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1 Einfuhrung

1.1 Der Biogasbildungsprozess

1.1.1 Geschichtliche Entwicklung und aktuelle gesetzliche
Bestimmungen

In der Geschichte der menschlichen und gesellschaftlichen Entwicklung spielt Energie eine
SchlUsselrolle. Heutzutage steigt der Bedarf an Energie weltweit jahrlich an (Deutsche
Gesellschaft flr Technische Zusammenarbeit (GTZ) GmbH, 2010), womit die nachhaltige
Energieversorgung eine Herausforderung der nahen Zukunft ist. Die fossilen Energie- und
Rohstoffreserven, die Uber Millionen Jahre entstanden sind, werden heute in einem -
erdgeschichtlich gesehen - winzigen Augenblick unwiederbringlich verbraucht. Im
Bewusstsein der Verknappung fossiler Energietrager stieg der Olpreis in den letzten Jahren
rapide an (Tescon, 2012). So ist es nicht verwunderlich, dass energie- und umweltpolitische
Fragestellungen in Deutschland seit mehr als 30 Jahren diskutiert werden (Hohensee et al.,
1993).

Im Gegensatz zu den Energietragern Erddl, Kohle, Erdgas und Uran ist die Nutzung
von erneuerbaren Energietragern - Biomasse, Geothermie, Sonnenenergie, Wind- und
Wasserkraft - aufgrund ihrer CO,-Neutralitét klimafreundlicher, sicherer sowie umwelt- und
ressourcenschonender (Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
(BMU), 2011). Daher haben die heutigen Industriestaaten den Ausbau dieser Energien sowie
die Energieforschung beschlossen (United Nations, 1998). Der Ausbau hat fur Deutschland
als bisherigem Energieimportland weiterhin den Vorteil von mehr Unabhangigkeit, grof3erer
Versorgungssicherheit und einer gestarkten heimischen Wirtschaft.

Die ersten Untersuchungen von Biogas als ein natlurlich entstehendes,
energiereiches Gasgemisch wurden 1778 vom italienischen Physiker Alessandro Volta
durchgefuhrt. Damals fand er bereits heraus, dass dieses Gas durch Verrotten aus
Biomasse entsteht und gut brennbar ist (Volta, 1778). Ende des 19. Jahrhunderts, als
Abwasser erstmals mittels anaerober Garung geklart wurde, entstand Biogas als
prozessbedingtes aber ungenutztes Nebenprodukt. Seit 1922 wird Biogas zunehmend in
stadtische Gasnetze eingespeist (Hohensee et al., 1993). Innovationen zur
Prozessoptimierung im Sektor Biogas wurden und werden damals wie heute zumeist in
Deutschland entwickelt (Bundesministerium fur Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit
(BMU), 2011).

Erste Versuche bezlglich der gezielten Gewinnung von Biogas erfolgten in den
spaten 30er Jahren des letzten Jahrhunderts aus Festmist und Gllle. Bis in die 50er Jahre
entstanden ca. 50 Anlagen, die jedoch wegen der niedrigen Erddlpreise damals nicht

rentabel zu betreiben waren, so dass diese Versuche bald wieder eingestellt wurden. Mit
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dem Bewusstsein der Verknappung und den angestiegenen Preisen fiur fossile Energien
erlangte Biogas als regenerative Energiequelle in den frihen 90er Jahren erneut Interesse.
Als wirtschaftliche Grundlage diente das Stromeinspeisungsgesetz (StrEG) von Januar 1991,
das die Vergutung von Strom aus erneuerbaren Energien regelte (Bundesministerium fur
Umwelt, Naturschutz und Reaktortechnik (BMU), 2010a). Es war der Vorlaufer des zum 1.
August 2000 in Kraft getretenen Erneuerbare-Energien-Gesetzes (EEG), das den Vorrang
erneuerbarer Energien vor fossilen und mineralischen Energietragern festgelegt. Neben dem
Ziel des Klima-, Natur- und Umweltschutzes ist der Zweck des Gesetzes, die knapper
werdenden fossilen Energietrager maglichst schnell durch regenerative Quellen zu ersetzen.

Das EEG wurde seit 2000 bereits dreimal novelliert (2004, 2009 und 2012), wobei die
allgemeinen Ziele beibehalten wurden (Bundesrepublik Deutschland, 2010). Es garantiert
den Anlagenbetreibern eine auf 20 Jahre festgelegte Vergltung des produzierten Stromes.
Diese langfristig festgesetzte Vergltung fuhrte zu einer enormen Steigerung der Anzahl von
Anlagen in Deutschland. Zusatzlich definierte die Bundesregierung das politische Ziel, 2020
mindestens 20 % des Energiebedarfs aus regenerativen Energien zu gewinnen. Die Ziele
wurden national im Energie- und Klimapakt verankert (Bundesministerium fir Umwelt,
Naturschutz und Reaktorsicherheit (BMU), 2010), international in der EU-Richtlinie zur
Forderung der Nutzung von Energien aus erneuerbaren Quellen (Amtsblatt der
Europaischen Union, 2009) und im Kyoto-Protokoll (United Nations, 1998).

Durch die vielfaltige Einsatzmdglichkeit von Biogas und die gesicherte Vergitung
durch das EEG stieg die Anzahl der Biogasanlagen und deren installierte Leistung stark und
stetig an (vgl. Abbildung 1.1.) (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR), 2011).
Heutzutage liegt die garantierte Grundvergiitung zwischen 6 und 25 Cent pro kW (in
Abhangigkeit der Anlagengréfe) und kann aufgrund von Einsatzstoff und Technologie weiter

gesteigert werden (Bundesrepublik Deutschland, 2010).

Anlagenanzahl Installierte elekirische Leistung (MW,)
7.000 7.000| 3.500

1. Novelle EEG 2. Novelle EEG

6.000 3.000

5.000 2.500
4,000 3.891 § 2,000
3.000 1.500
2000 2,010 1.000

1.000 500

0| = 0
Anlagenanzahl —e— installierte elektrische Leistung * Prognose
Abbildung 1.1: Entwicklung der Anzahl und der installierten elektrischen Leistung von

Biogasanlagen in Deutschland inklusive der Novellierungsdaten des EEG (Fachagentur
Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR), 2011).

2



Einflhrung

1.1.2 Sonderstellung von Biogas in den erneuerbaren Energien

Der Ausbau aller regenerativen Energien wird besonders in Deutschland gefordert und
gefordert. Im Vergleich zu Wind- und Solarenergie, die von aufleren Einflissen abhangig
und somit nicht regelbar sind, ist der Biogasbildungsprozess diesbezlglich unabhangig. Die
Biomasse, die zur Produktion benétigt wird, ist speicherbar und somit ist die
Energiegewinnung regelbar. Dieser Vorteil verschafft Biogas somit eine Sonderstellung unter
den erneuerbaren Energien. Zudem ist Biogas vielfaltig nutzbar. Haufig erfolgt die
energetische Nutzung dber Verbrennung in Gas- oder Zindstrahimotoren in
Blockheizkraftwerken. Auch der Einsatz von Mikrogasturbinen und Stirlingmotoren zur
Generierung von Strom ist moéglich (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR),
2010). Bei dieser Art der Nutzung werden mit den Anlagen Konzepte zur Kraft-Warme-
Kopplung (KWK) entwickelt, da gleichzeitig zur Kraft (hier Strom) Warme entsteht. Dies
beinhaltet eine Nutzung beider entstehender Energieformen und erhéht die Wirtschaftlichkeit
der Anlage. Der Strom wird in das o6ffentliche Stromversorgungsnetz eingespeist und geman
dem Gesetz fur den Vorrang erneuerbarer Energien (EEG) vergitet werden. Die Warme
kann Uber ein Nahwarmenetz die Biogasanlage sowie naheliegende Wohnhauser und
Stallungen beheizen oder — bei entsprechender Dimensionierung der Anlage - Uber ein
Fernwarmenetz in anderen Bereichen genutzt werden, so beispielsweise in Krankenhausern,
Schwimmbadern etc.. Alternativ ist es auch mdglich, das Biogas so zu reinigen, dass es
Erdgasqualitat erreicht. Mit der Entfernung von Kohlendioxid, Schwefelwasserstoff und
Wasserdampf ist eine Einspeisung ins 6ffentliche Gasnetz oder die Nutzung als Treibstoff fur
Kraftfahrzeuge moglich (Bayrisches Landesamt fur Umwelt, 2007; Fachagentur
Nachwachsende Rohstoffe (FNR), 2010).

Bauern und Landwirte produzierten Biogas lange Zeit als Nebenprodukt, um Gille
oder Feldreste verwerten zu kdnnen. Aufgrund der lukrativen und gesicherten Vergutung von
Biogas sind viele von ihnen zu Energiewirten geworden, die Biogasanlagen statt
Landwirtschaft als Erwerbsgrundlage nutzen. Dies macht es notwendig, den Prozess der
Biogasbildung nicht zufallig, sondern gezielt ablaufen zu lassen, um die Produktion und
damit die Existenz der Unternehmen sicherzustellen. Der Betrieb der Anlagen lauft
heutzutage zumeist im mesophilen Temperaturbereich, der Aufbau ist sehr vielfaltig, und die
Prozesskontrolle basiert auf chemischen Abwasseranalysen. Dazu werden verschiedene
Parameter, auf die im Folgenden detaillierter eingegangen wird, an Anlagen offline zumeist
auch in externen Laboren untersucht oder physikalische Paramater an der Anlage
eingestellt. Sowohl die Deutung der (zeitverzdgerten) Ergebnisse sowie die optimalen

physikalischen Parameter sind zum heuten Zeitpunkt nicht systematisch erforscht.
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1.1.3 Anaerober Abbau organischer Substanzen
In Biogasanlagen erfolgt der Abbau von organischem Material unter anaeroben Bedingungen
und entspricht der technischen Anwendung der anaeroben Nahrungskette. Der syntrophe

Prozess ist im Folgenden schematisch dargestellt (Abbildung 1.2).

Wasserstoff Methano- Methan

Polysaccharide ™ | IaklCisl
Proteine Abbau
Fette

Kohlendioxid gense Kohlendioxid
Acetat

Abbildung 1.2: Ubersicht des Abbaus von organischer Biomasse zu Methan und
Kohlenstoffdioxid durch Mikroorganismen im Biogasfermenter.

Der Abbau erfolgt durch eine enge Symbiose verschiedener Bakterien und Archaeen (Krakat
et al., 2010). Der organische Abbau bis hin zum Biogas ist ein unter anaeroben Bedingungen
stattfindender mikrobieller Prozess zur Energiegewinnung. In Biogasfermentern geht der
Garung eine Hydrolyse der biologischen Makromolekiile durch Bakterien voraus. Die
Produkte Acetat, CO, und H, verwerten dann methanogene Archaeen zur Gasproduktion
(CH,). Der gesamte Prozess funktioniert nur durch eine artenreiche, eng miteinander
verzahnte Mikroorganismengemeinschaft, die in syntropher Assoziation in unmittelbarer

raumlicher Nachbarschaft zueinander stehen muss (Goérisch & Helm, 2006).

Anaerobe Abbauschritte

Zu Beginn des Prozesses sind Organismen aktiv, die sowohl im aeroben als auch im
anaeroben Milieu leben und in der Lage sind, geringe Sauerstoffmengen zu verwerten. Somit
schaffen sie den strikt anaeroben Organismen ein praktisch sauerstofffreies Habitat
(Deublein & Steinhauser, 2008). Allgemein werden sie als fakultativ fermentative Bakterien
beschrieben (Antranikian, 2006), die in einem ersten Schritt Exoenzyme ausscheiden. Dies
ist n6tig, da die Substrate, meist wasserunldsliche komplexe Biomolekile, zur Aufnahme in
die Zelle zu grol3 sind und erst in Monomere (Monosaccharide, Aminosauren) oder
Oligomere (Disaccharide, Oligopeptide) aufgespalten werden mussen (Gerardi, 2003). Im
unmittelbaren Anschluss erfolgt die Garung, in der die entstandenen Monomere zu einer
komplexen Mischung, bestehend aus Fettsauren (FS), CO, und H,, umgesetzt werden
(Bischofsberger et al., 2005). Dies wird von den Organismen durchgefuhrt, die zuvor die
hydrolytischen Enzyme bereitgestellt haben. Die Bakterien dieser Phase werden als
Primargarer bezeichnet und generieren als Stoffwechselprodukte kurzkettige Fettsauren
(Eder & Schulz, 2006). Die langerkettigen Fettsaure-Intermediate und Alkohole kdnnen
wiederum den sogenannten Sekundargarern als Nahrung dienen, die beispielsweise Lactat
in Acetat und Propionat umwandeln oder Buttersdaure mit CO, zu Acetat oxidieren
(aceteogene Fettsdureoxidation) (Fuchs, 2008). Die Verwertung erfolgt bei den primaren
4
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Garungsprozessen Uberwiegend Uber Substratkettenphosphorylierung, wobei die
entsprechenden Substrate unter Energiegewinn oxidiert und zum Ausgleich der Redoxbilanz
gleichzeitig auch reduziert werden. Ihre Endprodukte sind sehr vielfaltig (homo- und
heterofermentative Milchsaure-Garung, Buttersduregarung etc.) und werden im Allgemeinen
nach ihrem Produkt benannt. Die Ausbeuteabschatzung kann Uber freie Energie der
Energiestoffwechselreaktionen und die Energie, die zur Synthese von einem Mol ATP
bendtigt wird, erfolgen. Die Division dieser Werte ermoglicht die Berechnung des auf die
verbrauchte Substratstoffmenge bezogenen ATP-Gewinns. Beispielsweise liefert die
Propionséuregéarung mit AG”= -162 kJ/mol bei einer ATP-Bildungsenthalpie von -80kJ/mol
zwei Mol ATP pro Mol umgesetzter Glukose (Thauer et al., 1977).

Der Abbau von intermediar gebildeten FS verlauft stufenweise Uber die B-Oxidation
und wiederholt sich entsprechend haufig, bis die FS zu C2-Verbingungen abgebaut sind
(Antranikian, 2006). Je nach Anzahl der C-Atome (geradzahlig oder ungeradzahlig) und/oder
Lage und Konfiguration etwaiger Doppelbindungen unterscheidet sich der Abbau geringfligig

und kann wie folgt (siehe Abbildung 1.3) dargestellt werden.

CH;(CH,),, CH,CH,COOH
Aktivierung CoA —)J,

CH,(CH,), CH,CH,CO-CoA FAD
Dehydrierung H, (——,I, Acyl-CoA-Dehydrogenase C

CHs(CH,), CH=CHCO-CoA FADH,

H,0 —),l, Enoyl-CoA-Hydratase
CH4(CH,), CHOHCH,CO-CoA NAD
. L-3-Hydroxy-Acyl-CoA-
Dehydrierung H, (——\ll Dehydrogenase NADH+H"

CHy(CHy), € CH,CO-CoA
o)

Spaltung J, R-Ketothiolase
CH5(CH,), CO CoA + CH;COCoA

Abbildung 1.3: Fettsdaureabbau durch B-Oxidation, modifiziert nach Spies (1986).

Bei jedem Zyklus wird die FS um eine Acetyleinheit (C2) verkirzt bis sie vollstandig zu
Essigsaure abgebaut ist (bzw. Acetat und Propionat bei ungeradzahligen Substraten).

In syntrophen Kulturen wie in Biogasfermentern ist es thermodynamisch mdglich,
sowohl bei der Garung als auch bei der Fettsdureoxidation Wasserstoff zu bilden, da dieser
quasi unmittelbar von den Archaeen verbraucht wird. Dies ermdglicht es den garenden
Organismen, durch die Einsparung des Substrates zum Ausgleich der Redoxbilanz mehr
Energie pro Mol verfigbares Substrat zu konservieren (Fuchs, 2008). Die vollstandige

Oxidation der Substrate ist dabei unmittelbar von der direkten H,-Verwertung durch

5



Einflhrung

methanogene Archaeen abhangig: Bei einem niedrigen Substrateintrag ist der
Wasserstoffpartialdruck in Anwesenheit der Verbraucher gering, wodurch es zu einer Bildung
von Acetat, Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid kommt. Bei einer hdheren Substratbelastung
stellt sich dagegen ein hoherer Wasserstoffpartialdruck ein, und es kommt zur Bildung von
langerkettigen Sauren, wie z.B. Propionsaure und Buttersaure (Bischofsberger et al., 2005).
Aus thermodynamischen Grunden ist die B-Oxidation nicht mehr mdoglich, und es ftritt eine
Hemmung der Oxidation zu Acetat, Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff auf (Gorisch, 2006).
Es reichern sich vermehrt langkettige FS wie (Iso-) Valerian-, Capron- und Oenanthsaure an,
so dass der weitere Abbauprozess durch eine Versduerung gehemmt werden kann (Kaiser
et al., 2008). In einem gut funktionierenden Prozess wird der gebildete Wasserstoff dagegen
quasi sofort in der Methanogenese verbraucht. Daher funktioniert ein Biogasbildungsprozess

nur in enger Lebensgemeinschaft von Bakterien und Archaeen (Bischofsberger et al., 2005).

Methanbildung

Im letzten Schritt, der Methanogenese (Methanbildung), verstoffwechseln obligat anaerobe

methanogene Archaeen wie beispielsweise Methanomicrobiales sp., Methanoculleus sp. und
Methanosaeta sp.. Acetat oder CO, und H; unter Energiegewinnung zu Biogas (Klocke et al.,
2009). Die Methanogenese stellt den Prozessschritt dar, der am sensibelsten auf
Veranderungen der Prozessbedingungen (Temperatur, pH, Ho-Partialdruck) reagiert und
somit am storungsanfalligsten ist (Gerardi, 2003). Des Weiteren weisen die Methanogenen,
im Vergleich zu den Bakterien der Acetogenese, eine wesentlich langere Generationszeit
auf, wodurch eine optimale Methanproduktion erst nach einer gewissen ,Anlaufzeit* nach
entsprechender Biomassebildung moglich wird.

Die Methanproduzenten werden aufgrund ihrer verschiedenen Stoffwechselwege
(vgl. Abbildung 1.4) in drei verschiedene Typen von Archaeen unterteilt. 70 % des Methans
wird durch die Verstoffwechselung von Acetat durch Mikroorganismen wie zum Beispiel
Methanosarcina sp. erzeugt (acetoklastische Methanogenese). Die restlichen 30 %
entstehen durch die Synthese von Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid (hydrogenotrophe
Methanogenese) durch z.B. Methanococcus sp. (Hecht et al., 2007; Fuchs, 2008). Darlber
hinaus koénnen einige wenige Archaeen Ameisensaure, Methanol und andere C1-
Verbindungen direkt zum Methangas umsetzen (methylotrophe Methanogenese) (Besgen,
2005).
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Acetoklastische Hydrogenotrophe Methylotrophe
Methanogense Methanogense Methanogenese
H,C-COOH + H* CO, +H, 4CH,OH
Acetatkinase
Phospﬁotrans—
Acetylase
CO-DehyJEirogenase
IAcetylCoA- ==) CO,
Synthasekomplex
Methyltrénsferase
Ferredoxin-Methano-
phenazin-
Oxidoreduktase
I Methyltr\%nsferase Methyltransferase
Methy'-CO'\ﬂ'REdU"‘ase Methyl-Gof\fffRedUk‘ase Methyl-ColM-Reduktase
Heterodisulfid- Heterodisulfic- Heterodisulfid-
RedH_ktase Reduktase Reduktase
ATP-Bildung ATP-E{'ildung ATP-Bildung
CH, + CO, CH, + 2H,0 3CH, + CO, + 2H,0
AG? =-33kJ/mol AGY =-135kdJ/mol AGY=-105kJ/mol
CH, CH, CH,

Abbildung 1.4: Schematische Ubersicht der drei methanogenen Stoffwechselwege mit
beteiligten Enzymen und Energieausbeuten, modifiziert nach Lui & Whiteman (2008).

Die acetoklastische Methanogenese entspricht dabei einer ,intramolekularen® Garung
(Acetat [C,H;,0,] zu CO, und CH,), wahrend die hydrogenotrophe Methanogenese einer
anaeroben Atmung mit CO, als terminalem Elektronenakzeptor entspricht, wobei
Wasserstoff als Elektronendonator und Kohlendioxid als Akzeptor fungieren. Aufgrund der
Trennung der elektrischen Ladung durch die Membran erfolgt der Aufbau eines
elektrochemischen Membranpotentials, Uber das ATP generiert werden kann (Thauer et al.,
1977; Fuchs, 2008). Die dabei resultierende Energieausbeute ist direkt abhangig von den

Redoxpotentialen der Reaktionspartner und der Wasserstoffkonzentration (vgl. Tabelle 1.1).
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Tabelle 1.1:  Ubersicht iiber die Standard-Redoxpotentiale einiger biologisch relevanter
Systeme (Cord-Ruwisch et al., 1988).

Reactions AG* E¥

[kJ/mol H,] [mV]
H,-producing reactions
CgH,,06 + 4 H,O + 2CH;—COO~ + 2HCO; +4H* +4H, —51.5 —681
CH;—CHOH—-COO™ + 2H.0 « CH3;—COO™ + HCO; + H' + 2H, -2.0 —424
CH;0H + 2 H,;0 « HCO3 +H" +3H, +7.7 —374
Hj-consuming reactions
4H, + 2HCO; + H* + CH;—-C00~ + 4H,0 —26.1 —279
H, + 8° <~ HS  +H"' —-27.8 —270
4H, + HCO3 + H* « CH, + 3,0 —33.9 —238
4H; +S03~ + H* « 4 H,O + HS™ —38.0 —217
4H, + 5,0% «~ 2HS™ +3H,0 —43.5 —189
3H, + 805~ « HS™ 4+ 3H,0 —57.2 —118
H, + caffeate «~ Hydrocaffeate —85.5° +29
H, + fumarate «+ Succinate —86.2 +32
4H, + NOy +2H* « NH] + 3H;0 —149.9 +363

Values calculated from Thauer et al. (1977). E* of the couples accepting electrons from H, was calculated relative to the redox potential
of H, (—414 mV)
@ Estimated from Grbié-Gali¢ (1985)

Die resultierende Energie aus der anaeroben Atmung ist proportional zur
Redoxpotentialdifferenz. Dies hat zur Folge, dass je nach vorhandenen bzw. nutzbaren
Elektronenakzeptoren, die Auspragung verschiedener Organismen in einem Habitat
beeinflusst wird. Viele stoffwechselphysiologisch flexible Organismen konnen ihren
Stoffwechsel an thermodynamische Gegebenheiten anpassen (Fuchs, 2008). Unter
Betrachtung der thermodynamischen Hierarchie ist die ,Nitratatmung® die effektivste
anaerobe Atmung, gefolgt von Fumarat, Sulfat und Schwefel. Am Ende dieser Hierarchie

stehen die Methanogenese und die Acetogenese mit CO, als Elektronenakzeptor.

1.1.4 Mikroorganismen in Biogasanalgen

Der Biogasbildungsprozess ist, wie zuvor beschrieben, hinsichtlich der chemischen und
thermodynamischen Zusammenhange allgemein bekannt, jedoch sind die einzelnen
Einflisse auf die Organismenarten bisher kaum beschrieben. Dies beruht auf der Tatsache,
dass die durchgefihrten Untersuchungen an verschiedensten Anlagen bezuglich GréRe (von
Laborfermenter bis zur GroRRanlage), Futterung (Klaranlagen, Gllle, organische Substrate
oder Gemische) und Analysemethoden (Datenbank, FISH, rt PCR) erfolgt sind. Zudem sind
die Organismen im Biogasbildungsprozess bezlglich ihrer unterschiedlichen Aufgaben im
Prozess hochspezialisiert, was grof3e Varianzen vermuten Iasst (Weiland, 2010).

Erste Untersuchungen bezuglich der dominanten Bakterien in der anaeroben
Vergarung beschreiben Amann und Mitarbeiter (1995) sowie Godon und Mitarbeiter (1997),
die beide die Gruppen ,Cytophaga/Flexibacter/Bacteroides” und Proteobacteria als haufige
Bakterien herausstellten. Erst spater erfolgten Untersuchungen an glllebasierten Anlagen,
deren Hauptziel die Biogasgewinnung war. So sind nach Lui und Mitarbeitern (2008)
Firmicutes, gefolgt von Bacteroides und Spirochaetes die vorherrschenden Bakterien in

Schweinegllle basierten Systemen. Krober und Mitarbeiter (2009) beschreiben in
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Maisanlagen die Phyla Firmicutes, dort insbesondere die Klasse der Clostridia, und
Bacteroides als dominant.

Die methanbildenden Archaeen sind ausfihrlicher erlautert. Raskin und Mitarbeiter
beschrieben bereits 1994 die Organismen einer mit Klarschlamm betriebenen Anlage mit
Methanosarcinales, Methanomicrobiales und Methanobacteriales. Aktuellere Arbeiten von
Klocke und Krakat, die gezielt Biogasanlagen mit Maisvergarung untersuchten, weisen
genomische DNA der Ordnungen Methanobacteriales, Methanococales, Methanomicrobiales
und Methanosarcinales sowie Euryarchaeota auf (Klocke et al., 2008; Krakat et al., 2010a).
Zhang und Mitarbeiter (2011), die gullebasierte Systeme untersuchten, beschreiben
erganzend Crenarchaeota und Methanoculleus, das die Ergebnisse von Lui und Mitarbeiter
(2008) und Chouari et al. (2005) bestatigt.

Die Vielzahl der Untersuchungen lassen den Eindruck entstehen, dass der Prozess
weitgehend bekannt ist. Doch aufgrund der Vielfalt der Prozessparameter und Substrate sind
dies erst erste Einblicke. Zudem erschwert die natirliche Varianz der Substrate eine
Vergleichbarkeit. Dennoch weisen die bisher veréffentlichen Daten erste wiederkehrende
Tendenzen auf. Dabei muss kritisch betrachtet werden, dass es sich meistens um punktuelle
Aufnahmen aus dem Prozess handelt. Es wird in der Regel davon ausgegangen, dass zum
Zeitpunkt der Probenahme ein idealer Prozessbetrieb vorlag.

