TAGGGGTGAA
CTACTGGGGT
GATTAGATAC
GGAGTGATAA
GGGAGTACGT



11.1.4.11 Kultivierungsversuche mit der Multi-probable-number (MPN)
Methode

A- Ubertragbarkeitsversuche

Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien wurden bei den Ubertragbarkeitsversuchen mit
Most Probable Number (MPN) Test geschéatzt (Gavin und Cummings 1978). Die
Bestimmung der kultivierbaren Bakterien erfolgte mit DSMZ Medium 330 (Rumen

Bacteria Medium). Hier wurde die Fahigkeit, Kolonien zu bilden, bewertet.

— 3500L Durchfluss (Tag 32): 1,7 (+ 0,54) x 106 KBE / ml
— 3500L Batch (Tag 32): 4 (+ 2) x 106 KBE / ml
— 36L Batch (Tag 32): 1,2 (+ 0,65) x 107 KBE / ml

Bei diesen Versuchen wurde festgestellt, dass in den Batchsystemen mehr Kolonien
gebildet sind, als in Durchflussreaktoren. Auch wurde gezeigt, dass bei 36L Batch mehr

Kolonien abgezahlt wurden, als bei 3500L Batchfermenter.

B- Substratversuche

Die Anzahl der kultivierbaren Bakterien der einzelnen physiologischen Bakteriengruppen
in den verschiedenen Fermentern wurde mittels selektiven Substraten oder durch den
Nachweis spezifischer Stoffwechselprodukt mit der MPN Methode bestimmt.

Bei dem Substratversuch handelt es sich um Maissilage.

Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten, dass die kultivierbaren Bakterien bei den
einzelnen physiologischen Gruppen in den Fermentern unterschiedlich wuchsen (Tab. 7).
Auch wurde beobachtet, dass durchschnittlich mehr Methanogenen in den Fermentern
wachsen, als Sulfatreduzierer (SRB). Diese Beobachtung wurde von der FISH Methode
nicht bestatigt. Dabei wurden mehr SRB abgezéhlt als Methanogenen. Vermutlich lag das
daran, dass die Kultivierungsbedingungen nicht zugunsten der SRB waren, obwohl die
SRB weniger Empfindlich zum Sauerstoff als die Methanogenen sind.

Auf der anderen Seite wurden mehr Kolonien abgezahlt in Batchfermentern als in
Durchflussfermentern. Diese Bestimmung konnte damit bestdtigen, dass im
Batchverfahren durch die einmalige Substratzufuhr die anaerobe BiozOnose vom

Sauerstoff weniger gestort wurde als im Durchflussverfahren.
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Die hochste Zahl der kultivierbaren Methanogenen wurde bei 2L Batchfermenter mit
Maissilage festgestellt. Dabei lag die Zahl der gebildeten Kolonien bei 13,6 (+0,6) x 109
/ml (Tab. 7). Fur die SRB lag die Anzahl der Kolonien bei 12,65 (+ 0,5) x 109 /ml (Tab.
7).

Am schlechtesten wuchsen die homoacetogenen Bakterien in den 3500L

Durchflussfermentern mit Maissilage, wobei die Zahl der gebildeten Kolonien bei 0,33 (£

0,45) x 109 /ml lag.

Zellzahl x 109/ ml Fermenterprobe
Fermenter Anaerobia | Methanogene | Sulfatreduzierer | Homoacetogene
3500LD SBW + 55 (0,9 2,15 (+0,3) 3,5(x0,45) 0,33 (+ 0,45)
Maissilage
36LD SBW ohne | 2,25 (£ 1,5) 1,66 (£ 1,5) 5,35 (£ 0,5) 25(x1,3)
Substrat
36LD SBW + 4 (£ 0,6) 9,15 (= 0,6) 2,75 (£ 2,5) 1(x1)
Maissilage
36LB SBW + 5(x0,5) 11,6 (£ 0,4) 85(x1) 2,66 (+ 0,45)
Maissilage
2LB SBW + 55(x0,2) 13,8 (+ 0,6) 12,65 (£ 0,5) 2,66 (£ 0,5)
Maissilage
Standardbiozénose | 6,5 (£ 0,6) 6 (£ 0,5) 55 (x0,6) 2,3(x11)
(13.07.2004)

Tab. 7: Die abgezéhlten Kolonien der einzelnen physiologischen Bakteriengruppen aus
den verschiedenen Fermentern.
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11.2  Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse im Sinne des Verwertungsplans

Die aus den verschiedenen Experimenten der Co-Vergarung gewonnenen ermittelten
mikrobiologischen Versuchsergebnisse zeigten, dass die Mikrobiologie und dadurch die
Biozbnose von dem Typ und Bauart des Fermenters sowie die gullebasierende
Substratzusammensetzung beeinflusst werden kann. Diese Beobachtung lief? sich durch die
physikalisch-chemischen Analysen deutlich bestéatigen (Quelle: LfL-Partner).