Die Datengewinnung hat ebenfalls einen groRen Einfluss auf die jeweiligen
Ergebnisse. Die Identifizierung der Organismen gelingt Uber gentechnische und
molekularbiologische Methoden wie Gendatenbanken. Obwohl die Methoden der
verschiedenen Arbeitsgruppen ahnlich sind, erfolgen einzelne Arbeitsschritte wie DNA-
Isolierung oder PCR unterschiedlich. Daher ist ein Vergleich der Ergebnisse haufig
problematisch und Ubertragbarkeiten auf andere Anlagen und Systeme schwierig (Carballa
et al., 2010).

Die Erfassung eines Biogasbildungssystems, die Varianz im laufenden Prozess und
deren Ubertragbarkeit auf andere Anlagen soll in dieser Arbeit untersucht werden, um mit

diesem Wissen eine zeitnahe Uberwachungsmethode entwickeln zu kénnen.

1.1.5 Molekulargenetische Verfahren zur Analyse mikrobieller
Lebensgemeinschaften

Erstellung von Gendatenbanken

Eine Katalogisierung der Organismen kann auf deren Identifizierung und Charakterisierung
basieren. Zur Einordnung in Kataloge gibt es einige Modelle, wie die phanotypische, die
physiologische und die genotypische Charakterisierung. Die derzeit gultige und zugleich
wichtigste taxonomische Klassifikation von Bacteria und Archaea ist beschrieben im

Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Garrity et al., 2003). Dieser Klassifizierung
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tragt der Tatsache Rechnung, dass viele der Organismen in syntrophen
Lebensgemeinschaften nicht oder nur mit groten Anstrengungen in Reinkulturen gewonnen
oder kulturell nachgewiesen werden konnen. Haufig verwendet man daher in diesem Kontext
molekularbiologische Methoden zur Erfassung der bakteriellen Diversitat wie die Erstellung
von Genbanken in Kombination mit der amplified rDNA restriction analysis (ARDRA), der
denaturierenden Gradientengelelektrophorese (DGGE), der Restriktionsfragmentlangen-
polymorphismus-Analyse (RFLP) und der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH).

Um einen Uberblick (iber die prozesstragenden Organismen zu erhalten, benédtigt
man ausreichend umfangreiche Datenbanken. Die Erstellung von 16S rDNA Datenbanken ist
eine wichtige und haufig verwendete Methode zur Charakterisierung der mikrobiellen Vielfalt
in einem komplexen System wie das einer Biogasanlage (Klocke et al., 2007). Die 16S rDNA
ist fir jeden Organismus unterschiedlich. Sie tragt neben variablen Abschnitten auch
Bereiche, die stark konserviert, also sehr stabil und mutationsarm sind. Dabei beruht die
Einordnung auf Basis der phylogenetischen Taxonomie, auch als ,natlrliche* Taxonomie
bezeichnet, auf dem Vergleich der 16S rDNA (Schneider & Fuchs, 2007).

Die Erstellung von 16S rDNA Datenbanken fir die Labor-Biogasanlage wurde im
Rahmen einer Arbeit von Jilicher (2010) durchgefuhrt. Die Analysen der mikrobiellen
Lebensgemeinschaften in weiteren methanogenen Reaktoren wurden beispielsweise von
Klocke, Fernandez, der AG von Prof. Scherer und anderen beschrieben (Fernandez et al.,
1999; Krakat et al., 2010; Krakat et al., 2010a; Klocke et al., 2007).

Die Vielfalt der Methoden sowie die Variationsmdglichkeiten innerhalb dieser
erschweren jedoch den Vergleich der Daten von verschiedenen Arbeitsgruppen. Ebenso ist
ein Vergleich der Ergebnisse der Methoden, beispielsweise der bildgebenden FISH und der
quantifizierenden rt PCR nicht gegeben (Fall, 2002; Ahring, 2003). Somit ist es wichtig, bei
zeitlichen Entwicklungen bzw. dem Vergleich verschiedener Prozesse immer identische
Methoden zu nutzen. Die Datenbankerstellung bedarf zusatzlich noch einer ausreichend
grolen Menge an zu untersuchenden Organismen, um mit einer hohen Wahrscheinlichkeit

die prozessrelevanten und dominaten Organsimen angegeben zu kénnen.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die In-situ-Hybridisierung wurde im Jahr 1969 von zwei Forschergruppen Paradue und Gall
sowie John unabhangig voneinander entwickelt (John et al., 1969; Paradue & Gall, 1969).
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine molekularbiologische, visualisierende
Methode zum Nachweis spezifischer Nukleinsduren in Gewebeproben, Chromosomen,
Zellen oder intrazellularen Strukturen im natlrlichen Habitat. Die Vorteile der Methode sind
der kultivierungsunabhangige Nachweis, der eine Veranderung der Probe ausschliel3t, die

Schnelligkeit von wenigen Stunden und die niedrigen Materialkosten. Der Nachweis, der
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gattungs- oder artenspezifisch erfolgen kann, beruht auf der Paarung von komplementaren
Nukleinsaure-Einzelstrangen. Die Methode kann gezielt Organismen nachweisen, deren
Genom sequentiell bekannt ist. Die Methode wurde bereits von Fall (2002) fir Analysen aus
Biogasfermentern eingesetzt, um gezielt Organismengruppen oder -arten im Prozess

nachzuweisen.

Quantitative real time PCR

Die konventionelle PCR besteht aus der Vervielfaltigung bestimmter DNA-Abschnitte und
deren Detektion, die zumeist Uber Elektrophorese, Southern Blot oder ELISA erfolgt. Die
Methode der real time PCR, die eine Erweiterung der konventionellen PCR ist, ermdglicht
eine gleichzeitige Quantifizierung (Bangsow et al., 2002). Heutzutage dient sie hauptséachlich
zur Quantifizierung von gentechnisch modifizierten Organismen in der humanen und
veterinaren Mikrobiologie und wird in der Krebsforschung und -erkennung eingesetzt. Nach
Jung kann sie auch zur Detektion und Bestimmung der vorherrschenden Bakterien genutzt
werden (Jung et al., 2000).

Die Methode der real time-quantitativen-PCR ist 1992 von Higuchi und Mitarbeitern
entwickelt worden (Higuchi et al., 1992). Die Methode, die haufig auch unter den
Abkirzungen RTq-PCT, qRT-PCR, realtime Detection-PCR etc. beschrieben wird, ist
mittlerweile eine etablierte, prazise, automatisierte, schnelle und sensitive Methode zur
Genquantifizierung (Heid et al., 1996; Jothikumar & Giriffiths, 2002).

Zur Detektion existieren in der Literatur zwei Ansatze: einerseits koénnen
fluoreszierende Farbstoffe genutzt werden, die sich unspezifisch in jede doppelstrangige
DNA wahrend der Amplifikation einlagern. Andererseits konnen sequenzspezifische,
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide eingesetzt werden, welche sich nur an eine Region des
Zielgens binden. Beispiele fur unspezifische Farbstoffe sind SYBR Green oder
Ethidiumbromid. Der Vorteil dieser Anwendung ist das bis zu 1000fach intensivere
Fluoreszenzsignal im Vergleich zu nicht-interkalierenden Farbstoffen. Des Weiteren zeichnet
sie sich durch ihren universellen Einsatz aus und ist, da sie ohne markierte
sequenzspezifische Sonden auskommt, auch weniger kostenintensiv. Der Nachteil dieser
Methode ist die unspezifische Bindung an eventuelle Primerdimere, die erst nach Abschluss
der PCR Uber eine Schmelzkurve erkannt werden kdnnen (Bangsow et al., 2002; Jothikumar
& Giriffiths, 2002).

Die Quantifizierung von Organismen in Biogasfermentern erméglicht eine schnelle
und reproduzierbare Methode, um festgelegte und aufgrund ihrer Basenabfolge bekannte
Organismen untersuchen zu kdnnen. Die Haufigkeit ermoglicht eine Rickschluss auf die
Abundanz der Spezies zum Zeitpunkt der Probennahme. Die metaboische Aktivitat kann mit

der Abundanz jedoch nicht korreliert werden.

11



Einflhrung

1.1.6 Sensitivitat der Mikrobiologie
Sind die prozessrelevanten Organismen anhand der zuvor aufgefuhrten Methoden bestimmt,
sind die Stoffwechselaktivitdt und die Sensitivitdt noch nicht bekannt. Diese Einflisse sollen
am Beispiel von Fettsduren in parallelen, zeitgleichen Versuchen in dieser Arbeit untersucht
werden. Erste Experimente diesbezlglich wurden von Ahring (2003a) durchgefihrt, die FS-
Abbau und die Gasbildungsrate korrelierte. Da die komplexen Zusammenhange zwischen
physikalischen und chemischen Parametern und der Mikrobiologie noch nicht systematisch
im kontinuierlichen Betrieb untersucht worden sind, erfolgten Untersuchungen in einem
eigens daflr entwickelten Parallelfermentersystem. Eine Quantifizierung der Organismen,
gepaart mit dem Abbau der wichtigen Intermediarprodukte (FS) sowie der Gasbildungsrate
inklusive Methananteil ermoéglichen Rickschlisse auf die Prozessstabilitit und die
Organismenaktivitat. Zudem weisen solche Ergebnisse den Rahmen auf, in dem eine
zuklnftige Uberwachung zeitlich und sensitiv reagieren muss. Durch dieses Wissen kann die
Auswahl eines Organismus erfolgen, der als Indikatororganismus auf den Biosensor
immobilisiert werden soll und damit als zeitnahe Prozesslberwachung dienen kann.
Anforderungen an einen solchen ,Indikatororganismus® sind das Vorkommen und eine gute
metabolische Aktivitat in moglichst allen Biogasfermentern, die Moglichkeit der Kultivierung,

ein Stoffwechsel, der saurebildend oder saureverwertend ist und eine Immobilisierung.

1.1.7 Entwicklung eines organismenbasierten Biosensors
Zellbasierte lichtadressierbare Biosensoren

Sind die prozesstragenden  Organismen bekannt, kann eine biologische
Uberwachungsmethode mit diesen Organismen erprobt werden. Die Idee, die von Herrn
Prof. Schdning und Herrn Prof. Baumann entwickelt wurde, ist die direkte Erfassung des
,Zustands® von Prozessorganismen anhand deren metabolischer Aktivitat mit einem
Biosensor (siehe Abbildung 1.5), um den Prozess effizienter beeinflussen zu kdnnen. Die
Vorteile einer solchen Methode, die in- oder atline an der Biogasanlage erfolgen kdnnte, ist
eine orts- und zeitnahe Analyse ohne Probenvorbereitung und Laborinfrastruktur. Auflerdem
erwartet man bei dieser Methode keine Einschrankung hinsichtlich einer moglichst schnellen
Detektion von Anderungen der Prozessparameter aufgrund der starken Pufferung des

Mediums in Biogasanlagen.
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des lichtadressierbaren potentiometrischen
Sensors (LAPS) auf Feldeffektbasis nach Werner et al. (2011). Uber einen Bakterienrasen
lasst sich die Ansduerung unter dem Bakterienrasen unter Umgehung der puffernden
Bestandteile aus der Fermentationsbriihe messen.

Ta,05

Biosensoren sind Sensoren, die mit einer biologischen Komponente (z.B. Enzyme oder
lebende Zellen) ausgestattet sind und somit UmgebungsgroRen erfassen koénnen.
Lichadressierbare potentiometrische Sensoren (LAPS), wie in dieser Arbeit verwendet,
werden zwischenzeitlich fir eine Vielzahl von chemischen und biologischen Anwendungen
genutzt. In den 90er Jahren hat die Firma Molecular Devices (USA) ein auf dem LAPS-
Prinzip basierendes ,Microphysiometer® kommerziell vertrieben, mit dem unter nicht-
invasiven Umgebungsbedingungen ein Monitoring physiologischer Prozesse in Zellen,
insbesondere deren metabolische Aktivitat, moglich wurde (Hafner, 2000). Das Prinzip zielt
auf die Detektion von metabolischen Produkten ab, die von lebenden Zellen als
Stoffwechselprodukte abgeben werden und welche als Analyten vom Sensor entsprechend
erfasst werden kdnnen (siehe Abbildung 1.6).

Glucose
Sauerstoff

= e
N/

Sensor mit pH-empfindlicher Oberflache

Abbildung 1.6: Schematische Darstellung einer Zelle, die den Zusammenhang zwischen
metabolischer Aktivitat und Messsignal zeigt (Owicki & Parce, 1992).
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LAPS ermdglichen eine ortsaufgeldste, sensitive Messung an den einzelnen Messpunkten
des Sensors. Des Weiteren liefern diese Sensoren ein sofort verwertbares elektrisches

Signal.

Immobilisierungsstrategien

Zur Realisierung der Uberwachungsmethode mittels Detektion der metabolischen Aktivitat
von Organismen mit einem LAPS muss gewahrleistet sein, dass sich genigend Organismen
direkt an der Sensoroberflaiche befinden. Eine Malinahme ist die Immobilisierung der
Mikroorganismen, wozu in der Literatur verschiedene Arten der Immobilisierung beschrieben
sind (Fukui et al., 1982; Scott, 1987).

Als Immobilisierung bezeichnet man die raumliche Fixierung von Bakterien,
Enzymen, Zellen etc. (Bickerstaff, 1997), die durch physikalische oder chemische Methoden
in eine unldsliche oder reaktionsraumbegrenzte Form gebracht werden. Die Methoden dazu
gliedern sich in zwei Hauptverfahren, die Immobilisierung durch Kopplung und die
Immobilisierung durch Einschlussverfahren. Bei der Immobilisierung durch Kopplung wird
unterschieden zwischen Tragerbindung und Quervernetzung, die ihrerseits wieder weiter
unterteilt werden. Die Einschlussimmobilisierung gliedert sich in die Matrixeinhullung und die
Membranabtrennung ebenfalls mit weiteren Spezifizierungen (Hartmeier, 1985). Eine
Ubersicht der Methoden ist in Abbildung 1.7 dargestellt.

Immobilisierung durch Kopplung Immobilisierung durch Einschluss
Tragerbindung Quervernetzung Matrixeinhillung Membranabtrennung
adsorptiv kovalent Cross- Cocross- Kugeln Fasern Mikro- Membran-
oder linking linking kapseln reaktoren

ionisch

I
- - - T l. . :
~ A\ / ® X 1 @ |
| @ ® \ '. .I
! ] ‘9 @) @]
LY . . B }I : . |
4 -

Abbildung 1.7: Darstellung der verschiedenen Moglichkeiten der Immobilisierung; links:
Immobilisierung durch Kopplung, meist chemisch; rechts: Immobilisierung durch
Einschluss mittels physikalischer Methoden.
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Die Immobilisierung durch Ankopplung zahlt zu den chemischen Verfahren der Anbindung
eines Tragers an die Oberflache. Diese kann auf Basis der natlrlichen Adhasion, ionischer
oder kovalenter Bindung sowie der Immobilisierung durch Quervernetzungen untereinander
uber Crosslinking und Ko-Crosslinking mit Hilfe von Inertproteinen erfolgen (Hartmeier,
1985).

Die Immobilisierung durch Einschluss hingegen ist eine physikalische Methode. Dazu
zahlen die Adsorption an ein pordses Material, der Einschluss mittels einer Dialysemembran,
die Membranabtrennung in Membranreaktoren oder in Form von Mikroverkapselung und die
Einschlussimmobilisierung durch Matrixeinhullung in einer Gelmatrix in Form von Kugeln
oder Fasern (Hartmeier, 1985). Die wichtigsten Formen der Einschlussimmobilisierung sind
die Ganzzellimmobilisierung und die Adsorptionsimmobilisierung flir Enzyme. Dabei erfolgt
die Fixierung in polymere Netzwerke wie Hydrogele aus Polymer- und Wasseranteilen. Dazu
werden Organismen in natlrliche oder synthetische Polymere mit gelartiger Struktur
eingebettet. Die in der Literatur beschriebenen Gelimmobilisierungsmethoden sind sehr
vielseitig (Christensen & Characklis, 1990).

Die Ziele der Immobilisierung flir den Sensor in der vorliegenden Arbeit waren neben
Stabilitat der Fixierung eine gut Diffusion der Substrate und Produkte, eine Langzeitstabilitat
und dass der Stoffwechsel der Organismen durch die Immobilisierungsmethode nicht

beeinflusst wird.
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1.2 Motivation und Zielsetzung

Ziel und Motivation der vorliegenden Arbeit war es, ein besseres Verstandnis des
Biogasbildungsprozesses hinsichtlich der Mikrobiologie und der wechselseitige Beziehung
zwischen den prozesstragenden Mikroorganismen und den physikalischen und chemischen
Parametern zu erlangen. Die ldee, Uber diese Erkenntnisse eine zeitnahe und sichere
Kontrollmethode auf Basis eines Sensors zu entwickeln, wurde im Projektantrag ,Bio-LAPS*
von den Arbeitsgruppen von Herrn Prof. Schoning und Herrn Prof. Baumann entwickelt
(Projektantrag Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR) (Forderkennzeichen
22026407)). Die Kernidee ist die Entwicklung eines Sensors, der aufgrund von darauf
immobilisierten Organismen, die aufgrund ihres Stoffwechsels eine pH-Wert Anderung
hervorrufen, auf die metabolische Aktivitat zuriickzuschlieRen. Bei der Verwendung von
prozesstragenden Organsimen aus dem Biogasbildungsprozess ermdglicht dieser
Messaufbau eine orts- und zeitnahe Erfassung der mikrobiologischen Aktivitat. Die
vielfaltigen Arbeiten teilten sich dabei, wie in Abbildung 1.8 dargestellt, in die drei
Arbeitspakete (AP) auf, die interdisziplinar von den beiden Arbeitsgruppen bearbeitet

werden.

AP Entwicklung einer LAPS-basierten AP 2: EntwicHung siner Anmeroh-
hessplattform zur Ubervachung der Fardlaferment eranlage
Mtalitét won Bakterien snhand deren AP 2 1- fuzwahl der Ko e

; L2.1: Auzwahl der Komponerten
met sholischer AMivis AP.T 2 Aotbag und ﬁdaptFilerung

AP 1.1: Design und Entwickung des LAPS- Chips AP.E Y Bntwicklung einer Labhew-basieren

AP 1.2 Entwicklung einer Anaerobmesszells fir Steuer und Regelsoftware
den LAP 3- Chip mit (Pseudo-)- AP 2.4 Test der Hardware und
Raferenz eleltrod & und Untersuchungen des Steuenungssofware der
L&P 3- Chip in Fermen@tonslizungan <: :> Parallelf mmenteranla ge an zwei

AP 1.3 Entwicklung einer L&PS- Fermentam; Optimienang und
Diffe renzsensoranordnung an schlie bende Enveiterung aufsechs

Fermerter

{ AP 2.5 Untersuchungen der Funktion des
L&P 5- Chips ohre und mit
Ilikraarganisme nin einem
Fnaerobfermenter

AP 1.4 Eulivierang der ausgewshlen
ikroorganismen auf dem L&P - Chip

AP 1.6: Charakterisierung des LAPS - Chips mit
immabilisierten Mikroorganismenin

anaerobem hilieu i
AP 16 BEntwicklung und Aotbau einer bess- und
Puzwerteleltronil ¥ir den LAP S- Chip
AP 1T Untersuchungen bezdglich des
Brflusses duberer Sthmriken aufdas
Sensarsign al & e

R

20
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Bio-LAPS:

Optimierung des Betriebs eines
Biogasferm enters mit Hilfe eines
Feldeffekt-Biosenzors auf der Basiz
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AP Auswehl eines gecignaen acatogenen
EB=kteriums und Bereitstellung der Chips=s
fir die Fluoreszenz-in-situ- Hybridisi erung

FISH] zur Analyse wvon aca ogencen
Bzl erien und methsnogenen Archssen

"% AP 31 fuswahl eines geeigneten Baktedums firden 35
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Oberfidchen

AP 32 Herstellung won atenspeziischen Sonden auf
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Abbildung 1.8: Strukturplan des Projektes "Bio-LAPS", dessen ldee die
Entwicklung eines Sensors zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von
Mikroorganismen fiir den Biogasbildungsprozess ist.
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Die Sensorherstellung und Entwicklung (AP 1) erfolgte in der AG Schoéning. Nur die
Kultivierung und Immobilisierung der Organismen, deren Stoffwechselaktivitdit gemessen
werden sollte, erfolgte in der AG Baumann/Selmer.

Der Aufbau der Parallelanlage (AP 2) erfolgte in direkter Zusammenarbeit beider
Arbeitsgruppen, unterstitzt durch die Diplomarbeiten von Marc Reimann, Niklas Joérres,
Florian Jansen und Katharina Kaspers. Dieses System, bestehend aus sechs Fermentern,
ermoglicht systematische Untersuchungen bezuglich chemischer, physikalischer und
biologischer Parameter des Biogasbildungsprozesses und ermdglicht Ruckschlisse auf den
Prozess, da in diesem Aufbau einerseits Substrat, Umgebungstemperatur und —druck sowie
Aufbau und Betriebsweise fur alle Reaktoren identisch sind, andererseits aber auch einzelne
Parameter gezielt geandert und verfolgt werden kénnen.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist das Arbeitspaket 3, in dem die
Organismen des Biogasbildungsprozesses anhand der laboreigenen Biogasanlage mit
molekularbiologischen Methoden identifiziert wurden. Uber den Projektantrag hinaus wurden
quantifizierende Methoden wie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und quantitative real time
PCR etabliert, um Organismenkonzentrationen Uber die Prozesslaufzeit bzw. in
verschiedenen Anlagen erfassen kdénnen.

Das Parallelfermentersystem aus AP 2 und das Wissen um die Mikrobiologie aus
AP 3 ermoglicht eine Gesamtbetrachtung des Biogasbildungsprozess. Somit konnen direkte
Zusammenhange bezlglich der eingestellten Faktoren auf Organismenzusammensetzung,
Gasqualitat, Gasquantitat, Intermediarprodukte (z.B. FS) etc. festgestellt werden und damit
zu einem tieferen Prozessverstandnis beitragen. Der Sensor komplementiert die Ergebnisse,

da nur so die Stoffwechselaktivitat bestimmt werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Analyse der Prozessorganismen

2.1.1 Analyse der dominanten Organismengruppen

Um den Prozess der Biogasbildung genau beurteilen zu kénnen, wurde in einem ersten
Schritt eine 10 L gullebasierte Laborbiogasanlage hinsichtlich der Mikroflora untersucht.
Dazu wurden unter Verwendung von standardisierten gentechnischen Methoden, auf die im
Weiteren detailliert eingegangen wird (vgl. Abbildung 2.1), zwei Datenbanken der 16S rDNA
aufgenommen. Im Anschluss wurde auf Basis dieser Daten die Methode FISH und real time
PCR zur Untersuchung der mikrobiellen Zusammensetzung in Abhangigkeit von der Zeit, der
Substratspezifitdat bei GroRanlagen sowie der Storempfindlichkeit bezuglich kurzkettiger

organischer Sauren getestet.

| Entnahme von Garmaterial aus einem Biogasfermenter (1) |

1

| Extraktion der gesamten DMNA aus der Probe (2) |

|

Allgemeine PCR zur Vervielfaltigung der bakteriellen und Archaeen-
DNA (3)

|}

Klonierung der amplifizierten 16S rDNA Uber Ligation in pJet-Vektor und
Transformation in E.coli mit dem Ziel der Auftrennung der
verschiedenen Gensequenzen (4)

|

Vervielfaltigung der vereinzelten prokaryontischen 165 rDNA durch
Kolonie PCR (5)

|

Enzymatischer Verdau der PCR-Produkie (Restriktionsfragment-
Langenpolymorphismus (RFLP)), um anhand der Schnittmuster die
Genabschnitte aufgrund ihrer Haufigkeit eingruppieren zu konnen (6)

1

Sequenzierung der haufigen Gensequenzen und ldentifizierung der
Organismen dber Gendatenbanken (7)

| Datenbank der prozessdominanten Bakterien und Archaeen (8) |
Design von spezifischen Sonden fir die Fluoreszenz-in- Design von spezifischen Primern for die quantifizierende
situ-Hybridisierung (FISH) (9a) real time PCR (9b)
Analyse der prozessdominanten Organismen anhand Quantifizierung der prozessdominanten Organismen
der bildgebende Nachweismethode FISH (10) anhand der rt PCR (11)

Abbildung 2.1: Ablaufschema der Arbeitsschritte zur Erstellung einer
16S rDNA Datenbank mit anschlieBendem Nachweis der Organsimen anhand von
FISH und rt PCR.
DNA-Extraktion

Zur Erstellung von 16S rDNA-Datenbanken fur die Domanen Bacteria und Archaea wurde

aus dem sich im Betrieb befindlichen Biogas-Laborfermenter (glllebasiert) eine Probe von

1 mL entnommen, um die genomische DNA zu isolieren. Dies erfolgte mit dem innuPREP
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stool DNA Kit von Analytik Jena. Dazu wurde die frische Probe im Verhaltnis 1:4 mit
Leitungswasser verdinnt. Die Arbeiten erfolgten laut Originalprotokoll ,,Protocol 1: Isolation
of bacterial DNA from stool samples®. Die Konzentrationsmessung der isolierten DNA
erfolgte mit dem Nanodrop 1000 Spectrophotometer (PeqlLab) (vgl. Abbildung 2.1, Schritt 1
und 2).

Vervielfaltigung der prokaryontischen 16S rDNA mittels Polymerasekettenreaktion

Da zur Erstellung der Datenbank eine groRere Menge DNA bendtigt wird, wurde gezielt die
bakterielle als auch Archaeen-DNA Uber PCR vervielfaltigt (vgl. Abbildung 2.1, Schritt 3). Die
PCR erfolgte im Eppendorf Mastercycler epgradient S. Alle Chemikalien stammten von der
Firma Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland). Als Primer, synthetisiert von der Firma
Thermo Fisher Scientific, wurden allgemeine Bakterien- bzw. Archaeenprimer genutzt (vgl.
Tabelle 2.1). Die Protokolle sowie die Programme der PCR wurden zuvor fir die Bakterien-

bzw. Archaeen- 16S rDNA entsprechend optimiert (siehe Anhang Tabelle 7.1 — 7.4).

Tabelle 2.1:  Ubersicht iiber die verwendeten allgemeinen Primer zur Vervielfiltigung
der bakteriellen und Archaeen-DNA.

Ansatz Name Sequenz (5'nach 3) Quelle
Bakterien forward GM3F AGAGTTTGATCMTGG C

Ansede, 2001
Bakterien reverse GM4R TACCTT GTTACGACTT
Archaeen forward A571F GCY TAA AGS R5C CGT AGC

Baker, 2003

Archaeen reverse UA1204R TTM GGG GCA TRC 5KAC CT

Die PCR-Produkte, die mittels Gelelektrophorese in einem 1 %igen Agarosegel mit
anschlielRender Ethidiumbromidfarbung Uberprift wurden, hatten eine Groke von
ca. 1500 bp bei Bakterien und ca. 700 bp bei Archaeen. AnschlieRend erfolgte eine
Reinigung nach Herstellerprotokoll mit dem Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
(SLG®). Die Konzentrationsmessung der PCR-Produkte wurde mit dem Nanodrop 1000

Spectrophotometer (PegLab) durchgefiihrt.

Klonierung der amplifizierten 16S rDNA

Die Produkte der PCR, die aus Gemischen von bakterieller bzw. archaaler DNA bestanden,
mussten aufgrund ihrer Sequenz unterschieden werden. Um die Gemische zu separieren,
wurden die PCR-Fragmente zuerst in einen Vektor ligiert, dann in E. coli transformiert und
somit vereinzelt (vgl. Abbildung 2.1, Schritte 4). Beide Schritte erfolgten mit dem CloneJET™
PCR Cloning Kit (Thermo Scientific). Vor der Ligation wurden die aus der PCR mittels Tag-
Polymerase entstanden A-Uberhénge Uber die enzymatische Reaktion entfernt (,Sticky-End

Cloning Protocol“ nach Herstellerangaben). Die Ligation des aufgereinigten PCR-Produktes

19



Material und Methoden

erfolgte in den pJET1.2/blunt Vektor (Abbildung 2.2), wobei auf ein molares ,Vektor zu

Insert“-Verhaltnis von 1:3 bis 1:7 geachtet wurde.

pJET1,2 forward ing primer, 23-mer

T7 transcription start Eco52|

17 promoler — 32 Notl Balll Kpn2l
5’ GGC GTA ATA CGA CTC ACT ATA c6c acr GCG GCC GCC AGA TCT TCC GGA TG
3’ CCG CAT TAT GCT GAG TGA TAT ccc TcT CGC CGG CGG TCT AGA AGG CCT AC
Ala Tyr Tyr Ser Glu Ser Tyr Pro Ser Arg Gly Gly Ser Arg Gly Ser Pro

Eco88l

Xhol
PspXl n e Xbal Balll

G CTC GAG TTT TTC AGC AAG AT| [LiZ//MA TCT TTC TAG AAG ATC TCC
C GAG CTC AAA AAG TCG TTC TARZHNIIIMTET AGA AAG ATC TTC TAG AGG
Glu Lleu Lys Glu Ala Leu Arg Glu Leu Leu Asp Gly
Btgl
Eco1301
Neol Bsuisl 422
TAC AAT ATT CTC AGC TGC CAT GGA AAA TCG ATc rrC TIC T 3°
ATG TTA TAA GAG TCG ACG GTA CCT TTT AGC TAC RAG AAG A 5’
Val lle Asn Glu Ala Ala Met Ser Phe Arg His Glu Glu

pJET1.2 reverse sequencing primer, 24-mer

Abbildung 2.2: oben: pJET1.2/blunt Vektorkarte; unten: DNA-Sequenz der multiple
cloning site (MSC)-Region (Thermo Fisher Scientific Inc., 2011).

Nach der erfolgreichen Ligation erfolgte die Transformation in chemisch kompetente E. coli
DH5-a Zellen. Dazu wurden 10 pL der Ligationsldésung auf Eis gestellt und die kompetenten
Zellen von -80 °C auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 100 uL Zellen zu dem Ligationsansatz
gegeben und nach erneuter zehnmindtiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen fur 30 sec
bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen, schnell auf Eis abkuihlt, 900 uyL LB-Medium
hinzugegeben und die gesamte Suspension nach 1 min auf LB-Agar-Platten mit 100 pg/mL
Ampicillin zu je 100 yL ausplattiert. Eine Inkubation der Platten folgte bei 37°C UN. Die
entstandenen Kolonien wurden von den Platten gepickt und in 20 yL Reinstwasser

resuspendiert.

Vervielfaltigung der vereinzelten prokaryontischen 16S rDNA durch Kolonie PCR

Im Anschluss an die Vereinzelung der Genabschnitte, die jetzt in E. coli vorlagen, erfolgte
erneut eine Vervielfaltigung des Materials, bevor es zur Sequenz- und damit zur
Organismenbestimmung kam (vgl. Abbildung 2.1, Schritt 5). Dazu wurde von jedem
gepickten Klon eine Kolonie-PCR durchgefiihrt, um ausreichende Mengen der vereinzelten

16S rDNA der Mikroorganismen fir weitere Analysen zu erhalten. Zusatzlich diente die
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Methode als Kontrolle der Ligation, ob zuvor Gberhaupt ein PCR-Fragment erfolgreich in den
Vektor ligiert worden war. Das Insert im Vektor wurde hier durch vektorspezifische Primer,
die um die MCS-Region (vgl. Abbildung 2.2) des Vektors greifen, vermehrt. Als
Forwardprimer wurde pJET1.2 forward sequencing primer 5 - CGA CTC ACT ATA GGG
AGA GCG GC - 3" und als Reverseprimer pJET1.2 reverse sequencing primer 5" - AAG AAC
ATC GAT TTT CCA TGG CAG - 3" (Thermo Fisher Scientific Inc., 2011) verwendet. Das
Programm der Kolonie-PCR wurde flir die zu amplifizierenden Grof3en der 16S rDNA der
Archaeen und Bakterien entsprechend angepasst (siehe Anhang Tabellen 7.5 und 7.6). Die
Produkte der Kolonie-PCR wurden stichprobenartig auf Vorhandensein des Inserts Uber

Agarosegelelektrophorese untersucht.

Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus (RFLP)

Nachdem sichergestellt war, dass PCR-Fragmente erfolgreich ligiert worden waren und in
ausreichender Menge vorlagen, erfolgte ein enzymatischer Verdau der Proben (vgl.
Abbildung 2.1, Schritt6). Dieser ermoglicht eine Einteilung der PCR-Fragmente in
phylogenetische Gruppen. Dazu wurden die Produkte der Kolonie-PCR nacheinander zuerst
mit den Restriktionsenzymen Hae I/l und dann mit Msp | (beides Fermentas) in Fragmente
geschnitten, um im Weiteren die Schnittmuster vergleichen und gruppieren zu kénnen. Der
erste Verdau erfolgte mit Hae /ll (5U), Puffer R und 5puL PCR-Produkt in einem
Gesamtansatz von 15 L bei 37 °C flr eine Stunde. Im Anschluss erfolgte die Analyse der
Lange der entstandenen DNA-Fragmente mittels des Chip-Elektrophoresegerates MultiNA
(Shimadzu). Die Chemikalien der Kit-Systeme, jeweils abgestimmt auf die maximale
Fragmentlange der verdauten PCR-Produkte, sowie ein mit 1 %igem SYBR gold versetztem
Puffer ermoglichten eine Auswertung Uber die MultiNA Control & Viewer Software. Dazu
wurden die Schnittmuster aufgrund ihrer Fragmentlangen in Microsoft EXCEL in Muster
eingruppiert. Zur Bestatigung der Homologie von Verdaumustern wurden &hnliche

Schnittmuster nach gleichem Ansatz mit Msp | verdaut, aufgetrennt und ausgewertet.

Sequenzierung und phylogenetische Analyse

Um die verschiedenen RFLP-Muster der allgemeinen mikrobiellen Phylogenie zuordnen zu
kénnen, wurde jeweils ein Vertreter jedes RFLP-Musters ausgewahlt und Uber die Firma
GATC Biotech AG (Konstanz) anhand dessen Basenabfolge sequenziert (vgl. Abbildung 2.1,
Schritt 7).  Zuvor wurde die Probe mittels Hi Yield®Gel /PCR DNA Fragments
Extraction Kit (SLG®) aufgereinigt. Die Kontrolle der gereinigten Fragmente erfolgte
gelelektrophoretisch.

Die unterschiedlichen Sequenzen, jeweils als operative taxonomische Einheiten

(operational taxonomic wunits, (OTU)) beschrieben, wurden flir eine taxonomische
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Einordnung mit den Eintrdgen in der EMBL Nucleotide Sequence Database unter
Verwendung der BLASTN-Software verglichen. Die Gendatenbankeintrage mit den héchsten
phylogenetischen Ubereinstimmungen wurden fiir die Erstellung von phylogenetischen
Baumen verwendet. Es wurden zusatzlich 16S rDNA-Sequenzen von Typenstammen
reprasentativ fur die gefundenen Gattungen als Referenz ausgewahlt. Die Durchfihrung der
Konstruktion von den phylogenetischen Baumen der unterschiedlichen Gattungen erfolgte
mit der Software Mega Version 4.0 (Tamura et al., 2007; Kumar et al., 2008). Unter
Verwendung der neighbour-joining Methode (Saitou & Nei, 1987) konnte die Ahnlichkeiten
der Organismen zueinander dargestellt werden.

Die Datenbankerstellung (vgl. Abbildung 2.1, Schritt 8) erfolgt nur fur Sequenzen, die
mindestens viermal in den Untersuchungen nachgewiesen worden waren. Diese
sequenzierten und identifizierten Organismen wurden anhand ihrer

Verwandtschaftsverhaltnisse und Haufigkeiten zusammengefasst.

2.1.2 Design von Primern und Sonden
Aufgrund der Ergebnisse der Identifizierung der prozesstragenden Organismen von Jilicher
(2010) wurden zur weiteren schnelleren Analyse der Organismen Gensonden und Primer
von den Sequenzen der dominanten Organismen abgeleitet, um diese fir die Methoden der
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und real time PCR nutzen zu kdnnen (vgl. Abbildung 2.1,
Schritt 9a und 9b). Das Design erfolgte, indem aus den Eintradgen der Gendatenbank mit den
héchsten phylogenetischen Ubereinstimmungen multiple Alignments durch Nutzung der
Website www.workbench.sdsc.edu (Version 3.2) mit der Funktion ,CLUSTALW — Multible
Sequence Alignment‘ konstruiert wurden. Anhand dieser Alignements wurde die
Basenabfolge des identifizierten Organismus auf Unterschiede zu den zehn genetisch
Ahnlichsten untersucht. Die Auswahl jeweils zwei dieser Regionen dienten als Sequenzen
zum Designen der fur den identifizierten Organismus spezifischen Primer. Besondere
Beachtung lag dabei darauf, dass beide Primer zwischen 18 und 21 bp lang waren und eine
ahnliche theoretische Schmelztemperatur aufwiesen. Die Synthese erfolgte durch Thermo

Scientific Biopolymers.

Tests der Primersequenzen

Nach dem Design der Primer wurde die PCR flUr jedes Primerpaar optimiert, gefolgt von
einem Test auf Monoklonalitat. Dieser diente als Beweis dafir, dass die Primer spezifisch
auf nur einen Organismus greifen und keine weiteren Organismen ebenfalls komplementare
Sequenzen zur ausgewahlten Sequenz aufweisen. Tests erfolgten von jedem entwickelten
Primer anhand einer PCR mit DNA-Isolat aus der Biogasanlage mit anschlieliendem

enzymatischen Verdau des PCR-Produktes. Dabei wurde das Enzym so gewahlt, dass es
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- wie bei seiner theoretischen Verdausimulation gezeigt - ein eindeutiges Schnittmuster
ergibt. Dieses wurde mit dem frei zuganglichen Programm ,pDRAW32“ virtuell dargestellt.
Das Enzym erzeugt idealerweise nicht zu viele Fragmente, damit eine gute Auftrennung
mdglich ist. Zudem sollte das Schnittmuster aber auch spezifisch genug sein, um eventuelle
Fehlsequenzen erkennbar zu machen. Die Ansatze der Verdaue waren immer identisch (vgl.

Tabelle 2.2), einzig das Enzym variierte.

Tabelle 2.2:  Ansatzprotokoll fiir einen Verdau von PCR-Produkten.

Chemikalien Konzentration Hersteller
Enzym 5U Fermentas
Puffer (anhangig von Enzym) 1-fach Fermentas
PCR-Produkt 5L

Die entstandenen Fragmente wurden Uber die Chipelektrophorese detektiert. Zur
Bestatigung der Monoklonalitat erfolgte ein Vergleich des theoretischen und praktischen
Verdaus. Die Ergebnisse mussten weitestgehend identisch sein und keine weiteren DNA-
Banden aufweisen, damit dieses Primerpaar als spezifisch und funktional gelten konnte. Im
Anschluss daran wurde von einer Primersequenz eine gelabelte Sonde fir die Identifizierung

mittels FISH angefertigt.

2.1.3 Analyse der Organismenverteilung anhand der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), die eine Methode zur schnelleren
Identifizierung von Mikroorganismen im jeweiligen Milieu darstellt, wurde zur Etablierung mit
Referenzorganismen in Reinkultur durchgefihrt. Dazu zahlten die unten aufgefihrten
Reinkulturen (Tabelle 2.3). Dies war notwendig, um die Visualisierung der Organismen
aufgrund von Leuchteigenschaften und Eigen- bzw. Autofluoreszenz richtig beurteilen und
um sie im weiteren auch spater von einer Hybridisierung unterscheiden zu kdnnen.

Zur ldentifizierung wurden sowohl arten- als auch gruppenspezifische Sonden
genutzt. In Tabelle 2.3 sind die in der Literatur beschriebenen und verwendeten Sonden mit
Fluoreszenzlabel aufgefuhrt.

Tabelle 2.3: Verwendete, in der Literatur beschriebene Oligonucleotidsonden mit
Zielorganismus, Label und Sequenz.

Zielorganismus Sonde mit Label Sequenz (5" nach 3°) Quelle
Bakterien EUB388-Cy3& GCT GCC TCC CGT AGG AGT Amann et al.,
(allgemein) Rhod. green 1990
Archaeen ARC915-Cy3& GTG CTC CCC CGC CAATTCCT Raskin et al.,
(allgemein) Rhod. Green 1994
Archaeen ARC344-Cy3 TCGCGCCTGCTGCCCCCGT Raskin et al.,
(allgemein) 1994
Methano- MSMX860 - Cy 3 GGC TCG CTT CAC GGC TTC CCT Raskin et al.,
sarcinaceae & Rhod. green 1994
Methanosaeta Mst702-Cy3 TAATCC TYG ARG GAC CAC CA Yoetal.,
concilii 2005
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Erganzend wurden Organismen mit spezifischen Sonden untersucht, die basierend auf den
erstellten Datenbanksequenzen entworfen wurden. Diese Sequenzen sind in Tabelle 3.3
(Seite 39) dargestellt.

Die Methode gliedert sich in verschiedene Arbeitsschritte, welche individuell auf die
oben gelisteten Sonden sowie das Probenmaterial aus Biogasfermentern optimiert wurden.
Als Grundlage diente immer das Vorgehen, das Amann und Mitarbeiter (1990a) beschreiben.
Die einzelnen Protokolle, optimiert flr jede spezifische Sonde, sind in den Diplom- und
Bachelorarbeiten von Nathalie Mader (2009), Annika Julicher (2010) und Kristina Schiffer
(2011) beschrieben.

Nach Trocknung und Zugabe von Immersionsdl wurden die Proben mittels
Umkehrmikroskop mit Fluoreszenzeinheit (Fa. Leica DM IRB) betrachtet. Die Bearbeitung
der Bilder sowie die Uberlagerung verschiedener Aufnahmen erfolgten mit der Software

».MacBiophotonics ImageJ*®.

2.1.4 Quantifizierung der Organismen mittels real time PCR
Als quantifizierende Methode wurde die realtime PCR ausgewahlt. Diese dient der
zahlenmalligen Erfassung der untersuchten Genabschnitte und ermdglicht damit, den Status
einer Anlage oder Veranderungen bezuglich der untersuchten Organismen zu ermitteln (vgl.
Abbildung 2.1; Schritt 11).

Zur Generierung der DNA wurde die genomische DNA aus einem Milliliter einer
Biogasfermenterprobe mittels immuPREP stool DNA Kit von Analytik Jena isoliert. Nachdem
die Probe 1:4 mit Leitungswasser verdunnt worden war, erfolgten die Arbeiten laut
Originalprotokoll ,Protocol 1: Isolation of bacterial DNA from stool samples®. Nach einer
Konzentrationsmessung der gesamten isolieten DNA mit dem Nanodrop 1000
Spectrophotometer (PeglLab) wurden die Isolate bei 4 °C gelagert.

Der Ansatz fur die quantifizierende PCR erfolgte nach Tabelle 2.4. Als Primer dienten
einerseits die allgemeinen Bakterien- und Archaeenprimer und der spezifische Primer fir
Methanosaeta concilii (Yo et al., 2005) Forwardprimer. Mst 702 forward 5° - TAA TCC TYG
ARG GAC CAC CA- 3", Reverseprimer: Mst 862 reverse 5 - CCT ACG GCA CCR ACM
AC - 3") sowie die selbst entwickelten und getesteten Primer, synthetisiert durch Thermo

Scientific Biopolymers.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung_; der Ansatze fiir real time PCR.

Komponenten Konzentration Hersteller
IQ SYBR Green Supermix 2-fach Bio-Rad
Primer forward 0,4 uM Thermo
Primer reverse 0,4 uM Thermo
Template DNA 4 uL

RNase-freies Wasser eigen
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Die Analysen wurden im iCycler (Bio-Rad) durchgefihrt. Vor jedem Lauf wurde vor der

Quantifizierung nach folgendem Protokoll (Tabelle 2.5) eine Kalibrierung durchgefuhrt:

Tabelle 2.5:  Protokoll der real time PCR mit spezifischen Primern.

Zyklen Dauer [s] Temperatur [°C] Zyklen
Denaturierung 900 94 1
Denaturierung 15 94

Annealing 30 60 45
Elongation 60 72

Schmelzkurve 10 secje 0,5 °C 50-95 1
Lagerung 0 4 1

Zur Kalibrierung wurden Standardkurven aufgenommen. Dies erfolgte im Dreifachansatz
unter identischen Versuchsbedingungen wie bei der Probenbehandlung. Als Basis dienten
Plasmide mit zuvor bestimmten DNA-Konzentrationen, wodurch eine Auswertung der
Proben-DNA mdglich wurde. Im Anschluss an jede PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse

durchgefihrt, um eventuelle Kontaminationen ausschliel3en zu kénnen.

Auswertung der real time PCR

Um die verschiedenen Organismen miteinander vergleichen zu kénnen, missen die C-
Werte, automatisch generiert durch den Cycler, in die Anzahl der Kopien pro definierter
Menge DNA-Isolat umgerechnet und normiert werden. Dies erfolgte anhand der
gewonnenen C-Werte der Proben, die immer aus Mittelwerten von Doppelansatzen
generiert worden waren, bezogen auf die Geradengleichung des Plasmidansatzes und
dessen PCR-Effizienz. Die Masse und die Konzentration wurden anhand der Avogadro-
Konstante und der spezifischen Molmasse jedes Molekuls errechnet (vgl. Formel 3.1 - 3.4,
Seiten 45 - 46).

2.1.5 Betrieb der Biogas-Laboranlage
Wenn ein Prozess einer systematischen Untersuchung unterzogen werden soll, ist es
notwendig, moglichst viele Parameter des Prozesses zu erfassen. Dafur wurden Anlagen im
Labormalistab aufgebaut, die im Gegensatz zu GroRanlagen gezielt unter definierten

Bedingungen und mit zeitnahen Analysen betrieben werden konnten.

Aufbau des Biogas-Laborfermenters

Fir verschiedene Forschungsprojekte wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit eine
Biogasanlage im Labormalystab aufgebaut. Diese besteht aus zwei Behaltern a 10 L, die als
Fermenter und Nachgarer fungieren. Das System, welches weitestgehend analog zu
GroRanlagen betrieben wurde, war eine auf Rindergulle basierende Anlage. Die Futterung

erfolgte taglich. Die eingestellten Prozessparameter beinhalteten eine Temperierung bei
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40 °C, kontrolliert und aufgezeichnet mittels Pt 100 Gber ein LabVIEW-Progamm und eine
kontinuierliche Durchmischung mittels Propellerrihrer bei 100 rpm. Zusatzlich existierte eine
konstante Gaserfassung, die zuerst Uber einen Trommelgaszahler (Ritter), spater Uber
Milligascounter der Firma Ritter erfolgte. Der Aufbau und die Modifikationen (vgl. Abbildung
2.3) der Anlage werden in den Abschlussarbeiten von Linus Neikes (2008) und Christine

Klppers (2009) genauer erlautert.

Abbildung 2.3: Biogas-Laborfermenter (1) und Nachgarer (2), temperiert iiber ein
Wasserbad (3) und von unten geriihrt (4). Die Fiitterung erfolgt mittels Schlauchpumpe
(5), die Gaserfassung liber einen Trommelgaszahler (6). Das entstehende Gas wird in
einem Gassack (7) gesammelt.

Prozessanalysen

Von der kontinuierlich betriebenen und taglich gefiitterten Anlage wurde kontinuierlich die
produzierte Gasmenge erfasst. Weitere Analysen zur Beurteilung der Garbiologie
vervollstandigten die Uberwachung mittels taglicher chemisch-biologischer offline-Analysen
des Garmaterials.

Der pH-Wert, die Leitfahigkeit und das Redoxpotential wurden direkt nach
Probenahme mit entsprechenden Elektroden gemessen (pH-Meter inoLab pH level 2,
Gamma Analysentechnik GmbH (Bremerhaven), Leitfahigkeitselektrode TetraCon 325, WTW
(Weilheim), Redoxelektrode Blue Line 31 RX, Schott Instruments (Mainz)).

Die Pufferkapazitatsberechnung der Probe erfolgte anhand des Verbrauchs von
0,1 M Natronlauge (siehe Formel 2.1), die benétigt wurde, um bei einer 10 mL Probe den
pH-Wert um eine Einheit in den alkalischen Bereich zu verschieben.

__ MNaoOH
VProbe*ApH

Formel 2.1: Formel zur Berechnung der Pufferkapazitat (Aurich & Rinze, 1993).
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Die Titration mit Schwefelsdure ermoglichte die Bestimmung des biogasspezifischen
FOS/TAC-Verhéltnisses. Vor der Verwendung des Uberstands zur Analyse, wurde die Probe
zunachst fur 20 Minuten bei 14.996 g =zentrifugiert Der Titrationsautomat Biogas
Titrationsmanager TitraLab von Hach Lange titrierte die Probe mittels Schwefelsaure
(0,05 mol/L) vom Ausgangs-pH-Wert zuerst auf einen pH-Wert von 5,0 und anschlielend
weiter bis auf pH 4,4. Anhand des Saureverbrauches kann unter Verwendung der Formeln
(Formel 2.2 und Formel 2.3) das Verhdltnis ermittelt werden, wobei V4 dem
Verdlinnungsfaktor der Probe, V; dem Saureverbrauch bis pH 5,0 und V, dem
Saureverbrauch bis pH 4,4 entspricht.

Vg'Vp*025, o
BV ¢(H")*Mcacos
Probe

Formel 2.2: Formel zur Berechnung des FOS-Wertes (Rieger & Weiland, 2006).

FOS=

Vg* Vy
VProbe
Formel 2.3: Formel zur Berechnung des TAC-Wertes (Rieger & Weiland, 2006).

TAC= c(H")*Mcacos* 5

Zudem wurden kontinuierlich die TS- und oTS-Gehalte und die Fettsduren bestimmt. Neben
den Analysen der Laboranlage wurden verschiedene Industrieanlagen bezuglich chemisch-
physikalischer Parameter, aber auch hinsichtlich der mikrobiellen Zusammensetzung
untersucht. Dabei unterschieden sich die Anlagen aufgrund von Fitterung und Aufbau, alle

wurden jedoch im mesophilen Bereich betrieben.

2.2 Parallelanlage

Zur systematischen Analyse von physikalischen und mikrobiologischen Einflissen diente
eine Parallelanlage, bestehend aus sechs Fermentern. Diese Fermenter mit einem
jeweiligen Fassungsvolumen von einem Liter wurden mit je einer Temperaturerfassung und
—regelung, einem dreifligeligen Propellerrihrer, einer Gasanalyse (BlueSens), einem
Gaszahler (Ritter) sowie Elektroden zur pH-, Sauerstoff- und Redoxerfassung ausgestattet.
Die Steuerung und Datenerfassung gelang mit Hilfe eines mit LabVIEW erstellten
Programms, das von Marc Reimann und Frederik Werner implementiert wurde (Reimann,
2010). Der Betrieb der Anlage erfolgte automatisiert mit einer Futterung Uber eine

Schlauchpumpe (Fink).