Es wurde bei diesen Versuchen auch festgestellt, dass hier um ein sehr komplexes System
mit hoher Biodiversitdt handelte. Dabei dominierte die Doméne Bacteria auf Kosten der
Archaea Populationen.

Auch wurde wéhrend der Standardbiozdnose-Herstellung eine Verschiebung innerhalb der
Methanogenen beobachtet. Dabei wurden die Methanosarcina Zellen am Anfang der
Vergarung kaum detektiert, wahrend die Zellzahl der Methanococcus Population bei etwa
2-3% lag. Spater wuchsen die Methanosarcina Zellen sehr stark und dominierten nach
etwa 4 bis 5 Wochen der Vergarung und lag das Zellzahlverhaltnis bei etwa 5-6%.

Bei der Ubertragbarkeitsversuche wurde diese Populationsverschiebung innerhalb der
Methanogenen nicht beobachtet aber die Methanosarcina Zellen dominierten immer noch.
Bei den Ubertragbarkeitsversuchen mit Praxissubstrat dominierten die Methanococcus
Zellen in allen 3 Fermentern (Praxisfermenter, 3500L und 36L Durchflussfermenter),
wahrend die Methanosarcina Population kaum detektiert wurde.

Bei den Substraten Co-Vergarung wurde auch gezeigt, dass die ausgewéhlten
Bakteriengruppen bei den Substraten unterschiedlich wuchsen. So wuchsen beispielsweise
die Sulfatreduzierer (SRB) in den 3500L, 36L und 2L mit Rapsdl durchschnittlich besser
als mit Mais- oder Gras-Silage. Auch lieBen sich die Methanogenen mit Rapsol gut

behaupten. Am schlechtesten wuchsen meistens hier die Bakteriengruppen mit Grassilage.
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11.3 Bekannte Fortschritte auf dem Gebiet des VVorhabens

Es liegen zurzeit kaum Daten zur Frage der Mikrobiologie der Ubertragbarkeit vor.
Erkenntnisse Uber die Mikrobiologie der landwirtschaftlichen Biogasanlagen sind sehr
sparlich und beruhen meistens auf Basis von Laborfermentern.

So berichtet eine Veroffentlichung des bayerischen Staatsministeriums fur Landwirtschaft
und Forsten in Biogas-Entwicklungstrends, dass in den landwirtschaftlichen Biogasanlagen
vor allem die empfindliche Gruppe der methanbildenden Bakterien optimale Bedingungen
(z.B. pH 7 und 38 °C) vorfinden werden aber die Gruppe hydrolisierenden Bakterien (Sie
ubernehmen den ersten Schritt des Abbaus, die Aufspaltung der langen Molekulketten in
kurzkettige Kohlenwasserstoffe) dagegen nicht optimal arbeiten, weil sie einen pH-Wert
im leicht saueren Milieu und etwas niedrigere Temperatur bevorzugen (Stmlf, Bayern).
Auch wenn zukinftig die fur die einzelnen Abbauschritte verantwortlichen Organismen
identifiziert werden kdnnen, so kdnnten dieser vermehrt werden, und dann zur gezielten
Beimpfung des Fermentationsprozesses verwendet werden (Stmif, Bayern).

Auch eine Publikation der IPUS GmbH erlduterte, dass den groten Unsicherheitsfaktor
beim Betrieb von Biogasanlagen die Mikrobiologie darstellt (e.l.b.w. Umwelttechnik
3/2005).

Auf der anderen Seite berichtete Dr. Schiffner (SUKO) zur Vergérung von
Papierreststoffe, dass hier auch die genaue Mikrobiologie des Prozesses nicht bekannt ist
(STIFT und TLL; Erfuhrt, 2003).

Auch Dr. Hansjorg NuBbaum von der Lehr- und Versuchsanstalt Aulendorf (Baden-
Wirttemberg, 2004) berichtete, dass Ohne Kenntnisse der Géarbiologie auch der Einsatz
von Silierzusatzmitteln haufig erfolglos bleibt.

Das Institut fir Land-, Umwelt- und Energietechnik der Universitat fir Bodenkultur in
Wien (ILUE, 2003, Osterreich) berichtete, dass das Hauptproblem des anaeroben Abbaus
von Nachwachsenden Rohstoffen  liegt in der Vergarung des ,Ligno-Zellulose-
Komplexes* in der Biomasse und in der optimalen Versorgung der Mikroorganismen mit
Néhrstoffen. Bislang liegen kaum Untersuchungen zum Nahrstoffbedarf anaerober
Mikroorganismen fiir die Methangédrung von Energiepflanzen und Wirtschaftsdlnger vor.
Fur eine bedarfsgerechte Erndhrung der Mikroorganismen mit Nahrstoffen missen
Grundlagen zur Entwicklung von Nahrstoffbedarfsnormen erstellt werden (ILUE, 2003,

Osterreich).
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