2.2.1 Analyse der Prozessparameter
Neben den kontinuierlich erfassten Parametern wurden im Labor regelmaliig offline weitere
Parameter untersucht, um eine mdglichst genaue Erfassung der Prozessbiologie zu

ermoglichen. So erfolgte die Bestimmung der Trockensubstanz (TS) und der organischen
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Trockensubstanz (0TS) nach VDI-Richtlinie (VDI 4630). Die Ermittlung des pH-Wertes, der
Leitfahigkeit und des Redoxpotentials wurde mittels handelsublicher Elektroden
durchgefuhrt. Weiterhin wurden die Pufferkapazitdt und das FOS/TAC-Verhaltnis Uber
Titration bestimmt, die Untersuchung der Summenparameter ,chemischer Sauerstoffbedarf
(CSB)*“ und ,Gesamtkohlenstoff (TOC = total anorganic carbon)“ anhand von Schnelltests
von Hach Lange. Die wichtigste und fur den Prozesszustand aussagekraftigste Analyse ist
die Bestimmung der organischen Sauren. Sie erfolgte einerseits in Form eines
Summenparamters als Essigsaureaquivalent, anderseits mittels HPLC (high performance
liquid chromatography) als Einzelbestimmung der kurzkettigen S&uren Essigsaure,
Propionsaure, Valeriansaure etc.

Der Analyseturnus war einerseits anlagen-, andererseits versuchsabhangig. Bei
einem konstanten Prozess wie der Laboranlage erfolgten die Kontrollen seltener als wahrend
der Versuchsphasen des Parallelfermentersystems. Die genauen Methoden sind in den
Abschlussarbeiten von Niklas Jorres (2010), Florian Jansen (2011) und Katharina Kasper
(2011) erlautert.

2.2.2 Untersuchung der optimalen Betriebsweise der Biogas-
Parallelanlage

Nach erfolgtem Aufbau und Test der Anlage hinsichtlich Software und Datenerfassung
erfolgten Untersuchungen hinsichtlich der optimalen Betriebsbedingungen. Zu Beginn jeder
Versuchsphase wurden alle Fermenter identisch mit 50 % Animpfschlamm aus der
laboreigenen Biogasanlage angeimpft und 50 % Frischgllle zugegeben. Die Futterung und
die Versuchsphasen wurden erst nach dem Erreichen von mindestens 50 % Methan
gestartet. Wahrend der einzelnen Phasen wurde kein weiterer Parameter als der zu
untersuchende variiert. Um die Einflusse durch verschiedene Gullechargen ausschlief3en zu
kénnen, wurde vor der Versuchsphase eine ausreichend grofde Glllemenge vorbereitet. Die
Futterung erfolgte automatisiert acht Mal je 24 h. Die Temperatur wurde konstant auf 37 °C
gehalten und eine Ruhrgeschwindigkeit von 44 rpm eingestellt.

Beim ersten Versuch wurde das rein auf Rindergulle basierende System bezlglich
der maximalen Fitterungsrate getestet. Zu diesem Zeitpunkt funktionierten erst vier
Fermenter, welche schrittweise auf eine Faulraumbelastung von 7 kg oTS/m**d
hochgefahren wurden. Neben einem Vergleichsfermenter wurde bei den drei anderen
Fermentern die Fiitterung taglich um 0,2, 0,5 und 0,7 kg oTS/m>*d gesteigert.

Vor dem zweiten Versuch wurden die beiden letzten Fermenter in Betrieb
genommen, so dass die sechs Faulraumbelastungen 0, 1,75, 3,5, 7, 14 und 21 kg oTS/m**d

bei gleichbleibender Futterung untersucht werden konnten. Im Anschluss daran wurden zur
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genaueren Bestimmung des optimalen Bereiches Versuche in Doppelbestimmung mit
8, 10 und 12 kg 0TS/m*d durchgefiihrt.

Als letzter Optimierungsparamter wurde der Einfluss der Temperatur bei optimierter
Faulraumbelastung getestet. Die interne Fermentertemperatur variierte dabei von 27 Uber
32, 37, 39,5, 42 bis auf 47° C.

2.2.3 Untersuchung des Einflusses von Fettsduren auf den
Biogasbildungsprozess

Die verschiedenen Parameter, die Einflisse auf den Biogasbildungsprozess haben, sind bis
heute unzureichend untersucht. Sicher ist jedoch, dass die kurzkettigen organischen FS zu
den wichtigsten Intermediarprodukten zahlen (Ahring et al., 1995). Daher wurden diese erst
anhand ihres Einflusses bei punktuellen, spater dann bei semikontinuierlich hohen
Konzentrationen untersucht. In den Versuchen erfolgten die Stérungen allesamt durch die
kurzkettigen  organischen Sauren Acetat, Propionat, Butyrat, Isobutyrat und
Phenolessigsaure. Die Zugaben erfolgten Uber Septen in den Fermentern. Die Sauren
wurden in Phosphatpuffer gelost und der pH-Wert auf 6,8 eingestellt, um keine pH-Wert-
Anderung durch die Zugabe hervorzurufen. Um identische Startbedingungen zu
ermoglichen, wurden alle sechs Fermenter identisch und zum gleichen Zeitpunkt angefahren
und bei 37° C, 44 rpm und 10 kg oTS/m*d betrieben.

Im ersten Versuch wurden die Sauren einmalig zudosiert, so dass die
Acetatkonzentration ca. 150 mmol/L, die Propionat-, Butyrat- und Isobutyratkonzentrationen
50 mmol/L und die Phenylacetatkonzentration 0,15 mmol/L im Fermenter entsprachen.

In der zweiten Versuchsphase wurden die Sauren identisch angesetzt, jedoch die
angestrebte Saurekonzentration in den Fermentern verdoppelt. Die Zielkonzentration flr
Acetat lag bei 300 mmol/L, bei Propionat, Butyrat und Isobutyrat bei 100 mmol/L. Bei
Phenylessigsaure konnte die Konzentration nicht erhéht werden, da die maximale Léslichkeit
bereits erreicht war. So wurde dieser Ansatz erneut mit 0,15 mmol/L durchgefuhrt.

In der letzten Versuchsphase erfolgte eine semikontinuierliche Zugabe der Sauren.
Jeden zweiten Tag wurden 300 mmol/L Acetat bzw. 150 mmol/L Propionat, Butyrat und
Isobutyrat sowie 015 mmol/L Phenylacetat zugegeben.

In allen Versuchsphasen erfolgte neben der Erfassung der chemisch-physikalischen

Parameter auch die zeitliche Quantifizierung der Mikroorganismen.

2.3 Sensormessungen

2.3.1 Aufbau von Chip und Messapparaturen
Die Erfassung der mikrobiellen Aktivitat von Organismen kann mittels Sensoren, die

spezifisch auf die Stoffwechselprodukte der Organismen reagieren, erfolgen. Hier wurde ein
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pH-sensitiver LAPS von der AG Schdning entwickelt, um ihn unter anaeroben Bedingungen,
wie sie in Biogasanlagen vorherrschen, nutzen zu kdnnen.

Fur die Messungen wurden Chips mit einer Tantalpentoxid-Oberflache genutzt. Im
Rahmen des Projektes wurde eine Differenzanordnung auf dem Chip realisiert. Um mit dem
Chip Messungen realisieren zu kdnnen, musste eine entsprechende Halterung zur Fixierung
entwickelt werden. Die Konstruktion einer Halterung erfolgte, wie in Abbildung 2.4
dargestellt, aus verschiedenen Einzelteilen. Dieser Aufbau diente als Basishalterung und
Grundhalterung des Chips flr die Messungen (Werner et al., 2009; Werner et al., 2011a;
Werner et al., 2010).

Abbildung 2.4: links: Modularer Aufbau einer Chiphalterung. Unter die Basis (c) wird,
abgedichtet durch eine Dichtung (d), der Chip (e) gelegt und mit dem Unterteil (f)
verschraubt. Auf den Chip wird eine Membran (b) gelegt, die iiber einen Metallrahmen (a)
fixiert wird; rechts: Foto eines eingebauten Chips in der Halterung (Schumacher, 2009).

Erganzend wurde flir die anaeroben Messungen eine Messkammer entwickelt, in die die
Basishalterung eingebaut werden konnte. Die Anforderungen an einen anaeroben
Messaufbau waren die Nutzung von sauerstoffundurchlassigen Materialien, einfache
Handhabung, gute Reinigungsmoglichkeit und Durchflussanordnung. Zusatzlich sollte die
Apparatur die Moglichkeit der Temperierbarkeit aufweisen, da diese die Stoffumsatzrate der
Organismen beeinflusst. Die Messzelle wurde aulerdem so ausgelegt, dass eine
Durchflussmessung madglich war, um frisches Medium bzw. neuen Fermenterinhalt anaerob

durchstromen zu lassen.

Datenerfassung und Auswertung

Ziel der Messung ist die Detektion der pH-Wert-Anderung pro Zeiteinheit und
Organismenanzahl. Das System zur Datenauswertung des LAPS ermittelt diese
konzentrationsabhangige Oberflachenpotentialanderung. Dieses Programm (LabVIEW)
generiert im 1/V-Modus die Strom/Spannungskurven von 16 LED, die nacheinander
angesteuert werden. Zusatzlich dient es zur Festlegung des Arbeitspunktes, der durch den
Wendepunkt dieser Kurve definiert ist. Uber diesen Punkt werden die Anderungen des
Oberflachenpotentials ermittelt. Bei Messungen wurden alle 16 Messspots ausgelesen.

Diese wurden nacheinander angesteuert, so dass pro Messung 16 Messwerte generiert
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wurden. Die Auswertung der Differenzmessungen erfolgte Uber das arithmetische Mittel der
jeweiligen vier aulleren Messspots. Die Potentialdifferenz wurde Uber die Subtraktion der
Mittelwerte erzeugt.

Fir die weitere Auswertung erfolgte die Ermittlung der Standardgeraden in den
linearen Bereichen. Die Steigung entspricht dabei der Potentialanderungsrate (potential-
change rate) ¢. Die Ansauerungsrate (acidification rate) a konnte laut Owicki und
Mitarbeitern daraufhin wie folgt (vgl. Formel 2.4) berechnet werden (Owicki et al., 1994):

1 na

<P=SB—VN—A

Formel 2.4: Formel zur Berechnung der Potentialanderungsrate (Owicki et al., 1994).

Der Parameter S entspricht der pH-Sensitivitat des Sensors und wird mit 58 mV/pH
angenommen (Schoning et al., 2005). 3 beschreibt die spezifische Pufferkapazitat des
jeweiligen Mediums, in dem die Messung stattfindet, V das Volumen. Mit dem Parameter n
wird die Gesamtzellzahl in der Rechnung bericksichtigt und mit Ny die Avogadrokonstante
(Werner et al., 2011).

2.3.2 Organismenkultivierung
Um mittels Sensor gezielt den Stoffumsatz von Organismen detektieren zu kénnen, wurden
die Modellorganismen E. coli und M. concilii in Reinkulturen unter optimalen Bedingungen

angezogen. Dies diente der Sicherstellung von ausreichendem Zellmaterial.

Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von Escherichia coli K12 (DSMZ No. 498) erfolgte Uberwiegend in fliissigem
LB-Medium (engl. lysogeny broth). Dieses komplexe Medium, in dem Hefeextrat als
Nahrungsquelle dient, bietet E. coli verschiedene Stoffwechselwege zur Nutzung an. Die
Kultivierung erfolgte bei 37° C und 120 rpm. Die genaue Medienzusammensetzung ist im
Anhang (Tabelle 7.7, S. XVIII) aufgelistet.

Kultivierung von Methanosaeta concilii

M. concilii wurde von der DSMZ (DSMZ No. 2139) bezogen und in flissigem Acetatmedium
(DSMZ-Medium 334) anaerob  kultiviert. Dazu wurden alle autoklavierbaren
Medienbestandteile in Wasser geldst (Tabelle 2.6), in anaerobe Kultivierungsflaschen
(Wheatson) gefullt und mit 80 % N, und 20 % CO, so lange begast, bis der Sauerstoff
ausgetrieben war. Nach dem Autoklavieren des Mediums in der Kultivierungsflasche wurden

steril die hitzeempfindlichen Vitamin-, L-Cystein- und Natriumsulfid-Losungen zugegeben.
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Diese reduzieren den restlichen in Lésung befindlichen Sauerstoff und binden ihn. Nachdem
das Medium aufgrund der farblosen Lésung als sauerstofffrei bezeichnet werden konnte,
erfolgte das Animpfen durch eine altere, zuvor Uberprifte Kultur aus 10% vol./vol.. Die

Kultivierung erfolgte bei 37° C und 70 rpm.

Tabelle 2.6: Medienzusammensetzung fiir Acetatmedium zur Kultivierung von

M. concilii.
Chemikalien Menge [% wiv] Hersteller
Natriumacetat 0-,68 VWR
KHCO; 0,4 Merck
NH,4CI 0,1 Merck
NaCl 0,06 AppliChem GmbH
KH,PO, 0,03 Merck
MgCl, 0,005 Merck
Trace element solution 1 (v/v) s. Anhang (Tabelle 7.8, S. XVIII)
CaCl, 0,006 VWR
Resazurin 0,0001 Riedel-de Haén
Vitamin solution 1 (v/v) s. Anhang (Tabelle 7.9, S. XIX)
L-Cystein 0,027 Calbiochem
Na,S 0,01 Alfa Aesar

2.3.3 Immobilisierung
Um eine ausreichende Organismendichte an der Sensoroberflache sicherstellen zu kénnen,
wurden verschiedene Immobilisierungsstrategien getestet. Als geeignetste Methode stellte
sich die Immobilisierung mittels Einschlussverfahren heraus, wobei die Wahl auf eine
Acrylamid-Matrix fiel. Dieses Acrylamidgel besteht zum einem aus dem Monomer Acrylamid,
dem Quervernetzer Methylenbisacrylamid, Wasser und den zu immobilisierenden
Mikroorganismen  sowie den Radikalstartern ~ Ammoniumpersulfat (APS) und
Tetramethylethylendiamin (TEMED). Diese Gelstruktur (vgl. Abbildung 2.5) zeichnet sich
durch eine Langzeitstabilitdt, eine geringe Abbaubarkeit sowie eine gute Diffusion aus. Die
Immobilisierung von E. coli & M. concilii erfolgte identisch, abgesehen von der
sauerstofffreien Handhabung der Archaeen im Anaerobzelt (Coy), und wird im Folgenden

genauer erlautert.
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Acrylamid

Immobilisierte
Mikroorganismen

Abbildung 2.5: Chemischer Aufbau eines Acylamid/Bisacryamidgels mit immobilisierten
Organismen.

Immobilisierungsmethoden

Vor der Immobilisierung wurden die Organismen im regularen Medium vermehrt und
regelmafig auf Wachstum und Kontaminationen kontrolliert. Die Inkubationsdauer war dabei
so ausgelegt, dass die Organismen sich am Ende der exponentiellen Phase befanden. Bei
E. coli war dies unter den eingestellten Bedingungen nach ca. 24 h, bei M. concilii nach
sechs bis acht Wochen der Fall.

Vor der Immobilisierung wurde die Zellzahl Uber ein Auszahlen in der Thoma-
Kammer durchgefiihrt, um bei den anschlieRenden Messungen die Zellzahl berticksichtigen
zu konnen. Fur eine geniugend hohe Zelldichte, die ein besseres metabolisches Signal
erzeugt, wurde eine Aufkonzentrierung durchgefihrt. Zusatzlich wurden die Zellen
gewaschen. Dazu erfolgte zuerst eine funfminltige Zentrifugation bei 5.000 x g, wobei im
Anschluss der Uberstand verworfen und das Sediment in 10 mL Wasser resuspendiert
wurde. Der Vorgang des Zentrifugierens wurde wiederholt, und erneut wurde der Uberstand
verworfen. Im Weiteren erfolgte die Resuspension der Zellen in einem Milliliter 0,1 M Tris
Puffer (VWR).

Nach dem Waschen der Zellen wurden zwei parallele Ansatze von Gelen vorbereitet.
Einerseits wurde ein Kontrollgel vorbereitet, in dem Tris-Puffer ohne Organismen als Basis
eingesetzt wurde. Im anderen Ansatz wurde Tris-Puffer genutzt, in dem die gewaschenen
Organismen vorlagen. Die Herstellung erfolgte, indem Wasser, Puffer und Acrylamid
zusammengegeben und gemischt wurden (siehe Tabelle 2.7). Die Radikalstarter APS und
TEMED wurden im Anschluss zugefugt, gemischt und direkt auf den Chip gegeben. Dabei
wurde darauf geachtet, dass das Gemisch gleichmaRig Uber die zu benetzende Flache
verteilt wurde, bevor das Gel auspolymerisierte. Das aufgetragene Volumen betrug bei einer
Chiphalfte 37 pyL, womit eine durchschnittliche Gelhéhe von 0,47 mm erreicht wurde. Nach

ca. 20 min wurde eine Celluloseacetatmembran (Sartorius) mit einer PorengréfRe von 0,2 ym
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auf den Chip gelegt und fixiert. AnschlielRend konnte der Chip in den Messaufbau eingebaut

und die Messung begonnen werden.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung eines Polyacrylamidgeles zur Immobilisierung von
Mikroorganismen.

Chemikalien Volumenprozent [%] Hersteller
Tris Puffer mit Organismen (Tris & HCI) 46 VWR
Acrylamid/Bisacylamid 4 Serva (37,5:1)
Wasser 49

APS 0.56 Merck
TEMED 0.44 Merck

Bei der Differenzanordnung wurden zwei identische Gele gegossen, die sich einzig darin
unterschieden, dass ein Gel im Puffer die Organismen enthielt. Das andere Gel, auch als

Kontrollgel bezeichnet, hatte lediglich Puffer als Basis.

2.3.4 Messungen mit Escherichia coli
Zur Uberprifung und Optimierung des Aufbaus und des Messprinzips wurden
Untersuchungen mit dem Bakterium Escherichia coli durchgefuhrt. Aufgrund der geringen
Generationszeit von 20 min im Standardmedium und dem fakultativ anaeroben
Sauerstoffverhalten eignete sich E. coli sowohl fir aerobe Optimierungen als auch flr

anaerobe Messungen.

Proof of principle

Zum Nachweis des Messprinzips (Proof of pinciple) wurden Versuche mit E. coli in
Flussigkultur durchgefiihrt. Dazu wurden Chips ohne Differenzanordnung verwendet. Der
Messstart erfolgte mit der Zugabe von 2 mL LB-Medium ohne Organismen auf die
Messanordnung. Nach Erreichen eines konstanten Messsignals erfolgte die Zugabe von
1 mL E. coli GN Kultur. Vor jeder Messung wurde die genaue Zellzahl der Kultur bestimmt,
um den Einfluss der Zellzahl auf das Potential untersuchen zu kénnen. Dieser Versuch
wurde mit unterschiedlichen Bakteriendichten durchgefihrt.

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass eine durch Organismen verursachte
pH-Wert-Anderung mittels LAPS detektierbar ist, wurde der Versuchsaufbau von der AG

Schoéning entwickelt.

Test auf Reproduzierbarkeit in der Differenzanordnung

Zur Sicherstellung, dass die gemessene Signaldifferenz einzig durch die Organismen
erzeugt wird, wurde eine Differenzanordnung entwickelt und getestet. Somit wurde es
moglich, eventuelle Stoér- oder Driftsignale von den Signalen der Organismen zu

unterscheiden. Erst daraufhin konnte eine rechnerische Auswertung erfolgen.
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Zum Nachweis diente ein Chip mit Differenzaufbau, der halftig mit einem Gel mit
immobilisierten E. coli und auf der anderen Halfte mit einem Kontrollgel belegt war. Das
Gelvolumen betrug 37 pL je Chiphalfte und wurde angesetzt, wie in Tabelle 2.7 beschrieben.
Nachdem das Gel auspolymerisiert war, wurde der Chip im Messaufbau eingebaut (vgl.
Abbildung 2.4, S. 30) und sofort die Messung gestartet. Auf den Chip wurde dazu ein Milliliter
LB-Medium aufgetragen. In 30 minutigem Turnus wurde das Medium entfernt und durch
frisches ersetzt.

Die Potentialerfassung erfolgte an allen 16 Spots alle zwei Minuten. Fur die
Auswertung wurden bei der Differenzanordnung jeweils Mittelwerte der Potentiale gebildet,

die von den vier auReren Spots jeder Chiphalfte stammten.

Tests des Einflusses einer Schutzmembran

Nachdem die Funktion des Messaufbaus erfolgreich gezeigt werden konnte, wurde eine
Schutzmembran auf dem Gel getestet, um eine weitere Fixierung der Organsimen an der
Sensoroberflache sicherzustellen. Die Membran sollte die Organismen zurlickhalten, die sich
aus dem Gel lI6sen konnten, sowie das Eindringen .fremder falscher® Organismen in die
Matrix verhindern.

Zur Bestimmung des Einflusses einer Membran erfolgte der Messaufbau wie bei der
vorigen Messung. Ebenfalls wurde die Differenzanordnung mit Gelen angefertigt. Zusatzlich
wurde auf das Gel eine Celluloseacetatmembran aufgelegt und fixiert. Die Messung erfolgte
ebenfalls mit einem regelmaRigen Wechsel des LB-Mediums, die Auswertung analog zum

Test auf Reproduzierbarkeit.

Untersuchungen hinsichtlich einer Konzentrationsabhanaqgigkeit von Glukose

Neben dem Funktionsnachweis des Systems wurde die Abhangigkeit der
Substratkonzentrationsanderung getestet. Dies erfolgte mit E. coli in isotonischem
Phosphatpuffer (vgl. Tabelle 2.8) als Basismedium, da dieses keine Kohlenstoffquellen

aufweist (Werner et al., 2012).

Tabelle 2.8: Zusammensetzung des isotonischen Phosphatpuffers.

Chemikalien Masse [mmol] Hersteller
KCI 0,083 AppliChem
NaCl 141,1 AppliChem
KH,PO, 0,045 Merck
Na,HPO, 0,249 Biomedicas

Diesem Puffer mit einer Pufferkapazitat von 0,2 mmol/L wurden flr die Untersuchung
verschiedene Konzentrationen an Glukose zugesetzt. Zu Beginn wurde das Gel, welches
sich unter einer Membran befand, 50 min mit 1 mL Puffer inkubiert. Im nachsten Schritt

wurde dieser Puffer durch Puffer mit 0,5 mmol/L Glukose ersetzt und alle zwei Minuten fir
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2 h gemessen. Nach einer Regenerationsphase, in der erneut nur Puffer Uber das Gel
gegeben wurde, erfolgte die Zugabe von Puffer mit 1,0 mmol/L Glukose. Diese Schritte

wurden ein drittes Mal mit einer Zugabe von 1,5 mmol/L Glukose wiederholt.

2.3.5 Messungen mit Methanosaeta concilii
Nachdem die Resultate mit E. coli vielversprechend waren, erfolgten Untersuchungen im
anaeroben Zielmilieu. Als Organismus wurde der strikt anaerobe, rein acetoklastische,
methanproduzierende Methanosaeta concilii genutzt (Patel, 1984; Patel & Sprott, 1990).

Die Durchfihrung der Immobilisierung und der Zusammenbau der Messzelle
erfolgten stets unter anaeroben Bedingungen im Anaerobzelt. Das Gel mit Organismen
wurde identisch zu den Versuchen mit E. coli hergestellt (vgl. Tabelle 2.7). Ebenfalls wurde
vor Versuchsbeginn die Zellzahl bestimmt. Alle Messungen erfolgten in der konstruierten

Anaerobzelle.

Untersuchung im Kulturmedium

Bei diesen Untersuchungen diente das Standardmedium 334 von DSMZ mit einer
Pufferkapazitat von 8,2 mmol/L, in dem M. concilii regular kultiviert wurde, als Basis. Es
wurde gewahlt, da unter diesen Bedingungen die Wachstumsgeschwindigkeit bekannt und
anhand des Resazurin-Zusatzes eine eventuelle Sauerstoffundichtigkeit sichtbar gemacht
werden konnte.

In diesem Test wurde ein Chip ohne Differenzanordnung verwendet, 240 uL Gel mit
Organismen darauf immobilisiert und mit 17 mL Medium Uberschichtet. Erganzend zu den
regelmafig in finfmindtigem Abstand stattfindenden Messungen der Potentiale erfolgte die

Erfassung der Temperatur in der Messlésung.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Quantifizierung prozesstragender Organismen

3.1.1 Identifizierung der dominanten Organismengruppen
Die Analyse der mikrobiellen Vielfalt einer mesophil betriebenen, gullebasierten
Laborbiogasanlage erfolgte mit Hilfe molekularbiologischer Methoden fur die Domanen der
Bacteria und der Archaea aus einer einzigen Probe im Rahmen der Diplomarbeit von Annika
Julicher (2010).

Dazu wurde zunachst die genomische DNA aus der Probe isoliert, um dann als
Template fur die PCR-Amplifikation der 16S rRNA-Gene mit spezifischen Primern fir die
Bakterien bzw. Archaeen zu dienen. Diese PCR-Produkte wurden dann in pJET-Vektoren
integriert und durch Transformation in E. coli DH5a vereinzelt. Unter Verwendung
vektorspezifischer Primer in der Kolonie-PCR wurden dann monoklonale PCR-Produkte von
einzelnen Klonen gewonnen und mittels RFLP-Analyse und Chip-Elektrophorese analysiert.
Aufgrund der erhaltenen Schnittmuster konnten identische PCR-Produkte in taxonomische
Gruppen (operational taxonomic unit, (OTU)) zusammengefasst werden. Als relevante OTU
wurden die Schnittmuster gewertet, die haufiger als vier Mal von insgesamt 1266 Bakterien
bzw. 412 Archaeen analysierten Klonen gefunden wurden. Die restlichen Klone, die seltener
gefunden wurden, wurden nicht weiter untersucht, da angenommen werden konnte, dass
diese Organismen keine prozessrelevante Bedeutung haben. Sie konnten aufgrund der
Futterung in das System eingebracht worden sein. Die relevanten OTU wurden einerseits
sequenziert, um auf den Organismus zurickschlieRen zu kdnnen. Andererseits wurden die
PCR-Produkte in einen Vektor ligiert, um als Standard in der realtime PCR und als
Ruckstellprobe zu dienen.

Insgesamt konnten 18 bakterielle OTU identifiziert werden, die zusammen 15 % der
analysierten Klone entsprachen. Die Zugehorigkeit der Isolate zu bekannten Taxa sind in der

folgenden Ubersicht dargestellt (vgl. Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die OTU in der Doméine Bacteria.

Zuordnung OoTU Anzahl Klone Anteil aller Klone
Phylum Bacteroidetes 5 60 4,74 %
Bacteroides 3 49 3,87 %
Bacteroidetes / Chlorobi group 1 4 0,32 %
unklassifizierte 1 7 0,55 %
Phylum Firmicutes 5 38 3,00 %
Sp ./ Bacilli 3 16 1,26 %
Mollicutes 2 22 1,74 %
Phylum Spirochaetes 1 5 0,39 %
Spirochaetaceae 1 5 0,39 %
Phylum Chloroflexi 1 4 0,32 %
Anaerolineae 1 4 0,32 %
Phylum Fibrobacteres 1 4 0,32 %
Fibrobacteriales 1 4 0,32 %
,Candidatus Cloacamonas sp.“ 4 71 5,61 %
unklassifizierte Bakterien 1 4 0,32 %

Die Analyse der Archaea erfolgte analog zu der der Bacteria. Es konnten 17 Muster mittels
RFLP aus 412 Klonen gruppiert werden, was einem Anteil von 89 % der gesamten Klone
entsprach. Die restlichen 11 % der Klone wurden weniger als vier Mal detektiert und darften
daher wenig relevante Arten reprasentieren. Tabelle 3.2 zeigen die detaillierte Verteilung der

Klone der Archaea.

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die OTU in der Domine Archaea.

Zuordnung OoTU Anzahl Klone Anteil aller Klone
Phylum Euryarchaeota 7 125 30,34 %
Methanomicrobiales 2 48 11,65 %
Methanobacteriales 3 17 4,13 %
unklassifiziert 2 60 14,56 %
Phylum Crenarchaeota 10 240 58,25 %

Ausfuhrlichere Daten zu den jeweiligen Analyseschritten und den Ergebnissen inklusive der
phylogenetischen Stammbaume sind der Diplomarbeit von Annika Julicher (2010) zu

entnehmen.

3.1.2 Synthetisierte Primer und Sonden
Basierend auf den Ergebnissen der prozesstragenden Bakterien und Archaeen wurden die
Organismen aus Biogasanlagen bezlglich ihrer rdumlichen Nahe und ihrer Quantifizierung
untersucht. Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dient der optischen, die real time
PCR der quantifizierenden Analyse. Um die identifizierten Organismen nachweisen zu
kénnen, wurden spezifische Primer und Sonden flr die Organismengruppen abgeleitet und

getestet.
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Dies erfolgte durch die Erstellung der Alignments der 16S rRNA-Gensequenzen der
Zielorganismen und dem Vergleich dieser Sequenzen mit den jeweils neun ahnlichsten
Sequenzen bekannter Organismen. Die Primer wurden immer in Bereiche gelegt, die die
groten Sequenzunterschiede zu anderen, nahe verwandten Organismen aufwiesen.

Die funf PCR-Primerpaare flr die Zielsequenzen auf der Domane Bakterien
(Bacteroidetes, Bacteroides, Firmicutes sp., Mollicutes, ,Candidatus Cloacamonas sp.) und
die drei Primer fur die Domane der Archaeen (Crenarchaeota, Euryarchaeota und
Methanomicrobiales) sind in Tabelle 3.3 gezeigt.

Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotidprimer fiir den spezifischen
Nachweis der Zielorganismen in PCRs.

Zielorganismus Primer Sequenz (5" nach 37) Schmelz-
temperatur
Bacteroidetes AJB 110 forward GCA ATAAGG GGG TTT CGC AC 62 °C
AJB 110 reverse  AGG GAA GGG GCATCTCTGC 62 °C
Bacteroides AJB 109 forward ~ GAT GTC GGT ATT TGG AGA CAG A 64 °C
AJB 109 reverse TGG GGATCC GCAACC TGT CA 64 °C
Firmicutes sp. AJB 114 forward CTG GAT AGG TTG TAT TGG GCC 64 °C
AJB 114 reverse  TAA GCC AGG GAATTT CAC GC 64 °C
Mollicutes AJB 101 forward  TTT ACT GGG CCA CAT CTG ACT 64 °C
AJB 101 reverse = AGC TCT ACC TCACGG TTT TGC 64 °C
Cloacamonas sp. AJB 104 forward CTT TTATAT GTG AGC AGT GCT TC 64 °C
AJB 104 reverse ~ AAC GGG TTA GCT ACG GCA CC 64 °C
Crenarchaeota AJB 8-11 forward GCC GTA GCT GGC TAAGTY AG 62-64 °C
AJA 8-11reverse  GCA CAA GGC TAG TAG CAA CAG 64 °C
Euryarchaeota AJA 12 forward GGG CCGTAGCCTGTCTTGTA 64 °C
AJA 12 reverse TGA GAT ATG GGT CTC GCT CG 62 °C
Methanomicrobiales  AJA 1 forward CTCTTG GGA AAT CTG GCG GC 64 °C
AJA 1 reverse CAT CAG TCC GGA GAC CAT GC 64 °C

Nach der Ableitung wurden die Primer auf Monoklonalitat getestet. Dies ist notwendig, um
sicherzustellen, dass ein Primerpaar nur an ein spezifisches, den Zielorganismus
charakterisierendes Gen bindet. Dabei wurden differentielle enzymatische Verdaue von
individuellen PCR-Produkten mit verschiedenen Endonukleasen eingesetzt und mit den
theoretisch zu erwartenden Schnittmustern des Zielgens verglichen. Nur den Erwartungen
entsprechende Schnittmuster ohne weitere Fragmente kdnnen als monoklonal, also
spezifisch, gewertet werden. Beispielhaft ist hier das Fragmentmuster eines spezifischen
PCR-Produktes fur das Isolat AJA 112, identifiziert als Euryarchaeota, mit dem Enzym Hpa I/

im Vergleich zu den theoretisch erwarteten Fragmenten dargestellt.
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Abbildung 3.1: links: Verdaumuster von Euryarchaeota (AJA 12)-PCR-Produkten mit
Hpa Il ermittelt mit MultiNA; rechts: theoretisches Schnittmuster ermittelt durch
pPDRAW32.

Das Fragment, das in der Gesamtlange 531 bp entspricht, wird in die drei erwarteten
Fragmente geschnitten. Die Fragmente mit 6 und 8 bp-GroéRRe entsprechen wahrscheinlich
den Primern, da der Verdau direkt aus dem PCR-Produkt erfolgte. Die Vergleiche aller
entwickelten Primerpaare zwischen theoretischen und realen Verdauen sind im Anhang (vgl.
Abbildung 7.1 - Abbildung 7.9) dargestellt.

Die Stringenz, die durch den Anteil falsch gepaarter Basen einen Anhaltspunkt fir die
Spezifitat von FISH-Sonden liefert, liegt bei dem allgemeinen Archaeenprimer nur bei 20 %.
Nach Lang sind Stringenzen unterhalb von 70 % nicht spezifisch und sinnvoll, was ebenfalls

die Unspezifitat des Primers bestatigt (Lang, 2006).

Sonderfall Methanosaeta concilii

Erganzend zu den selbst erstellten Primern wurde ein aus der Literatur bekanntes
Primerpaar untersucht, das als spezifisch fir Methanosaeta concilii beschrieben ist (Yo et al.,
2005). Dieser zusatzliche Primer beruht auf verschiedenen Literaturquellen, die M. concilii
als dominante Archaee in verschiedenen Biogasanlagen identifiziert haben (Raskin et al.,
1994; Leclerc et al., 200; Klocke et al., 2008; Zhang et al., 2011). Bei einer UberprUfung der
urspringlich von Julicher (2010) verwendeten Primer gegen die 16S rRNA-Gene dieses
Organismus konnte im nachhinein festgestellt werden, dass diese zur Amplifikation dieser
Gene und damit zur Detektion von M. concilii ungeeignet waren. PCR-Analysen der isolierten
genomischen DNA von Julicher wiesen diesen Organismus jedoch zweifelsfrei nach, so dass
er nachtraglich ebenfalls in die Liste der relevanten Organismen aufgenommen wurde.

Weitere Organismen wurden nicht erganzt.

40



Ergebnisse

3.1.3 Analyse der raumlichen Verteilung der prozesstragenden
Organismen mittels FISH

Ahnlich zu den spezifischen Primern wurden fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden zum
Nachweis der rRNA in Zielorganismen abgeleitet und zum direkten, mikroskopischen
Nachweis der Zielorganismen verwendet. Mittels FISH konnten einzelne Organismen im
naturlichen Habitat direkt nachgewiesen werden. Diese Sonden sind komplementar zur Ziel-
RNA und kbénnen mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert sein, um
verschiedene Organismen in einer Probe parallel untersuchen zu kénnen.

Die Optimierung der Methode, insbesondere hinsichtlich Fixierung, Permeabilisierung
und Hybridisierungsbedingungen, erfolgte zunachst an Reinkulturen mit gruppenspezifischen
Sonden (Bakterien und Archaeen) in der Diplomarbeit von Mader (2009). Im Weiteren
wurden die spezifischen Sonden fur die identifizierten Zielorganismen ebenfalls im Rahmen
einer Abschlussarbeit getestet und zum visuellen Nachweis der Organismen in
Originalproben aus der Laborbiogasanlage eingesetzt (Schiffer et al., 2011). Die analog zu

den PCR-Primern designten spezifischen Sonden sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Tabelle 3.4:  Ubersicht iiber spezifische FISH-Sonden.

Zielorganismus Sonde mit Label Sequenz (5" nach 37)

Bacteroidetes AJB 110-Cy 3 AGG GAA GGG GCATCTCTGC
Bacteroides AJB 109-Cy 3 GAT GTC GGT ATT TGG AGA CAG A
Firmicutes sp. AJB114-Cy 3 CTG GAT AGG TTG TAT TGG GCC
Mollicutes AJB 101-Cy 3 AGC TCT ACC TCACGG TTT TGC
Cloacamonas sp. AJB 104 - Cy 3 CTT TTATAT GTG AGC AGT GCT TC
Crenarchaeota AJA8-11-Cy 3 GCC GTA GCT GGC TAAGTY AG
Euryarchaeota AJA12-Cy3 GGG CCG TAG CCTGTCTTG TA
Methanomicrobiales AJA1-Cy3 CAT CAG TCC GGA GAC CAT GC

Alle spezifischen eigens designten Primer und die spezifischen Primer flr M. concilii wurden
mit dem roten fluoreszierenden Cy 3 markiert, die allgemeinen Sonden hingegen mit dem
grun fluoreszierenden Rhodamin green, um im Weiteren die raumliche Verteilung
untersuchen zu konnen.

Fur alle spezifischen Primer wurden individuelle Protokolle unter Verwendung von
frischen Originalproben aus dem Laborfermenter erstellt. Beispielhaft sind hier (vgl.
Abbildungen 3.2 und 3.3) Bildausschnitte dargestellt, die solche Proben zeigen und mit

verschiedenen Sonden untersucht wurden.
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Abbildung 3.2: Mikroskopische Aufnahme einer Fermenterprobe (1:4 verdiinnt);
1: lichtmikroskopische Phasenkontrastaufnahme; 2: mit allgemeiner Archaeensonde
Rhodamin green (griin) markiert; 3: mit spezifischer Mollicutes-Sonde (AJB 101) - Cy 3
(rot) markiert; 4: Uberlagerung der Aufnahmen 2 und 3.

Abbildung 3.2 zeigt vier identische Ausschnitte einer Probe aus der Laborbiogasanlage. Im
ersten Ausschnitt ist die Probe mit 1.000-facher VergréRerung gezeigt. Es sind verschiedene
Strukturen erkennbar, die jedoch nicht eindeutig in Pflanzen- bzw. Faserreste oder
Mikroorganismen eingruppiert werden kénnen. Aufnahme zwei ermdglicht, alle Archaeen zu
lokalisieren, wobei eine inhomogene Verteilung in der Probe erkennbar ist. Die zumeist
runden und kokkenférmigen Organismen liegen oft in Gruppen zusammen, wohingegen die
intensiv  leuchtenden Stellen zumeist Autofluoreszenzen von Pflanzenteilen sind.
Abbildungsausschnitt drei, die die Verteilung der Mollicutes zeigt, weist einige, zumeist
diploide Kokken auf. Die Uberlagerung der Ausschnitte (Aufnahme vier) verdeutlicht, dass
Archaeen und diese Bakterien sehr dicht beieinander liegen und teilweise sogar direkten
Kontakt aufweisen. Es ist deutlich erkennbar, dass trotz des hohen Schwebstoffgehaltes und
einer nicht zu vernachlassigenden Eigenfluoreszenz des Untersuchungsmaterials die

Zielorganismen deutlich sichtbar gemacht werden konnten.
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Abbildung 3.3: Mikroskopische Aufnahme einer Fermenterprobe (1:4 verdiinnt);
1: lichtmikroskopische Aufnahme; 2: mit allgemeiner Bakteriensonde Rhodamin green
(griin) markiert; 3: mit spezifischer Euryarchaeota-Sonde (AJA 12) - Cy 3 (rot) markiert; 4:
Uberlagerung der Aufnahmen 2 und 3.

Die Bildubersicht aus Abbildung 3.3 zeigt eine weitere Probe. Die lichtmikroskopische
Aufnahme (Ausschnitt 1) ermoglicht, genau wie die lichtmikroskopische Aufnahme von
Abbildung 3.2, keinerlei Aussage uber die Art und Menge der in der Probe vorhandenen
Organismen. Die Aufnahme mit der allgemeinen Archaeensonde (2) gibt einen Uberblick
uber die Verteilung der gesamten Archaeen. Die spezifische Sonde im dritten Bildausschnitt
zeigt kaum definierte Organismen. Die Uberlagerten Ausschnitte (4) lassen auch hier wieder
vermuten, dass Bakterien und Archaeen aufgrund der Syntrophie eng nebeneinander liegen.
So ist besonders aufféllig, dass die grinen rundlichen Euryarchaeota haufig an den roten
fadenférmigen Bakterien angelagert sind.

Anhand der bildgebenden Auswertung tber FISH wurde die Haufigkeit der einzelnen
Arten geschatzt. Im Folgenden (vgl. Abbildung 3.4) ist dies fur den Laborfermenter
dargestellt. Einige Protokolle wurden in dieser Zeit erst etabliert, so dass die Daten zu
Beginn nicht komplett sind. Es bleibt aber festzuhalten, dass die Haufigkeit der Organismen,

zu deren Auswertung nur Bildausschnitte ausgewertet werden kénnen, mittels FISH nur grob
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geschatzt werden kann, da sie sehr stark ausschnitt-, proben- und auch betrachterabhangig
ist (Amann et al., 1995).
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Abbildung 3.4: Abgeschatzte Haufigkeiten der dominanten Organismen in zu
verschiedenen Zeitpunkten genommenen Proben des Laborfermenter, wobei selten 0 - 2,
maRig 3 - 6 und haufig mehr als sechs Organismen pro Bildausschnitt entspricht.

Die untersuchten Bakterien wiesen unterschiedliche Haufigkeiten auf. Bacteroidetes und
Firmicutes sp. lagen nur selten vor, Mollicutes zeigte Uber den untersuchten Zeitraum die

grofdte Prasenz. Alle untersuchten Archaeen waren abundant.

3.1.4 Quantifizierung der prozesstragenden Organismen mittels rt PCR
Nachdem durch FISH der Nachweis und eine raumliche Abschatzung der prozesstragenden
Organismen ermdglicht wurde, sollte mit der real time PCR eine zuverlassige Methode zur
Quantifizierung der Zielorganismen etabliert werden. Dazu wurde verschiedenen Anlagen
Material entnommen und zur Praparation genomischer DNA eingesetzt. Diese DNA diente
dann als Template in rt PCR mit den organismenspezifischen Primern. Durch die parallele
Amplifikation des Zielgens unter Verwendung des klonierten Zielgens in einem Vektor konnte
die Zahl der Kopien in den DNA-Isolaten mit der bekannten Kopienanzahl des Plasmids
berechnet werden. Die Quantifizierung erfolgte flr jedes Primerpaar Uber eine
Plasmidverdunnungsreihe (vgl. 2.1.4 Quantifizierung der Organismen mittels real time PCR,
S. 24). Diese diente neben der Abschatzung der Nachweisgrenzen zur Ermittlung der Ci-
Werte. Beispielhaft sind hier die Kurvenverlaufe der Fluoreszenzintensitat gegen die
Zyklenanzahl (siehe Abbildung 3.5) fir Methanomicrobiales (AJA 1) dargestellt.
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Abbildung 3.5: Amplifikationen von fiinf Standardkonzentrationen in
Dreifachbestimmung von Methanomicrobiales (AJA 1) sowie einer Negativkontrolle
(gelb) mit dem automatisch kalkulierten Treshold (orange).

Zur Erstellung der Standardgeraden ist neben den ermittelten Ci-Werten die Anzahl der
Plasmidkopien zu Beginn nétig (Rutledge, 2003). Diese wurde aufgrund der bekannten
Daten wie der Plasmidkonzentration und der Fragmentlange wie folgt (siehe Formel 3.1,

Formel 3.2 und Formel 3.3) berechnet:

M _ 1 g * Fragmentlange (bp)
Fragment™ "4 52 pmol * 1000 bp

Formel 3.1: Formel zur Berechnung der Molmassen der spezifischen DNA-Fragmente.

rT‘Fragment (Ug)
IVIFragment (”g/meI)
Formel 3.2: Formel zur Berechnung der Stoffmenge.

r]Fragment=

Anzahl (Kopien)=ngqagment” Avogradrokonstante

Formel 3.3: Formel zur Berechnung der Fragmentanzahl.

Anhand dieser Daten wurden fir jedes Primerpaar Standardgeraden erstellt, indem die Ct-
Werte gegen den Logarithmus der Templatezahl (Anzahl der Kopien in der Probe zu Beginn)
aufgetragen wurden. Beispielhaft ist im Folgenden (Abbildung 3.6) die Ermittlung der
Standardgeraden mit einem Korrelationskoeffienten R? = 0,99 fir die Methanomicrobiales

dargestellt.
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y = -3,434x + 39,807
" \ R2= 0,9908
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Abbildung 3.6: Darstellung der C-Werte der Standardkonzentrationen gegen die
logarithmische Anzahl der Kopienzahl am Beispiel von Methanomicrobiales (AJA 1).

Die Berechnung der Effizienz der PCR wurde mit Hilfe der Formel (vgl. Formel 3.4) aus der

Steigung m berechnet (Larionov et al., 2005).

1
E= 107 -1

Formel 3.4: Formel zur Berechnung der PCR-Effizienz (Larionov et al., 2005).

Als Kontrolle wurde im Anschluss immer eine Schmelzkurve erstellt, wie in Abbildung 3.7
ersichtlich.
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Abbildung 3.7: Bestimmung der Schmelzpunkte der PCR-Produkte durch das Auftragen
der Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur.

Die Schmelzkurven zeigen die Temperatur an, bei welcher die Doppelhelix des PCR-
Produktes aufschmilzt und bieten somit eine Kontrolle, ob ein Signal von Primerdimeren oder
vom tatsachlichen PCR-Produkt des Zielgens herrihrte. Die PCR-Zielprodukte der
spezifischen Primer denaturieren je nach Lange und GC-Gehalt bei ca. 90 °C, wahrend

Primeroligomere deutlich geringe Schmelztemperaturen aufweisen.
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In Tabelle 3.5 sind die gefundenen Geradengleichungen fir die Quantifizierung
unterschiedlicher Zielsequenzen zusammengefasst. Kurvenverldufe und graphische
Auftragungen der Standardgeraden aller Primer sind im Anhang gezeigt.

Tabelle 3.5:  Ubersicht uiber die Standardgeradengleichungen, die

Korrelationskoeffizienten und die PCR-Effizienzen, erzeugt durch
spezifische Primer und bekannte Konzentrationen der Plasmide.

Zielorganismus Standardgeraden- Korrelations- Effizienz
gleichung koeffizient (%)
Bacteroidetes y =-4,430 x + 58,353 0,997 67,3
Bacteroides y =-3,294 x + 37,713 0,998 101,3
Firmicutes sp. y =-3,335 x + 37,143 0,999 99,5
Mollicutes y =-3,555 x + 38,320 0,997 91,2
Cloacamonas sp. y =-3,541 x + 39,676 0,998 91,6
Crenarchaeota y =-3,637 x + 43,855 0,997 88,4
Euryarchaeota y =-3,601 x + 40,769 0,999 89,5
Methanomicrobiales y =-3,434 x + 39,807 0,991 95,6
Methanosaeta concilii y =-3,524 x + 41,686 0,996 92,2

Die Ci-Werte einzelner Proben wurden fir y in die jeweilige Geradengleichung des
spezifischen Standards eingesetzt, um die in den DNA-Isolaten enthaltenen Kopienanzahlen
n als x-Wert fur einzelne Zielgene zu ermitteln. In den folgenden Abbildungen wird die
Anzahl der berechneten Templates sowohl auf 100 % PCR-Effizienz umgerechnet und auf
1 ng isolierte genomische DNA bezogen. Somit ist eine Vergleichbarkeit der einzelnen
Kopienzahlen fur die verschiedenen 16S rRNA-Gene mdglich. Es muss aber bertcksichtigt
werden, dass daraus nicht direkt auf die Zahl der vorhandenen Organismen geschlossen
werden kann, da verschiedene Organismen signifikant unterschiedliche Kopienanzahlen fir
rRNA-Gene haben.

Vergleich der Datenbank-Resultate mit real time PCR-Haufigkeiten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Verfahren eingesetzt, um die
Haufigkeit unterschiedlicher Organismen in Proben zu ermitteln: Zunachst wurden
individuelle 16S rRNA-Gene mittels PCR amplifiziert, klonal isoliert und ihre Abundanz in der
Probe quantifiziert (Julicher, 2010). Danach wurden zielspezifische Primer zur
Quantifizierung der Templates in derselben DNA mittels real time PCR eingesetzt, um
ebenfalls eine Abschatzung der Haufigkeit zu ermdglichen. Zur Validierung der Ergebnisse

konnten diese Ergebnisse nun miteinander verglichen werden (vgl. Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Vergleich der Methoden Gendatenbank und rt PCR beziiglich der
prozentualen Haufigkeit der identifizierten Klone (' Bakterienklone, ® Archaeenklone),
bzw. der Kopienanzahlen ( m), ergdnzt mit dem Vergleich der Verhéltnisse Kopien zu
Klone zueinander ( ).

Der Vergleich der Probe bezieht sich auf das Verhaltnis der identifizierten Klone der
Datenbank, getrennt nach Bakterien und Archaeen und die Kopienanzahl, ermittelt durch
rt PCR. Ein prozentualer Vergleich der Haufigkeiten, der eine direktere Ubersicht gegeben
hatte, konnte aufgrund der fehlenden Daten der rRNA-Haufigkeiten in den jeweiligen
Organismen nicht erfolgen. Die Haufigkeiten variieren je nach Organismus zumeist zwischen
vier und 20 Genen.

Anhand der Grafik (Abbildung 3.4) wird jedoch dennoch deutlich, dass bei den
Bakterien die Haufigkeiten der untersuchten Organismen Ahnlichkeiten aufweisen, was bei
den Daten der Archaeen nicht der Fall ist. Somit kann davon ausgegangen werden, dass bei
den Bakterien beide Methoden, sowohl die Datenbankerstellung als auch die real time PCR,
reproduzierbar die Mikrobiologie im Fermenter abbilden kdnnen. Da dies aber bei den
Archaeen nicht der Fall ist, ist der Unterschied wahrscheinlich in der Auswahl der
allgemeinen Primer im ersten Schritt der Datenbank begrindet. Diese beeinflusst die
Datenbank in hohem MalRe. In dem hier untersuchten Fall kann davon ausgegangen werden,
dass der allgemeine bakterielle Primer die Verhaltnisse im Fermenter gut widerspiegelt, der
Archaeenprimer jedoch nicht. Um dies von vornherein auszuschlielen, ist es sinnvoller,
Datenbanken eventuell anhand von zwei oder drei allgemeinen Primern zu erstellen.

Somit ist auch zu erklaren, warum der in der Literatur als dominant beschriebene
Organismus Methanosaeta concili in der Datenbank nicht nachgewiesen wurde. Im
nachhinein wurde festgestellt, dass die als allgemeine Archaeenprimer beschriebenen
Sequenzen nicht komplementar zu M. concilii sind. Eine Vorauswahl in einer Datenbank
geschieht somit je nach Primerauswahl, wodurch unter Umstadnden so selbst dominante
Gruppen nicht erfasst werden koénnen. Die Literatur weist keine weiteren dominanten

Gruppen auf, die zusatzlich zu den analysierten hatten bericksichtigt werden mussen.
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3.1.5 Analysen des Laborfermenters
Physikalisch chemische Analysen

Die Uberwachenden Analysen des 10 L-Laborfermenters erfolgten zeitnah, jedoch offline. Im
Folgenden (vgl. Abbildung 3.9) sind die pH-Werte und die Redoxpotentiale Uber den
Zeitraum von Marz 2009 bis September 2011 dargestellt.
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Abbildung 3.9: Graphische Darstellung des pH-Wertes ( #) und der Redoxpotentiale ( =)
des Laborfermenters aufgetragen gegen den Untersuchungszeitraum. Die gepunkteten
Linien () zeigen Chargenwechsel der verwendeten Giille, die gestrichelte Linie (--)
zeigt den Zeitpunkt eines Lieferantenwechsels fiir die Giille an.

Auffallig ist ein Anstieg der Redoxpotentiale Uber das gesamte Jahr 2010 mit
anschlieRendem kontinuierlichen Abfall in 2011. Die Werte liegen, abgesehen von seltenen
einzelnen Ausnahmen, unter -300 mV, was als Grundvoraussetzung der Methanogenese gilt
und somit zu erwarten war. Zu Beginn und zum Ende der Untersuchungen lag der pH-Wert
bei ca. 7,8, zwischenzeitlich fiel er ab und lag im Minimum bei 7,3. Dieser entgegengesetzte
Trend von Redoxpotential und pH-Wert ist chemisch erklart.
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Die zeitliche Entwicklung der Pufferkapazitat und des
Abbildung 3.10 dargestellt.

50

FOS/TAC-Verhaltnisses

25 ey

0.4

Pufferkapazitat /mol/L

Dl:lll‘llll‘ﬂlllllll

0,2

FOSITAC

IF: | ‘1 i 0

Mrz. 09 Jul. 09 Okt. 09 Jan. 10 Mai. 10 Aug.10 Nov. 10

Abbildung 3.10: Graphische Darstellung der Parameter Pufferkapazitit (®) und FOS/TAC
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( #) des Laborfermenters aufgetragen gegen den Untersuchungszeitraum. Die
gepunkteten Linien () zeigen Chargenwechsel der verwendeten Giille, die gestrichelte
Linie (--) zeigt den Zeitpunkt eines Lieferantenwechsels fiir die Giille an.
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Die Entwicklung der Pufferkapazitat ergibt sich, wie chemisch nicht anders zu erwarten war,

aus den zuvor gezeigten Verlaufen des Redoxpotentials und des pH-Wertes. Das FOS/TAC-

Verhaltnis bleibt weitestgehend konstant, was fur einen wenig sensitiven Parameter spricht.

Die Gasbildungsraten, im Folgenden immer pro 24 h aufgetragen, (siehe Abbildung

3.11) wurden bis August 2010 von der kompletten Anlage anhand eines Trommelgaszahlers

erfasst und ab November 2010 durch die Messung mittels Milligascounter ersetzt. Ab diesem

Zeitpunkt konnte bezlglich der Gasbildungsrate zwischen Fermenter und Nachgarer

unterschieden werden.
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Abbildung 3.11: Graphische Darstellung der Gasbildungsrate der gesamten Anlage ( &),
des Fermenters (#) und des Nachgarers ( B)aufgetragen gegen den
Untersuchungszeitraum. Die gepunkteten Linien (.....) zeigen Chargenwechsel der

verwendeten Giille, die gestrichelte Linie (-_) zeig

t den Zeitpunkt eines

Lieferantenwechsels fiir die Giille an.
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Auffallig in der Grafik ist der starke Anstieg der Gasbildungsrate nach dem Wechsel des
Gullelieferanten. Diese hohe Ausbeute hielt nicht dauerhaft an, sondern fiel langsam auf
kontinuierliche 15-16L/24 h ab. Die Moglichkeit der differenzierten Erfassung der
Gasausbeuten zeigt deutlich, dass ca. 90 % des gebildeten Gases im Fermenter entsteht
und somit das Substrat trotz geringer Verweilzeit hauptsachlich dort ausgart.

Die dominanten Organismen im Laborfermenter sind im Folgenden von Sommer
2009 bis Sommer 2011 dargestellt (Abbildung 3.12 und Abbildung 3.13). Aufgrund der

groBen Datenmenge und zur besseren Ubersicht sind Bakterien und Archaeen getrennt

aufgeflhrt.
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Abbildung 3.12: Kopienanzahl dominanter Bakterien ( Bacteroidetes, — 4 -
Bacteroides, Firmicutes sp., —#— Mollicutes und ——&—- ,,Candidatus

Cloacamonas sp.“) pro ng DNA-Isolat des Laborfermenters aufgetragen gegen den
Untersuchungszeitraum (Sommer 2009 bis Sommer 2011). Die gepunkteten Linien (........)
zeigen Chargenwechsel der verwendeten Giille, die gestrichelte Linie (--) zeigt den
Zeitpunkt eines Lieferantenwechsels fiir die Giille an.

Die Haufigkeit der Bakterien variiert Uber die Zeit und weist Kopienanzahlen von 100 bis
1*10” pro ng DNA auf. Die Verhaltnisse der Spezies untereinander verlaufen ahnlich. So ist
die Gruppe Bacteroidetes immer die dominanteste; ,Candidatus Cloacamonas sp.“ und
Mollicutes sind die subdominantesten Gruppen, wobei ,Candidatus Cloacamonas sp.“ sehr

in der Haufigkeit variiert.
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Abbildung 3.13: Kopienanzahl dominanter Archaeen (

Crenarchaeota, --a--

Euryarchaeota,

Methanomicrobiales und -+- M. concilii) pro ng DNA-Isolat des

Laborfermenters aufgetragen gegen den Untersuchungszeitraum (Sommer 2009 bis
Sommer 2011). Die gepunkteten Linien (.....) zeigen Chargenwechsel der verwendeten
Giille, die gestrichelte Linie (-_) den Zeitpunkt eines Lieferantenwechsels fiir die Giille

an.

Anhand der Grafik (Abbildung 3.13) wird deutlich, dass die Abundanz der Archaeen
hinsichtlich der Dominanz im Laborfermenter genau wie bei den Bakterien Schwankungen
unterliegt, die bei den Archaeen jedoch geringer ausfallen. Sie liegen bezlglich ihrer
Kopienanzahlen, bezogen auf ein ng Isolat, zwischen 500 und 1*10° Kopien pro ng DNA. Die
Gruppe der Euryarchaeota weist den grof3ten Schwankungsbereich auf und verlauft parallel
zum ,Candidatus Cloacamonas sp.”. Im Jahr 2009 wurden sie wesentlich haufiger detektiert

als im Untersuchungszeitraum von Ende 2010 bis 2011.

3.1.6 Untersuchung von Grof3anlagen
Im Weiteren wurden unterschiedlichste Typen von Grofdanlagen analysiert (Abbildung 3.14).
Die Auswahl der Anlagen basierte auf den jeweils verwendeten Fltterungsstrategien, wobei
die Substrate, einmal eine Gille/Maismischung mit durchschnittlich %5 Gille und %
Maissilage, bei der zweiten Anlage nur Maissilage und die Dritte nur Zuckerriibensilage
nutzen. Alle Anlagen liefen am Tag der Probenahme in stabilem Prozess ohne
Auffalligkeiten. Die Auswahl von drei Anlagen, die ohne Verfolgung der zeitlichen Anderung
einmalig analysiert wurden, diente einer Abschatzung der Variationsbreite der Organismen-

zusammensetzung, die durch verschiedene Betriebsweisen hervorgerufen werden.

52



Ergebnisse

1,E+06

1 E+03 -

Kopien pro ng DNA

II T I . T II T II T - T I[
& & & N
) F &

: : :
] 2] . & 8
@ 2
& X o 3§ g £ o
& o N S <
o © © e} .
§ & 2 2 & &
& & & {0}(‘\ e
(_}0 &) 2

Abbildung 3.14: Kopienanzahl dominanter Organismen pro ng DNA-Isolat aus Proben
verschiedener GroBanalagen, die mit unterschiedlichem Substrat betrieben wurden
(m '; Rindergiille und %5 Maissilage; m 100 % Maissilage;

100 % Zuckerriibensilage).

Alle aus der Laboranlage identifizierten Organismengruppen konnten in den Anlagen
nachgewiesen werden. Der Vergleich zeigt klare Unterschiede hinsichtlich der relativen
Abundanz einzelner Gruppen, aber auch Gemeinsamkeiten, vor allem im Hinblick auf die
Dominanz. Die beteiligten Archaeen Methanomicrobiales und Methanosaeta concilii sowie
das Bakterium Bacteroidetes liegen ahnlich haufig und dominant vor. Auffallig ist, dass die
garenden Organismen Firmicutes sp. und Mollicutes vor allem in den Anlagen ohne Giille

nur in geringer Anzahl vorlagen.

3.2 Parallelfermenteranlage

3.2.1 Aufbau einer Parallelfermenteranlage
Fir den Aufbau wurden Fermenter fir die Nassfermentation mit zylinderférmiger Struktur
gewahlt (Weiland, 2010). Zur Durchmischung wurde eine zentrale Ruhrwelle in jeden
Fermenter implementiert. Der Durchmesser der Ruhrwerke ist mit ca. % des
Fermenterdurchmessers etwas grofer als Ublich dimensioniert. Laut Literaturwerten ist fur
diesen Ruhrertyp ein optimales Verhaltnis von 0,33 - 0,5 bezuglich Ruhrerdurchmesser zu
Fermenterdurchmesser angegeben (Storhas, 1994). So ware auch ein Einbau kleinerer
Ruhrer theoretisch mdglich gewesen. Aufgrund der Anordnung sehr weit unten im Fermenter
schien aber ein Ruhrer mit grolerem Durchmesser zweckmafiger. Ergédnzend zum Ruhrer
wurde die Durchmischung durch eine gréRtmdogliche Entfernung zwischen Futterung und
Uberlauf erreicht. Die Futterung in diesem System erfolgt von unten, der Uberlauf befindet
sich oben am FlUssigkeitsspiegel. Als Elektroden wurden speziell fir den Prozess
modifizierte Systeme genutzt. Die Substratzufuhr musste aufgrund der geringen
Dimensionen der Zu- und Ablaufe mit gesiebter Giille erfolgten, um Verstopfungen zu

verhindern. Dies bewirkte eine leicht veranderte Matrix, da Faserbestandteile nicht in den
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Prozess eingetragen wurden (vgl. Jorres, 2010). Im miniaturisierten System mussten
diesbezlglich Kompromisse eingegangen werden. Die Regelung und Steuerung, die von
Werner und Reimann (Reimann, 2011) entwickelt wurde, erfolgte Uber die LabVIEW-
Software. Somit war eine individuelle Datenaufnahme und Steuerung der Sollparameter
Temperatur und Rihrgeschwindigkeit und der Elektroden (pH-Wert und Redoxpotential) und
Gasanalytik kontinuierlich moglich.

Bevor die Anlage in Versuchsphasen betrieben wurde, wurden alle Einzelparameter
ausfuhrlich getestet. Neben einer kontinuierlichen Gaserfassung hinsichtlich Qualitat und
Quantitdt wurde auch eine automatisierte Futterung verwirklicht. Die Temperaturregelung
ermdglichte eine schnelle und genaue Temperierung, auch nach der Zugabe von nicht
vorgewarmter Gulle. Die maximalen Schwankungen lagen bei +1,5°C. Die optimalen
Betriebsparameter wurden spezifisch fur die Anlage untersucht und werden im Folgenden

dargestellt.

Abbildung 3.15: links: Aufbau eines einzelnen Fermenters; rechts: Aufbau der sechsfach
Parallelanlage mit Elektroden: A: Riihrwelle; B: Gaskiihler; C: Sauerstoffelektrode; D:
Temperatursensor; E: Redoxelektrode; F: pH-Elektrode; G: Heizmatte, H: Uberlauf;

I: Gasanalytik; J: Fermenter, K: Panel-PC, L: Schaltkasten.

3.2.2 Optimale Betriebsweise fur das Parallelfermentersystem

Nachdem die sechsfache Parallelanlage aufgebaut worden war, wurde sie aufgrund ihrer
optimalen Betriebsparameter untersucht. Zuerst erfolgten Tests beziglich der maximalen
Futterungssteigerung. Die Futterung setzte ein, wenn die Gasqualitdit 50 % Methan
Uberschritten hatte. Diese Untersuchungen ergaben, dass eine Futterungssteigerung, die
0,2 kg oTS/m**d Uberschreitet, den Prozess negativ beeinflusst. Daher wurde festgelegt,
dass in allen folgenden Versuchen die Fermenterfuttermengen schrittweise um
0,2 kg oTS/m**d erhéht werden sollten, bis die jeweilige Zielfaulraumbelastung erreicht war.

Im zweiten Versuchsansatz wurde die optimale Faulraumbelastung fir das System
untersucht. Beim ersten Teil dieses Versuchsansatzes erfolgten die Untersuchungen in

einem groRen Bereich zwischen 0 und 21 kg oTS/m**d, wobei jeder Fermenter mit einer
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unterschiedlichen Belastung gefahren wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse, die auf ein
Optimum zwischen 7 und 14 kg oTS/m*d hindeuteten, wurde der Bereich weiter eingegrenzt
und in einem zweiten Versuchssatz jeweils in Doppelbestimmung die Belastungen
8, 10 und 12 kg oTS/m**d getestet. Hierbei stellte sich eine Faulraumbelastung von
10 kg oTS/m**d als fiir das System optimal heraus. Somit wurde diese Faulraumbelastung
als Standard fur dieses System definiert.

Nach den gewonnenen Erkenntnissen wurde der Einfluss der Temperatur bei
konstanter optimaler Faulraumbelastung untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass ein
Temperaturbereich von 37 bis 40 °C einen konstanten Prozess mit guter Gasausbeute
darstellt. Fur die weiteren Versuche wurde eine Temperatur von 37 °C festgelegt.

Zusammenfassend ergaben die Vorversuche, dass die Fermenter zum optimalen
Betrieb mit einer Raumbelastung von 10 kg oTS/m®*d, aufgeteilt auf sechs Fiitterungen pro
24 h, kontinuierlicher Durchmischung und 37 °C betrieben werden sollten. Zusatzlich konnte
gezeigt werden, dass die parallel betriebenen Fermenter auch parallele Kurvenverlaufe
bezlglich aller Parameter aufzeigten. Die ausfihrlichen Analysen, auch hinsichtlich der on-
und offline-Parameter wie pH-Wert, Redoxpotential, FOS/TAC-Verhaltnis etc., sind in den

Arbeiten von Niklas Jorres (2010) und Florian Jansen (2011) dargestellt und erlautert.

3.2.3 Einfluss von Fettsauren auf den Anlagenbetrieb

Punktuelle Zugaben von Fettsdure

Die Untersuchungen des Einflusses von Fettsauren erfolgten in Form einer gezielten
Konzentrationserhéhung durch Zugabe kurzkettiger organischer Fettsauren. Die folgenden
Graphen (Abbildung 3.16 — 3.18) zeigen die Verlaufe von zwei Fermentern, denen an Tag
sieben 150 mmol/L Acetat bzw. 50 mmol/L Butyrat und an Tag 14 300 mmol/L Acetat bzw.
100 mmol/L Butyrat zugesetzt worden waren. In Abbildung 3.16 sind die Methan- und
Kohlendioxidkonzentrationen als Stundenmittelwerte und die Gasmengenwerte als
Summenparameter Uber 24 h abgebildet. Die Zugabezeitpunkte sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Die Daten des Kontrollifermenters, der Uber den Untersuchungszeitraum

konstante Werte aufzeigte, sind im Anhang dargestellt (vgl. Abbildung 7.21).
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Abbildung 3.16: Entwicklung der Gasbildungsraten (——) und Gasqualitaten

( Methan ---=--- und CO,

) wahrend der Zugaben von Acetat bzw. Butyrat.

Die Pfeile zeigen die Zugabezeitpunkte (—) an.

Die Zugabe von Acetat bewirkt einen zeitverzdgerten Anstieg in der Gasbildungsrate,
gepaart mit einer geringen Verbesserung der Gasqualitdt. Einen direkten starken Anstieg
des produzierten Gasvolumens erzeugten die Butyratzugaben bei geringem Anstieg des
Methangehaltes.

Die real gemessenen Fettsdurekonzentrationen aus den Uberldufen der Fermenter
wurden Uber HPLC ermittelt und sind in Abbildung 3.17 dargestellt.
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Abbildung 3.17: Gemessene Konzentrationen der fliichtigen organischen Fettsauren
(—e— Acetat, — ® - Propionat, ---®- Butyrat, Isobutyrat) wahrend der Zugaben von
Acetat bzw. Butyrat. Die Pfeile zeigen die Zugabezeitpunkte (—) an.

Die analysierten Fettsauren Acetat, Propionat, Butyrat und Isobutyrat zeigen im
Kontrollifermenter geringe Konzentrationen auf gleichbleibend niedrigem Niveau (Abbildung
7.21, S. XXXIV). Die Acetatzugaben zeigen eine zligige Abnahme des zugesetzten Acetats
und ein Normalniveau nach drei Tagen. Wahrend der Abnahme des Acetats stiegen die
Konzentrationen des Butyrats transient und des Propionats persistent an. Anhand der Werte
der Butyratzugaben ist ebenfalls eine schnelle Abnahme der zugegebenen Saure messbar.
Es konnte daraufhin ein starker Anstieg der Acetatkonzentration bestimmt werden. Ebenfalls
stiegen die Konzentrationen von Isobutyrat und Propionat an.

Uber den gleichen Zeitraum sind im Folgenden die dominanten Organsimen des
Prozesses anhand |hrer Kopienanzahl pro ng isolierter DNA aufgetragen (Abbildung 3.18).
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Abbildung 3.18: Entwicklung der Haufigkeiten der dominanten Prozessorganismen
( Bacteroidetes, — 4 — Bacteroides, Firmicutes sp., % Mollicutes, ——& —-
,Candidatus Cloacamonas sp.*, Crenarchaeota, Methanomicrobiales und -+-

M. concilii) pro ng DNA-Isolat wahrend der Zugaben von Acetat bzw. Butyrat.
Die Pfeile zeigen die Zugabezeitpunkte (—) an.

Zu Beginn der Versuche waren die untersuchten Organismen in ihrer Abundanz in allen
Fermentern ahnlich und gleichbleibend (vgl. Abbildung 7.21, S. XXXIV). Die Zugaben von
Acetat bewirken kurzzeitige, aber signifikante Anstiege bei Mollicutes, Firmicutes sp.,
Bacteroides und Bacteroidetes. Bacteroides und Bacteroidetes zeigten dies auch bei
Butyratzugaben, wohingegen Methanomicrobiales dort eine grof3e Streuung in den Werten
aufwies. Alle anderen Organismen unterlagen nur den natirlichen Schwankungen der
Analytik.
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Semikontinuierliche Zugabe der Fettsduren

Nach den ersten beiden Zugaben folgte eine Zeit ohne Zugaben, bis die Ausgangswerte
(Nullwerte) wieder erreicht waren (vgl. Abbildung 7.22, S. XXXV). Dem folgte eine
regelmafiige Zugabe im Zeitabstand von 48 h mit 300 mmol/L Acetat bzw. 100 mmol/L
Butyrat. Die Daten dieses Zeitraums sind in den folgenden Abbildungen (vgl. Abbildung 3.19

und 3.20) fur die Versuchsfermenter und im Anhang fur den Kontrollfermenter dargestellt.
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Abbildung 3.19: Entwicklung der Gasbildungsraten (——) und Gasqualitidten

(---=-- Methan und - T CO,) wahrend der semikontinuierlichen Zugaben von Acetat
bzw. Butyrat . Die Pfeile zeigen die Zugabezeitpunkte (—) an.

Die quasikontinuierliche Zugabe von Acetat zeigt nach zwei Zugaben einen konsequenten
Rickgang der Gasbildungsrate. Aufgrund dessen wurde die Zugabe nach funf Zugaben
beendet, um einen kompletten Einbruch der Mikrobiologie zu verhindern. Dem Butyrat
zugefutterten Fermenter zeigt einen enormen Anstieg der Gasausbeute. Bei der Auswertung
ist zu beachten, dass die Achse der Gaserfassung anstatt ein Maximum von 2200 einen
Maximalwert von 2600 mL/d aufweist. Die Gasqualitat erfahrt durch jede Injektion einen
kurzen Einbruch, steigt aber wahrend der Versuchslaufzeit.
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Die im gleichen Zeitraum gemessenen kurzkettigen organischen Sauren sind in Abbildung
3.20 dargestellt.
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Abbildung 3.20: Gemessene Konzentrationen der fliichtigen organischen Fettsduren
(—e— Acetat, - ® - Propionat, ----®- Butyrat, Isobutyrat) wahrend der
semikontinuierlichen Zugaben von Acetat bzw. Butyrat. Die Pfeile zeigen die

Zugabezeitpunkte (—) an.

Der Acetatfermenter wies Uber den Versuchszeitraum keine Auffalligkeiten bezuglich der FS-
Konzentrationen auf. Die Zugabe von Acetat bewirkte eine steigende Konzentration im
Fermenter. Aufgrund des starken Abfalls der Gasbildungsrate wurden die vierte und flinfte
Zugabe aufgrund geringer Gasbildungsraten ausgesetzt. In diesem Zeitraum sank die
Acetatkonzentration. Die  Propionatkonzentration stieg kontinuierlich  Uber den
Untersuchungszeitraum an. Gleiche Tendenzen, jedoch in geringerem Ausmaly, zeigten
auch Butyrat und Isobutyrat. Die semikontinuierliche Zugabe von Butyrat zeigt sich deutlich
in der obigen Abbildung. Entgegengesetzt dazu verlaufen die Konzentrationen von Acetat
und Isobutyrat. Uber den kompletten Untersuchungszeitraum stieg die Konzentration von
Propionat kontinuierlich an.
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Die Haufigkeit der prozesstragenden Organismen in den drei bereits dargestellten

Fermentern sind in den folgenden Abbildungen dargestellt (vgl. Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Entwicklung der Haufigkeiten der dominanten Prozessorganismen
( Bacteroidetes, — 4 - Bacteroides, Firmicutes sp., —%— Mollicutes, ——& —-
“Candidatus Cloacamonas sp.”, Crenarchaeota, Methanomicrobiales und

-+- M. concilii) pro ng DNA-Isolat wiahrend der semikontinuierlichen Zugaben von Acetat
bzw. Butyrat. Die Pfeile zeigen die Zugabezeitpunkte (—) an.

Bei der Betrachtung der Haufigkeit im Vergleich zur ersten Versuchsphase sind keine

gravierenden Anderungen der Mikrobiologie zum Startzeitpunkt und im Kontrollfermenter zu

verzeichnen (Abbildung 7.22, S. XXXV). Die Acetatzugaben rufen einen spontanen Anstieg

an Crenarchaeota und einen Abfall bei Firmicutes sp. hervor. Die Butyratzugabe weist Gber

die Zugaben eine kontinuierliche Abnahme aller untersuchten Organismen auf, im speziellen

jedoch des Garers Firmicutes sp..
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3.3 Sensormessungen

Nachdem ein Uberblick tber die dominanten Prozessorganismen vorliegt, kann die
Entwicklung einer mikroorganismenbasierten Kontrollmethode erfolgen. Dazu wurde
M. concilii als ldikatororganismus ausgewahlt, da dieser in allen Anlagen nachweisbar und
aufgrund seines rein acetoklastischen Stoffwechsels gut fir den pH-sensitiven Sensor
geeignet war. Dessen Stoffwechselaktivitat kann ber den Abbau von Acetat und der daraus

folgenden pH-Wertanderung ausgelesen werden.

3.3.1 Aufbau

Chipaufbau
Der Chip aus der AG Schéning bietet die Moglichkeit einer Differenzmessung. Zur

Realisierung wurde auf die Oberflache ein ca. 160 ym dicker SU-8 Fotolack aufgebracht, der
den Chip umrandete. Zusatzlich wurde ein ca. 1 mm breiter Steg aufgedampft, der so
strukturiert wurde, dass zwei Kammern entstehen. Diese haben jeweils die Flache von
13 x 6 mm (vgl. Abbildung 3.22). Bei Messungen wurden auf der einen Seite die im Gel
immobilisierten Organismen aufgetragen. Die andere Wanne wurde als ,Nullwert® genutzt,
um den Drift des Sensors bestimmen und errechnen zu koénnen. Dort wurde ein

organismenleeres Kontrollgel aufgetragen.

m
13 mm

‘ 6 mm ’

Abbildung 3.22: links: Chipaufbau mit Differenzanordung und Langenangaben, wobei der
Messbereich schwarz dargestellt ist; rechts: Foto eines Chips, der in der linken Kammer
ein Acrylamidgel mit immobilisierten E. coli und in der rechten Kammer ein Kontroligel
beinhaltet (Quelle: AG Schoéning).

Fir anaerobe Messungen wurde eine Apparatur aufgebaut (siehe Abbildung 3.23), die
Messungen der sauerstoffempfindlichen Organismen im Durchfluss ermdglicht. So wurde in
Kooperation zwischen den am Forschungsprojekt arbeitenden Arbeitsgruppen eine
Messzelle konzipiert und in der Werkstatt der FH Aachen gefertigt, die aus Plexiglas modular
zusammengesetzt wird. Als Basis diente eine Kammer mit ca. 17 mL Volumen, in die der
Chip von unten eingebaut wurde. Oberhalb wurden drei Offnungen fiir die Referenz-pH-
Elektrode, die Temperaturerfassung und einen Gasauslass konstruiert. Zusatzlich wurden

zwei seitliche Offnungen, die als Zu- und Ablauf fir Medium dienen, realisiert. Zur
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Temperierung konnte das gesamte System in ein Wasserbad eingesetzt werden, das Uber

einen Temperaturfuhler (Pt 100) reguliert werden kann.

Referenzelekirode

Termperaturttihlzr, Gasauslass, um

Uherdruck zu
WEIMEIden

Auienhbecken zur
+«— TEMpErieung

Karmnmer fir
Pmbelosung\q_;_ =

Schlauchanschluss fr

Chip in Halterun
P g Durchflussmessung

Abbildung 3.23: links: Schematische Darstellung der entwickelten Anaerob-Messzelle mit
den Moglichkeiten der Temperierung, der Durchflussmessung, der Temperaturerfassung
und einer Messstelle fiir die Referenzelektrode (Schumacher, 2009); rechts: Foto der
Messkammer mit Referenzelektrode ohne Becken zur Temperierung
(Quelle: AG Schoéning).

3.3.2 Immobilisierung und Organismenaktivitat
Nach diversen Versuchen zur Fixierung der Organismen wurde als Standardverfahren fur die
Sensormessungen die Einschlussimmobilisierung in einem Acrylamid/Bisacrylamidgel

ausgewahlt.

Test der Organismenverteilung im Gel

Das Acrylamidgel mit E. coli wurde direkt nach dem Auspolymerisieren unter dem Mikroskop
betrachtet (siehe Abbildung 3.24). Zusatzlich wurde es mit Wasser abgespult, um den

Einfluss auf die mechanische Belastung und die Organismen abschatzen zu kénnen.

'_'

Abbildung 3.24: Lichtmikroskopische Aufnahme von in einem Acrylamidgel
immobilisierten E. coli; links: E. coliim Gel direkt nach Immobilisierung; rechts: E. coli
im Gel nach Abspiilen mit Wasser.

Die Verteilung von E. coli im Gel gestaltete sich sehr gleichmafig. Es waren mehrere Lagen
erkennbar. Die Stege und Kanten waren frei von Gel und Organismen. Das Abspulen des
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Gels bewirkte ein Abwaschen der oberen Organismen. Aufgrund dessen wurde zur

Ruckhaltung der Organismen im Gel zusatzlich eine Membran aufgelegt.
3.3.3 Messungen mit Escherichia coli
Zur Uberpriifung und Optimierung des Aufbaus und des Messprinzips wurden Versuche mit

dem Bakterium Escherichia coli durchgefuhrt.

Proof of principle

Die Messung startete mit der Zugabe von zwei Milliliter LB-Medium auf den Tantalpentoxid-
Chip. Nach acht Minuten wurde ein Milliliter E. coli UN-Kultur zugesetzt. Die Potentialverlaufe
und die durchschnittlichen Potentialanderungen pro Zeiteinheit sind in Abbildung 3.25

dargestellt (Werner et al., 2011a).
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Abbildung 3.25: Entwicklung des detektierten Potentials eines LAPS, auf dem E. coli -
Suspensionen mit verschiedenen Konzentrationen (—=—6,0*10°, ===1,2*10"°,
2,4*10"°) E. coli pro mL in LB-Medium aufgegeben waren, dargestellt iiber die Zeit

inklusive der durchschnittlichen Potentialanderungsraten.

Die Verlaufe der Potentiale zeigen zu Beginn ein stabiles Signal. Das Potential andert sich
durch die Zugabe von E. coli auf 25 - 27 mV. Uber die Zeit weisen alle drei Zugaben einen
Potentialabfall auf, der starker ausgepragt ist, je mehr Zellen sich in Lésung befinden. Die
Potentialanderungsraten sind scheinbar in kleinen Zellzahlbereichen linear von der
Anfangszellzahl abhangig. So ist bei der Verdopplung der Zellzahl von 6,010° auf
1,2*10" Organismen im Ansatz eine Verdopplung der Potentialanderungsrate von ca. -0,13
auf -0,26 mV/min zu verzeichnen. Bei weiterer Verdopplung der Zellzahl ist diese Linearitat
nicht mehr vorhanden. Eine lineare Korrelation aufgrund der Zellanzahl ist somit im
Allgemeinen nicht gegeben.

Die Ansauerungsraten a liegen bei der geringsten E. coli-Konzentration bei
5,41*10*H*s'Zelle™, bei der mittleren Konzentration mit 5,19*10*H*s"'Zelle” ahnlich hoch
und bei einer Zellzahl von 2,4*10™ bei 3,60*10*H*s'Zelle ™. Diese Werte weisen im kleineren

Zellkonzentrationsbereich ahnliche Grélkenordnungen auf.
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Test auf Reproduzierbarkeit in Differenzanordnung

Die weiteren Versuche dienten der Realisierung einer Differenzanordnung des Chips, der
Immobilisierung der Organismen auf diesem sowie der Reproduzierbarkeit der Werte. Die
Differenzanordnung wurde, wie in Abbildung 3.22 dargestellt, realisiert. Die Immobilisierung
erfolgte in einem Acrylamidgel. Um alle anderen, nicht den Stoffwechsel der
Mikroorganismen betreffenden Einflusse des Gels auszuschlieBen, wurde auf die
Kontrollseite ebenfalls ein Acrylamidgel aufgetragen. Dies enthielt keine Organismen. Die
Zellzahl von E. coli im Gel betrug 9,47*10°. Die Reproduzierbarkeit wurde durch kurzzeitig
aufeinanderfolgende Messungen nach Erneuerung des Uber den Gelen befindlichen
Mediums untersucht und ist in Abbildung 3.26 dargestellt.
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Abbildung 3.26: Darstellung der Potentialverldufe liber die Zeit mit hdufigem Wechsel des
tiberschichteten Medium; ——: Verlauf des Kontrollgels ohne E. coli; —+—: Verlauf des
mit E. coli immobilisierten Gels; —+=: Potentialdifferenz der Gele; unten: Werte der
Potentialanderungsraten.

Der regelmaRige Medienwechsel ist in der Abbildung durch schwarze senkrechte Linien
dargestellt. Deutlich erkennbar ist der Einfluss des Mediums oberhalb der Gele. Nach jedem
Wechsel zeigen beide Chiphalften einen Anstieg im Potential. Die Abbildung zeigt zusatzlich
eine geringe Potentialdrift im Kontrollgel. Eine grofere Potentialanderung und damit eine
groRere Ansauerung weist das Gel mit immobilisierten E. coli auf. Zusatzlich ist neben der
Potentialdifferenz die Differenz zwischen Kontroll- und Zellgel inklusive der Steigung der
Ausgleichsgeraden, dargestellt. Sie spiegelt die Potentialanderung pro Zeiteinheit im linearen
Bereich der Messung wider und weist Werte zwischen -0,14 und -0,22 mV/min auf. Die
beiden letzten Medienwechsel zeigen geringere Potentialanderungsraten als zuvor.
Eventuell kénnte dies im Ausspulen der Organismen aus dem Gel begrindet sein. Die
Anséuerungsraten lagen zwischen 1,18 und 1,84*10%H*s"'Zelle”. Im Mittel iber alle

Messungen entsprach das 1,42 +0,20*10*H*s'Zelle™.
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Tests des Einflusses einer Schutzmembran

In Abbildung 3.27 sind exemplarisch Messergebnisse weiterer Messungen dargestellt, in

denen die Gele der Differenzanordnung mit einer Cellulosemembran Uberspannt waren. Die
Zellzahl im Gel betrug 1,1*10"° Zellen.
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Abbildung 3.27: Aufgezeigt sind die Potentialverldufe gegen die Zeit bei einer

Differenzanordnung, die zusatzlich mit einer Celluloseacetatmembran liberspannt ist und
regelmaRigem Wechsel des iliberschichteten Mediums unterliegt; ——: Verlauf der
Kontrolle mit einem Leergel ohne E. coli; —#+=: Verlauf der mit E. coli beschichteten

Chiphilfte; —&=: Potentialdifferenz der zwei Chiphalften; unten: Werte der
Ansauerungsraten.
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Die Potentialanderungen zeigen auch hier, dass die Ansduerung bei der Chiphalfte, die mit

E. coli immobilisiert ist, starker ausfallt als auf der Seite mit dem Kontrollgel ohne

Organismen. Abgesehen von der ersten und dritten Datenreihe weisen die Steigungen der

Ausgleichsgeraden geringfligig geringere Werte auf als die Effekte ohne Membran. Die

Ansauerungsraten lagen im Mittel (mit Ausnahme der ersten und dritten Datenreihe) bei

1,17+0,20*10*H*s'Zelle™ und damit etwas geringer als bei der Messung ohne Membran.

Untersuchungen hinsichtlich einer Konzentrationsabhangigkeit von Glukose

Zur Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit wurde isotonischer Phosphatpuffer mit

einer Pufferkapazitat von 0,2 mmol/L als Medium genutzt. Im Versuchsverlauf wurde, wie in

Abbildung 3.27 dargestellt, zeitweise Glukose in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt

und die Potentialanderung gemessen. Die Zellzahl im Gel betrug 5,3*10°.
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Abbildung 3.28: Aufzeichnung der Potentialentwicklung des Kontrollgels ohne E. coli
(——), des Gels mit immobilisierten E. coli (=+=) und das Differenzsignal (=+) liber die
Zeit in Abhédngigkeit von verschiedenen Glukosekonzentrationen im liberstehenden
Medium; unten: durchschnittliche Potentialanderungsraten pro Zeit im linearen Bereich
unmittelbar nach Glukosezugabe.

Zu Beginn des Versuchs waren die Potentialverlaufe beider Chiphalften sehr ahnlich. Nach
der Zugabe von Glukose bis auf eine Endkonzentration von 0,5 mmol/L zeigt die
Sensorhalfte mit E. coli eine leicht starkere Potentialanderung. Der Wechsel zu Puffer ohne
Glukose bewirkte auf beiden Sensorseiten einen Anstieg des Potentials. Der Zugabe von
1 mmol/L Glukose folgt eine sehr viel starkere Potentialdnderung auf der Seite von E. coli,
bevor durch den Wechsel zum Puffer die Signale wieder ansteigen. Die Zugabe von
1,5 mmol/L Glukose weist die gleiche Tendenz auf wie bei der Zugabe von 1 mmol/L. Der
Potentialunterschied mit E. coli liegt héher als der der Kontrollseite.

Die Potentialdifferenz ist zu Beginn Null. Die Zugabe von 0,5 mmol/L Glukose zeigt
im Maximum eine Differenz von 10 mV, die Differenz bei 1 mmol/L Glukose betragt 30 mV
und bei 1,5 mmol/L Glukose knapp 40 mV. Die maximale Differenz ist bei allen drei
Konzentration nach 20 min erreicht, so dass in diesem Bereich die Bestimmung der
Potentialanderungsrate erfolgte. Diese Anderungen sind umso groBer je hoher die
Konzentration an Glukose ist. Die Ansauerungsraten liegen mit 0,47, 0,55 und
1,02*10%H*s"Zelle™ weit unter den Werten der Messungen im LB-Medium (Werner et al.,
2012).

3.3.4 Messungen mit Methanosaeta concilii
Nachdem die Messungen im aeroben Milieu mit E. coli erfolgversprechend waren, wurde
M. concilii auf dem Chip immobilisiert. Dies erfolgte zu Beginn mit einem Chip ohne
Differenzanordnung, um eine gréRere Anzahl von Organismen auf den Chip aufbringen zu
kénnen. Hierbei betrug das Gelvolumen statt 2 x 37 pL nun 240 uL. In Abbildung 3.29 sind

die Temperatur und die Potentiale, die von 4,79*10"" Zellen erzeugt wurden, dargestellt.
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Abbildung 3.29: Darstellung des Potentialverlaufes liber die Zeit von M. concilii im
anaeroben Milieu mit liberschichtetem Acetatmedium (=m=), der aufgezeichneten
Umgebungstemperatur (=-a==) und der Potentialdanderungsraten in den linearen
Bereichen.

Der Potentialverlauf weist zu Beginn einen starken Anstieg auf und verlauft dann flr
ca. 150 min fast ohne Veranderung. Im Weiteren steigt das Potential Gber die Zeit von
Minute 200 bis 900 konstant an. Gegenlaufig sinkt im gleichen Zeitraum die Temperatur von
23 auf knapp 18 °C ab. Bei einem erneuten Temperaturanstieg auf 20 °C flacht der
Potentialverlauf ab und steigt wieder, wahrend die Temperatur geringfligig sinkt. Die
Potentialanderung weist dort eine ahnliche Steigung (0,236 mV/min) auf, wie zuvor mit
0,0234 mV/min. Die Alkalisierungsraten betrugen in diesem Medium mit einer Pufferkapazitat
von 8,2 mmol/L 0,12*10*H*s™"Zelle™.
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4 Diskussion
Die Idee des Projektes war die Erlangung eines besseren Prozessverstandnisses fur die

Biogasbildung, um mit diesem Wissen eine zeitnahe Uberwachungsmethode fiir den
Biogasbildungsprozess entwickeln zu kénnen (vgl. Abbildung 1.8, S. 16). Dazu erfolgte die
Analyse der prozesstragenden Organismen aus dem glllebasierten Laborfermenter.
Daraufhin wurden die natlrlichen Schwankungen der Mikroorganismenabundanz im
kontinuierlichen Prozess, in Industrieanlagen und bei gezielten Prozessstérungen untersucht
und erste Tests zur Erfassung der metabolischen Aktivitat gezielter Organismen
vorgenommen. Die Methodenauswahl zur Generierung der Basisdaten der mikrobiellen
Zusammensetzung ist mannigfaltig und beinhaltet viele Fehlermdglichkeiten, so dass im

Folgenden zuerst die methodischen Aspekte diskutiert werden.

4.1 Methodische Aspekte

Reprasentative Probenahme

Die Probenahme ist die Entnahme von Teilmengen aus einer Grundgesamtheit, um
Informationen Uber deren Zusammensetzung zu erhalten. Sie ist die erste Fehlerquelle bei
allen Analysen, speziell auch bei der Beurteilung der Prozessbiologie in Biogasanlagen. Eine
Stichprobe muss flr die Grundgesamtheit reprasentativ sein. Die Richtigkeit und
Zuverlassigkeit von Analysedaten hangt im hochsten MalRe von einer fachgerechten
Probenahme und Lagerung ab (Hein & Kunze, 1994). Erganzend zu einer durchdachten
Probenahme sind die Zeit zwischen Probenahme und Analyse sowie die Geschwindigkeit
der Analytik entscheidend, um den Zustand der Biologie abzubilden (Gaul, 2011).

Zur Sicherstellung von reprasentativen Proben wurden die in dieser Arbeit
dargestellten Analysen immer aus dem Hauptfermenter der Laboranlage, unmittelbar bevor
dieser gefuttert wurde, gezogen. Das Gesamtprobenvolumen betrug 1 L. Die eigentliche
Probe von ca.10mL wurde wahrend des Abpumpens, nachdem ca.50 % des
Gesamtprobevolumen entnommen waren, abgeflllt. Die Homogenitat kann wegen der
kontinuierlichen Durchmischung im Fermenter angenommen werden. Der Grof3teil der Probe
wurde im Anschluss direkt weiterverarbeitet. Ein kleinerer Teil diente als Rlckstellprobe und

wurde bei 4 °C gelagert.

DNA-Isolation

Die Mdglichkeiten, DNA zu isolieren sind vielfaltig. Die klassischen Methoden erfolgen Uber

mechanisches und chemisches Aufbrechen der Zellen. Bei einem guten Aufschluss erhalt
man so jedoch haufig DNA niederer Qualitét, da durch die physikalischen Krafte auch die

DNA zerschlagen wird und kurze DNA-Fragmente entstehen. Alternativen werden Uber
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Salzfallung oder organische Extraktion ermdglicht. Das Verfahren der DNA-Isolierung sollte
dem Ausgangsprodukt und den Verarbeitungsgrad der Probe angepasst werden (Wilson,
1997). Heutzutage sind, basierend auf den klassischen Methoden, viele Isolationsmethoden
uber spezifische Kitsysteme beschrieben (Griel3 et al., 2002).

Schwierigkeiten zeigen sich bei der zeitgleichen Isolierung der bakteriellen und
Archaeen-DNA aus einer Probe und der komplexen Probenmatrix. Proben aus
Biogasreaktoren enthalten meist hohe Mengen an phenolischen Substanzen, Huminsauren
und Schwermetallen (Wilson, 1997). Die Trager der zu isolierenden DNA weisen zudem
unterschiedliche Beschaffenheit beziglich der Zellwand auf. Grampositive Bakterien sind
aufgrund ihrer mehrlagigen (bis zu 40) Mureinschichten, bestehend aus N-Acetylglucosamin
und N-Acetylmuraminsaure, schwerer zu isolieren als gramnegative, die nur wenige (bis zu
funf) Schichten aufweisen. Archaeen besitzen eine Pseudomureinschicht aus N-
Acetylglucosamin und N-Acetyltalosaminuronsaure. Die beste Lyseeffizenz flir methanogene
Archaeen aus Biogasanlagen ist laut Bergmann und Mitarbeitern durch den kombinierten
Einsatz von Lysozym und SDS mdoglich (Bergmann et al., 2010).

Zur Isolierung der DNA wurde das innuPREP Stool Kit der Firma Analytik Jena
genutzt. Es ist speziell fiur die Extraktion bakterieller genomischer DNA aus humanen oder
tierischen Stuhlproben oder anderen Probentypen mit hohen Konzentrationen von PCR-
Inhibitoren konzipiert worden (Analytik Jena, 2011). Die Methodik beruht auf einer
Kombination der Enzyme Lysozym und Proteinase K: Lysozym, einem in Huhnereiweil® oder
in Tranenflussigkeit vorkommendem Enzym, welches glykosidische Bindungen zwischen N-
Acetylmuraminsaure (NAM) und N-Acetylglucosamin (NAG) im Murein-Sacculus der
Bakterienzellwand spaltet und die Spaltung von Peptidbindungen, bestehend aus
aromatischen, aliphatischen oder hydrophoben Aminosauren, durch Proteinase K. Die DNA
sowohl von gramnegativen und grampositiven Organismen als auch die von Archaeen kann
mithilfe dieser Methode isoliert werden.

Im Idealfall sollen laut Hersteller 200 — 400 ng Ausgangsmaterial, ausgehend von
humanem Kot mit durchschnittlich 10" DMCC (direct microscopy clump count) Organismen
pro Gramm Trockensubstanz, eingesetzt werden (Analytik Jena, 2008; Finegold et al., 1974;
Holdeman et al.,, 1976). Nach Tests wurden 400 uyL Probe eingesetzt, zur besseren

Bearbeitung jedoch 1:4 mit Wasser verdunnt.

DNA-Konzentrationsbestimmung

Nach der DNA-Isolierung sollte die Ausbeute an genomischer DNA bestimmt werden.
Zumeist erfolgt dies photometrisch. Alternativ. kann eine Abschatzung durch
Gelelektrophorese erfolgen. Die Ausbeute ist abhangig von der Ausgangsmenge, der Art des

Probenmaterials und der Isolierungsmethode (Griel et al., 2002).
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Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte direkt nach der DNA-Isolation
photometrisch mit dem UV/VIS Spektralphotometer ,Nanodrop®. Dieses Gerat ermdglicht die
Konzentrationsbestimmung ohne Kuvetten in geringen Volumina (1 uL) ohne vorherige
Verdlinnung. Zudem bietet das Gerat einen groflen Messbereich von 2 — 3700 ng/uL, so
dass alle zu erwartenden Konzentrationen erfasst werden konnten. Nach Bergmann et al.
(2010) werden durchschnittliche Ausbeuten von 7 bis 42 ng/uL nach einer Isolation aus
Biogasanlagen erwartet. Dies entspricht auch der GroRenordnung der hier untersuchten
Proben. Diese DNA-Isolate hatten meistens Konzentrationen im Bereich von 10 — 50 ng/pL,

bei Plasmidisolationen aus Reinkulturen wurden 50 — 100 ng/pL gemessen.

4.1.1 Datenbankerstellung
Die Erfassung einer unbekannten Mikroflora kann Uber die Erstellung von 16S rDNA
Datenbanken erfolgen, indem die verschiedenen Gensequenzen getrennt und analysiert

werden.

Allgemeine PCR und Separierung der DNA-Fragmente

Zur Anreicherung der DNA wurden gezielt konservierte Bereiche der DNA vervielfaltigt. Dazu
wurden in der Literatur beschriebene allgemeine Primerpaare, einmal flr Bakterien und
einmal fur Archaeen, genutzt. Obwohl diese als allgemeinglltig beschrieben sind, kann nicht
jeder Organismus mit gleicher Effizienz erfasst werden.

Bei der anschlieRenden Ligation, die zur spateren Auftrennung der verschiedenen
DNA-Fragmente dient, kbnnen in den Vektor Fragmente mit bis zu 10 kb ligiert werden
(Thermo Scientific, 2012). Die Fragmente, die zuvor in der PCR erzeugt worden waren,
wiesen Grolen zwischen 600 und 1500 bp auf. Die Transformation erfolgte in zuvor
getesteten, ausreichend kompetenten E. coli, so dass genug Ausbeute zu erwarten war.

Die entstandenen Klone mussten aufgrund der zu erwartenden Vielfalt der
Organismen in groRer Menge analysiert werden, um aussagekraftige Resultate zu erhalten.
Jeder Klon enthalt nur eine Gensequenz, und somit kann nur anhand der statistischen

Haufigkeit auf die Relevanz im Prozess zurtuckgeschlossen werden (Riviére et al., 2009).

Auswertung der Daten

Die Erstellung der Datenbanken der Domanen Bakterien und Archaeen erfolgte Uber die

phylogenetische Taxonomie. Als Fragmente dienten zuvor aus dem Fermenter isolierte und

sequenzierte DNA-Abschnitte, die Uber die neighbour-joining Methode klassifiziert wurden.

Oft ist die Auswertung schwierig, da nicht alle Sequenzen zugeordnet werden kénnen und

dann als ,unklassifiziert* vom Programm betitelt werden (Saitou & Nei, 1987). Haufig sind

Organismen nicht kultivierbar, viele sind noch nicht beschrieben. Je weniger Uber die
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Sequenz und den Organismus bekannt ist, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit, diesen
bis zur Spezies eingruppieren zu kénnen. In dieser Arbeit wurden die Sequenzen so weit wie
mdglich spezifiziert, bei der Domane der Archaea war dies oft nicht sehr spezifisch mdglich.
Die Ergebnisse (siehe Tabelle 3.1 und 3.2, S. 38) zeigen, wie aufgrund der Vielfalt
der Substratinhaltsstoffe zu erwarten war, eine hohe Diversitat bei den Bakterien. Wesentlich
geringer war die Vielfalt bei den Archaeen, da diese, egal welches Substrat der Anlage
zugefihrt wird, immer die Intermediarprodukie CO,, H, und Acetat nutzen. Das erklart,
warum die Zuordnung der Bakterien zu spezifischen Gruppen mit knapp 15 %

vergleichsweise gering war, bei den Archaeen hingegen aber 89 % erreichte.

4.1.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) dient dem optischen Nachweis zuvor
definierter Organismen. Eine Quantifizierung ist nur bedingt mdglich, da unter dem
Mikroskop nur einzelne Ausschnitte der praparierten Probe betrachtet und ausgewertet
werden koénnen (Fall, 2002). Neben der Probenahme ist der personliche Fehler des
Auswerters die grofRte Schwache der Methode (Moter & Gdbel, 2000; Poppert et al., 2005).

4.1.3 Real time PCR

Methodenentwicklung

Die Leistungsmerkmale einer Methode beziehen die Genauigkeit, die Zweckmaligkeit, die
Nachweisgrenze, die Prazision und die Selektivitat ein. Daher erfolgte die Probenahme und
Methodenerstellung nach den Regeln der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 28b des GenTG. Diese beschreiben Mindestanforderungen, um vergleichbare und
reproduzierbare Ergebnisse sicherzustellen. Zur Eignung der Methode und zur
Sicherstellung der Ergebnisse wurden statistische KenngrofRen (hier Mittelwert und
Korrelationskoeffizient) genutzt, die auch eine Validierung umfassen (Gentechnik Gesetz,
2010).

Entwickelte Primer

Die Primer, die bei der Erstellung der Datenbanken genutzt wurden, waren in der Literatur
beschriebene, allgemeine Primer fir die jeweilige Domane.

Der spezifische Nachweis und die Quantifizierung erfolgten demgegeniber mit
eigens designten Primern, bestehend aus 19 bis 23 Basen. Primer sollten Langen zwischen
18 und 24 Basen aufweisen (Dieffenbach et al., 1993). Adb-Elsalam et al. (2003)
beschreiben sogar Primer mit Langen bis 30 Basen. Je kirzer der Primer ist, desto
unspezifischer, aber umso effizienter ist er. Die Anzahl der Basen bestimmt die
Schmelztemperatur (Ty) der Primer. Die annealing-Temperatur der Primer, die
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durchschnittlich ca. 5 °C unterhalb des Schmelzpunktes liegt, beschreibt die Temperatur, bei
der 50 % der DNA als Doppelstrang vorliegen (Mackay, 2004). Die theoretischen
Schmelztemperaturen betragen 62 — 64 °C (vgl. Tabelle 3.3, S. 39) und liegen somit, wie von
Adb-Elsalam und Mitarbeitern (2003) gefordert, unterhalb von 65 °C. Erganzend sollten
Primerpaare annahernd gleiche Werte aufweisen, was mit den hier designten Primern
realisiert wurde. Zusatzlich zur theoretisch berechneten Schmelztemperatur wurden fir jedes
Primerpaar, wie von Bangsow und Mitarbeitern (2007) empfohlen, immer zusatzlich in einem
Versuch die optimale Schmelztemperatur bestimmt, da sie die Ausbeute bzw. die Effizienz
des PCR-Ansatzes beeinflusst (Rychlik et al., 1990).

Der GC-Anteil der spezifischen Primer lag, wie von Abd-Elsalam et al. (2003)
empfohlen, zwischen 45 und 60 %. Ausnahmen waren lediglich der forward-Primer von
»Candidatus Cloacamonas sp.“ mit 39 % und der reverse Primer Bacteroidetes mit 63 %. Die
Vermeidung von Reihen von vier aufeinanderfolgenden G- und C-Basen und die Vermeidung
von drei- oder mehrfachen Wiederholungen von G, C oder T am 3'-Ende konnten aufgrund
der geringen Fragmentlange, bedingt durch die zuvor bei der Datenbankerstellung genutzten
Primer, nicht immer bericksichtigt werden. Dies kann jedoch zu Mehrfachbindungen, also
unspezifischen Bindungen fihren (Abd-Elsalam et al., 2003). Fir die Spezifitat der Primer
wurde auf hohe spezifische Komplementaritdt am 3°-Ende geachtet (Dieffenbach et al.,
1993). Erganzend wurde beim Design Wert darauf gelegt, dass keine komplementaren
Sequenzen im Primer selbst enthalten waren, da diese zur Anlagerung der Primer
untereinander fuhren kénnte (Abd-Elsalam et al., 2003). Fronhoffs et al. (2002) zitieren
Untersuchungen, in denen Amplifikate mit 200 — 400 Basen Uber real time PCR detektiert
wurden. Nach Fleige & Pfaffel (2006) konnen Produkte mit bis zu 950 Basen genutzt werden.
Die AmplifikatgroRen, erzeugt durch die selbst designten Primer, lagen zwischen 425 und
578 bp, mit Ausnahme von Bacteroides, dessen Grol3e nur 288 bp betrug.

Nach dem Design der Primer wurden diese auf Monoklonalitat getestet. Nach
Zimmermann (2005) ist es schwierig, eine umfassende Absicherung der Spezifitat zu
erreichen, da nicht alle eventuell mit einem Primer hybridisierenden Organismen oder DNA-
Abschnitte Uberprift werden kénnen. Um eine mdglichst hohe Absicherung zu erzielen,
wurden sie mit zwei Methoden getestet: Im ersten Ansatz wurde je ein PCR-Produkt jedes
spezifischen Plasmids mit einem DNA-Isolat aus einer Biogasanlage nach der
elektrophoretischen Auftrennung im Agarosegel verglichen. Die Produkte zeigten jeweils nur
eine Bande, also ein Produkt mit der erwarteten Fragmentlange auf. AnschlieRend wurde
das theoretische enzymatische Verdaumuster auf Basis der Sequenzierungsergebnisse mit
den realen Verdaumustern der PCR-Produkte des Plasmids und mit dem des Isolats

verglichen. Alle zugehérigen Schnittmuster waren bei allen getesteten Primerpaaren
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identisch. In den Isolatproben zeigten sich keine weiteren Fragmente, so dass eine Spezifitat

fur das jeweilige Zielfragment angenommen werden kann.

Verwendete Chemikalien

Die real time PCR wurde hinsichtlich der Chemikalienkonzentrationen sowie der
Gerateparameter (Zeiten und Temperaturen) optimiert. Als Mastermix, bestehend aus
Farbstoff, Tag-Polymerase, dNTP’s und Magnesiumchloridlésung, wurde der von Bio-Rad
fur den Cycler empfohlene Mastermix eingesetzt. Die optimalen Konzentrationen der Primer
sind von Lorkowski (2006) mit 50 bis 500 nmol/L, nach Bio-Rad Laboratories (2002) fir
dieses Kit mit 100 bis 500 nmol/L beschrieben. Die Primerkonzentration wurde zwischen 160
und 1600 nmol/L getestet und das Optimum bei 400 nmol/L festgestellt. Die DNA-Menge zu

Beginn darf laut Hersteller zwischen 5 pg und 50 ng pro Ansatz betragen.

Fluoreszenzsignal

Fir gesicherte Fluoreszenzdaten empfiehlt Bio-Rad die vorherige Kalibrierung. Diese kann
dynamisch intern oder extern erfolgen, wobei die externe Kalibrierung als bewahrte und
geeignete Methode bei der Nutzung von Kitsystemen beschrieben ist (Bio-Rad Laboratories,
2002). Um die Daten in dieser Arbeit abzusichern, wurde vor jeder Analyse mit einer Well

Factor Plate (Gefalie mit definierter Fluoreszenz) kalibriert.

Nachweisgrenzen

Fur die Nachweisbestimmung wurden Plasmidverdinnungsreihen genutzt. Eine Menge von
1*10* Anfangsmolekiilen pro Ansatz lag bei allen Primerpaaren im linearen Bereich. Es ist
daher wahrscheinlich, dass die Nachweisgrenze flr die beschriebenen Primer darunter liegt
und somit unterhalb der fur diese Untersuchungen relevanten Mengen an Ausgangsmaterial.

Die obere Nachweisgrenze zeigt sich in dem Punkt der Amplifikationskurven, oberhalb
dessen kein oder nur ein sehr geringer Fluoreszenzanstieg zu verzeichnen ist.
DarUberhinaus folgt haufig eine Abnahme der Fluoreszenz. Diese Grenze, die ebenfalls mit
Hilfe der Standards getestet wurde, lag bei diesen Untersuchungen bei mehr als

5*10° Molekiilen pro Ansatz.

Standards

Beim Ansetzen der Standards wurde von allen bendtigten Lésungen mindestens ein
Volumen von 4 uL pipettiert. Dies diente der Minimierung der Pipettierfehler und deckt sich
mit der Methode von Fronhoffs und Mitarbeiter (2002). Ergénzend dazu wurden

Mehrfachbestimmungen (dreifach) durchgefiuhrt, um reprasentative Basisdaten zu erhalten.
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Die graphische Darstellung erfolgt, indem die logarithmierte Standardkonzentration gegen
den C-Wert aufgetragen wird. Systembedingt wird zur Auswertung eine lineare Funktion
zugrunde gelegt. Die Korrelationskoeffizienten sollten dabei tber 99 % liegen (Larionov et
al., 2005). Die ermittelten Standardgeraden wiesen Korrelationskoeffizienten zwischen 99,08
und 99,73 % auf.

Effizienz

Laut Bustin sollte eine gut optimierte real time PCR eine Effizienz von nahezu 100 %
erreichen (Bustin, 2005). Standard und Proben sollten dabei die gleich Effizienz aufweisen
(Fronhoffs et al., 2002), wobei von einem Einsatz von Standards (Plasmiden) mit identischer
Zielsequenz ausgegangen wird. Die Effizienz musste fur jeden Primer und Standard getestet
werden und kann aus der Steigung der Standardgeraden berechnet werden (vgl. Formel 3.4,
S. 46) (Larionov et al., 2005). Die Effizienzwerte der hier verwendeten Standards bewegen
sich zwischen 88 und 101 %. Pfaffl et al. (2002) beschrieben, dass bei PCR-Effizienz von
nahezu 100 % von einer hohen Sensitivitat und einer exakten Reproduzierbarkeit
auszugehen ist. AuRerhalb dieses Bereiches lag die Effizienz des Standards fur
Bacteroidetes, dessen Primerauswahl ebenfalls nicht optimal war. Dieser unterschreitet mit
68 % den Idealwert erheblich. Eventuell kann dies durch die Fragmentlange von 547 bp
begrindet sein, die nach Fronhoff (2002) eigentlich fir rt PCR als zu lang beschrieben ist.
Jedoch weisen nur minimal kiirzere Fragmente der Crenarchaeota mit 563 bp eine Effizienz
von 88 % auf. Dies entspricht der These von Fleige & Pfaffl (2006), die eine hohe Effizienz
auch bei Fragmenten bis zu 900 bp postulieren. Da die Plasmidkonzentrationen ein breites
Spektrum von sechs Potenzen je Plasmid aufweisen und diese Konzentrationen zudem
analog zu den anderen Standards liegen (interpolierte Werte), sind Fehler dahingehend
auszuschlieBen. Somit wurden die Proben bezuglich Bacteroidetes unter Vorbehalt
betrachtet, wobei die Effizienz, die bei allen Proben gleich ist. Beim Vergleich innerhalb der
Gruppe sollte dies keine Auswirkung haben, jedoch ist ein zahlenmaRiger Vergleich mit

anderen Organsimen eventuell kritisch (Pfaffel et al., 2002).

Schmelzkurve

Bei der Nutzung der oben beschriebenen Methode wurde zur Kontrolle jedes Mal eine
Schmelzkurve im Anschluss durchgefuhrt. Mit dem Vergleich der entstandenen Amplifikate
mit dem Standard hinsichtlich der Schmelztemperatur konnte sichergestellt werden, dass die

Zielsequenzen vorlagen und ausgewertet wurden (Ririe et al., 1997).
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Reproduzierbarkeit

Fur eine moglichst gute Reproduzierbarkeit wurden, soweit wie mdglich, alle Ansatze mit
Mehrfachbestimmung und durch Ansatz vom ,Mastermix® durchgefuhrt. Jede Probe wurde
zweifach gemessen, um die Reproduzierbarkeit dieses Systems zu kontrollieren und die
Werte abzusichern. Die Standardabweichungen lagen bei durchschnittlich £0,2, bezogen auf
den Ci-Wert.

4.1.4 Methodenvergleich
Vergleich Datenbank mit f PCR

In der direkten Gegenuberstellung der prozentualen Verteilung der identifizierten Klone der

Datenbank gegen die Kopienanzahl (vgl. Abbildung 3.8, S. 48) zeigen die Ergebnisse der
Bakterien, abgesehen von ,,Candidatus Cloacamonas sp. im Gegensatz zu den Archaeen,
eine gute Korrelation. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Auswahl der
allgemeinen Primer ausschlaggebend fur die Richtigkeit der erzeugten Datenbanken ist. Der
ausgewahlte allgemeine Archaeenprimer beeinflusst die Datenbankergebnisse erheblich, da
einige Arten, wie beispielsweise M. concilii, diese Primersequenz nicht aufweisen. Somit ist

es moglich dass Organismen in der Datenbank fehlen, obwohl sie in der Probe vorliegen.

Vergleich rt PCR mit FISH

Der Vergleich der Ergebnisse der optischen Methode FISH und der quantifizierenden

Methode rt PCR sowohl flr Bakterien als auch flr Archaeen zeigt Unterschiede trotz
Verwendung identischer Primer bzw. Sondensequenzen (vgl. Abbildung 3.8, S. 48). Lediglich
bei ,Candidatus Cloacamonas sp.“ sind die Daten aus beiden Methoden vergleichbar. Das
ist einerseits nicht verwunderlich, da mit FISH nur qualitativ und nicht quantitativ verlassliche
Werte erzielt werden kénnen (Fall, 2002). Andererseits bestand die Hoffnung, dass die
Intensitat der Fluoreszenz zumindest in erster Naherung eine gewisse Genauigkeit
hinsichtlich der quantitativen Abschatzung erlaubt. Die Ergebnisse untermauern dies jedoch
nicht. Allerdings wird bei Betrachtung der Bilder der Methode FISH sehr gut deutlich, in
welcher rdumlichen Nahe zueinander die verschiedenen detektierten Organsimen im
Biogasprozess agieren, eine Information, die sich aus der rt PCR nicht ableiten lasst (siehe
Abbildung 3.2 und Abbildung 3.3, S. 42 und 43). Die offensichtlich syntrophe Beziehung der
verschiedenen Organismengruppen zueinander erklart, warum der prozessbedingt ohne
Zweifel freiwerdende Wasserstoff nicht analytisch nachweisbar ist: er wird nach Freisetzung
durch Bakterien beispielsweise von Euryarchaeota sofort aufgenommen und

verstoffwechselt.
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4.2 Analyse der Mikroorganismen

4.2.1 ldentifizierte Organismen
Um den komplexen mikrobiologischen Abbau von Organik bis zum Biogas zu untersuchen,
wurden Datenbanken von Bakterien und Archaeen anhand einer Probe der
Laborbiogasanlage erstellt. Dies erfolgte anhand der taxonomischen Einordnung der DNA-
Sequenzen, soweit dies anhand des bisherigen Standes der Wissenschaft maglich war, in
Phylum/Stamm, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung oder Spezies/Art.

Die Domane der Bakterien zeigt gro3e Varianz in der Laboranlage auf, so dass nur
15 % von 1266 untersuchten Klonen in Gruppen zusammengefasst werden konnten. Die funf
dominanten Gruppen sind Bacteroidetes, Bacteroides, Mollicutes, Firmicutes sp. und
,Candidatus Cloacamonas sp.“. Diese Vielfalt war aufgrund der Diversitat der Substrate und
der damit einhergehenden Stoffwechselvielfalt zu erwarten.

Die Daten der Doméane Archaea ergaben drei dominante Gruppen, die bezlglich ihrer
Varianz nicht so vielféltig wie die Bakterien sind. Fast 89 % aller Klone konnten in dieser
Domane den Gruppen Crenarchaeota, Euryarchaeota oder Methanomicrobiales zugeordnet
werden. Diese, im Vergleich zu den Bakterien, wesentlich geringere Diversitat entspricht der
zuvor getroffenen Vermutung. Die Substrate der Archaeen sind Acetat, CO, und Hy,
ungeachtet der Herkunft und Art des organischen Materials, welches zuvor bakteriell zersetzt
wurde. Somit ist eine groRe Diversitat bei den methanogenen Archaaen nicht unbedingt zu

erwarten.

Bacteroidetes

Bei der Erstellung der Datenbank auf Basis einer Probe der gullebasierten Laboranlage
wurden funf OTU mit 60 Klonen gefunden, die dem Phylum Bacteroidetes zugeordnet
werden konnten. Diese Klone waren als unkultivierbare Bakterien des Phylum Bacteroidetes
zuvor in mesophilen, anaeroben Fermentern gefunden worden sind (Narihiro & Sekiguchi,
2007). Mit 4,74 % entsprechen sie damit der zweithaufigsten Gruppe.

Das Phylum Bacteroidetes (vormals Phylum Cytophaga/Flexibacter/Bacteroides)
umfasst gramnegative Bakterien mit den Klassen Bacteroides, Flavobacteria und
Sphingobacteria (Ottow, 2011), welche Cellulose, Hemicellulose und Xylan, Starke und
Amylose als Substrat nutzen kdnnen. Zumeist ist das Endprodukt Propionat aus der
Propionsauregarung.

Nach Krause et al. (2008) entspricht die Gruppe Bacteroidetes 3,7 % der Gesamt-
DNA einer Fermenterprobe, in dem Mais und Grinroggen das vorwiegende Substrat
darstellen. Levén et al. (2007) hingegen beschreiben Bacteroidetes mit 34 % als
dominanteste Bakteriengruppe in dem untersuchten mesophilen, hausmdillverwertenden
Fermenter. Klocke et al. (2007) finden mit 22 % ahnliche Haufigkeiten in einer mesophilen
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Maisanlage. Bacteroidetes wird neben Firmicutes ebenfalls von Kréber und Chouari als am
meisten abundantes Phylum in Biogasanlagen beschrieben (Chouari et al., 2005; Krober et
al., 2009). Aufgrund des Stoffwechsels von Bacteroidetes, der zumeist auf Polysaccharide,
die den Hauptbestandteil von pflanzlichen Zellwanden darstellen, ausgelegt ist, ist ihr
Vorkommen in Biogasanlagen zu erwarten. Die Diversitat und Abundanz in
Biogasfermentern dieses Phylums ist laut Klocke et al. (2007) stark abhangig von der

Komplexitat des Substrates.

Bacteroides
Die Datenbankerstellung ergab, dass 3,87 % der untersuchten Bakterien der gullebasierten
Laboranlagen der Gattung Bacteroides zugruppiert werden konnten.

Die Gattung Bacteroides des Phylum Bacteroidetes umfasst gramnegative, strikt
anaerobe, unbewegliche Stabchen, die keine Sporen bilden (Ottow, 2011). Der Stoffwechsel
der fakultativen oder obligaten Anaerobier ist vielfaltig. So kdnnen Monosaccharide,
Aminosauren, kurzkettige Peptide, langkettige Fettsduren und Glycerin zu VFA, Alkohole,
Kohlendioxid und Wasserstoff umgesetzt werden. Bevorzugt fermentieren sie Zucker
saccharolytisch zu Acetat und Succhinat als Garprodukte (Ottow, 2011), gelten aber auch als
Celluloseverwerter.

Das Vorkommen von Bacteroides ist in mesophilen, mit Schweinegulle betriebenen
Anlagen beschrieben worden (Lui & Whiteman, 2009). Ebenfalls wurden sie in mesophilen
Anlagen, betrieben mit Abwasser oder Klarschlamm, nachgewiesen (McHugh et al., 2004;
Chouari et al., 2005). Die Vielfaltigkeit der Stoffwechselwege liel3 eine groRe Haufigkeit von
Bacteroides erwarten. Zudem sind sie oft in der Darmflora vertreten, so dass das vermehrte
Vorkommen in mit Fakalien betrieben Anlagen begriindet sein kann (Lui & Whiteman, 2009).
In den Fermentern finden die unbeweglichen, strikt anaeroben Organismen aufgrund der

Annlichkeit zur Darmflora daher gute Entwicklungsbedingungen.

Firmicutes sp.

Bei der Datenbankerstellung wurden drei OTU, bestehend aus 16 Klonen, dem Phylum
Firmicutes und der Klasse Bacilli mit hoher Wahrscheinlichkeit zugeordnet. Dies entspricht
1,26% der Bakterien und stellt damit die vierthaufigste Gruppe dar.

Die stoffwechselphysiologischen Eigenschaften der Firmicutes sind
zusammenfassend ausfuhrlich beschrieben (Ottow, 2011). Demnach handelt es sind um
grampositive, meist aerob lebende Stabchen. Sie besitzen alternativ jedoch auch die
Moglichkeit zur anaeroben Atmung Uber dissimilatorische Nitratreduktion, Denitrifikation,
Mangan- oder Eisenatmung. Viele anaerobe Arten sind saccharolytisch und hydrolysieren

Zucker, Polysaccharide und Kohlenhydrate. Zusatzlich sind proteolytische Fahigkeiten
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beschrieben, bei denen Eiweile durch hydrolytische Enzyme zersetzt werden. Die Hydrolyse
von Harnstoff mit Urease (konstitutiv ureologisch), zum Beispiel zur Nutzung von
stickstoffhaltigen Ausscheidungsprodukten, kénnen die meisten der 150 Bacillus-Arten
vollziehen.

Analysen der 16S rDNA von Proben aus einer NaWaRo-GroRRanlage bzw. einer
ribengefutterten Anlage weisen Firmicutes bacilli als dominante Organsimengruppe auf
(Klocke et al., 2007). Ebenfalls werden sie von Levén auch in mesophilen und thermophilen
Anlagen, betrieben mit organischem Hausmuill, gefunden (Levén et al., 2007). Aufgrund des
Stoffwechsels, der konstitutiv ureologisch sein kann (Ottow, 2011), erklart sich das
Vorkommen in gullebasierten Anlagen. Die Nutzung des vorhandenen Stickstoffs bringt in
diesen Anlagen einen klaren Vorteil. Das Vorkommen von Firmicutes sp. in ribengefitterten
oder NaWaRo-Anlagen konnte eventuell durch die Animpfschlamme oder das Eintragen von
Ackerboden hervorgerufen werden. Jedoch ist auch ein Einbringen Uber pflanzliche
Substrate mdglich, da Bacillus-Arten auch als Bodenbewohner und als Epiphyten auf

Pflanzen beschrieben werden (Ottow, 2011).

Mollicutes

Mollicutes kann entsprechend der durchgefihrten Untersuchungen im Rahmen der
Datenbankerstellung mit einer Haufigkeit von 1,74 % zugeschrieben werden. Dies entspricht
damit der dritthaufigsten Gruppe.

Die Klasse Mollicutes gehdrt in das Phylum Firmicutes (Garrity et al., 2007), obwohl
sie dort aufgrund ihres Zellaufbaus (z.B. gelten sie als gramnegativ) eine Sonderstellung
einnehmen. Morphologisch und mikrobiologisch werden Mollicutes auf Basis der 16S rRNA
taxonomisch als Firmicutes klassifiziert und umfassen die sechs eubakteriellen Gattungen
Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroleplasma, Mycoplasma, Spiroplasma und Ureaplasma.
Vertreter der Gattung Anaeroplasma, wie sie hier nachgewiesen wurden, sind obligat
anaerob und vergaren Starke zu Acetat sowie zu Ethanol und Kohlendioxid (Madigan et al.,
2006).

Die Klasse der Mollicutes ist in Biogasanlagen nur gering abundant (Krause et al.,
2008; Klocke et al., 2007). Von Levén wurden weder im mesophilen noch im thermophilen
Fermentern Organismen der Klasse Mollicutes detektiert (Levén et al., 2007). Die geringe
Abundanz kann eventuell darin begrindet sein, dass es sich bei den detektierten
Organismen wahrscheinlich um Organismen der Gattung Anaeroplasma handelt (vgl.
Abbildung 7.19, S. XXXII). Diese wurden im Pansen von Rindern und Schafen gefunden
(Madigan et al., 2006), sowie aus dem Darmtrakt von Saugetieren isoliert (Robinson et al.,

1975). Die in dieser Arbeit nachgewiesene geringe Abundanz beruht wahrscheinlich aus der
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Betriebsweise, da die untersuchte Biogasanlage mit Rindergtlle als Monosubstrat betrieben

wurde.

,Candidatus Cloacamonas sp.”

Bei der Erstellung der Datenbank wurden vier OTU aufgefunden, die 5,61 % der
Bakterienklone ausmachten. Somit war diese Gruppe die dominanteste bei den untersuchten
Bakterien.

,Candidatus Cloacamonas sp.“, phylogenetisch dem Phylum Spirochaetes
zugeordnet, ist wahrscheinlich ein syntrophes Bakterium, welches seine Energie aus der
Fermentation von Aminosauren zu Zucker und H, gewinnt (Pelletier et al., 2008). Die strikt
anaeroben, nur in Gesellschaft mit anderen Organismen wachsenden Mikroben sind schwer
zu kultivieren und daher weitestgehend unerforscht.

,Candidatus Cloacamonas sp.“ wurde von Krober in einer maisgeflutterten
Biogasanlage und von Lienen in einer anaeroben Abwasservergdrung nachgewiesen
(Kréber et al., 2009; Lienen et al., 2011). 10 % der Bakterien in einer abwassergeflihrten
Anlage entsprachen diesem Klon (Pelletier et al., 2008). Bei Untersuchungen an sieben
Fermentern aus Frankreich, Chile und Deutschland gab es grof3e Unterschiede. So wurde
,Candidatus Cloacamonas sp.“ einmal recht dominant mit 12 %, ein anderes Mal gar nicht
detektiert (Riviére et al., 2009).

,Candidatus Cloacamonas sp.“ scheint in mesophilen Biogasfermentern haufig ideale
Bedingungen vorzufinden. Da sie jedoch nur mit ihren entsprechenden syntrophen Partnern
leben kénnen, besteht die Vermutung, dass diese fur das Vorkommen bzw. die Abwesenheit
dieser Organismen ausschlaggebend sind. Symbiosen von Bakterien und Archaeen kdnnen
uber die Methode FISH (vgl. Abbildung 3.2 und 3.3, S. 42 und 43) und Uber parallele
Verlaufe bei der quantifizierenden rt PCR (vgl. Abbildung 3.12 und 3.13, S. 51 und 52)

nachgewiesen werden.

Crenarchaeota

In den Untersuchungen bildeten die Crenarchaeota das dominanteste Phylum der Archaeen
mit 58,25%. Eine genauere Spezifizierung ist aufgrund der bisherigen geringen Kenntnisse
dieser Gruppe nicht mdglich. Nicht-thermophile Crenarchaeota sind bis heute im Hinblick auf
ihre physiologischen Eigenschaften und ihre Okologische Rolle weitgehend unerforscht
(Collins et al., 2005; Schleper, 2007). Anhand der Daten konnte nur die Aussage getroffen
werden, dass kein OTU dem als einzigen bisher kultivierten Organismus Thermoprotei
entsprach.

Das Phylum der Crenarchaeota gehort zur Domane der Archaeen. Es umfasst viele

extremophile Klassen, bildet aber auch den haufigsten Stamm der Archaeen in marinen
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Gebieten. Lange Zeit wurde den Crenarchaeota nur thermophile oder extrem thermophile
Spezies zugeordnet (Madigan et al., 2006). Ende des 20. Jahrhundert gelang es mit der
Etablierung neuer molekularbiologischer Methoden, Uber 16S rDNA Sequenzen aus
mesophilen Bereichen wie Ozeanen, Sedimenten in Seen, landwirtschaftlichen Bdden,
Waldbéden, Pflanzenwurzeln und Biogasanlagen, diese nachzuweisen (Schleper, 2007;
Ottow, 2011).

Ahnliche Haufigkeiten wie in dieser Arbeit fanden Collins und Mitarbeiter. Demnach
erzielen nicht-thermophile Crenarchaeota bis zu 50 % der Archaeen und 25 % der gesamten
Mikroflora in verschiedenen Fermentern (Collins et al., 2005). In Untersuchungen in einem
mesophilen Biogasreaktor, betrieben mit organischem Hausmdill, wurden Crenarchaeota mit
3% charakterisiert (Levén et al., 2007). In unterschiedlichen Untersuchungen in mit Mais
betriebenen Anlagen konnten Crenarchaeota weder in einer Laboranlage und einer
Pilotanlage (120 m® Reaktorvolumen) noch in einem Anaerobfermenter mit granuliertem
Schlamm als Substrat, nachgewiesen werden (Sekiguchim et al., 1998; Klocke et al., 2008).

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind, anders als erwartet war, sehr signifikant
und wahrscheinlich substratbedingt. Gdlllebasierte Anlagen, wie diese hier untersuchte
Laboranlage und die Anlagen von Zhang und Lui weisen Crenarcheoata in hoher Anzahl auf
(Lui et al., 2009; Zhang et al., 2011). Die bisher beschriebenen mesophilen Crenarchaeota,
die in landwirtschaftlichen Bdden und Pflanzenwurzeln nachgewiesen wurden, kénnten Uber
das Futter der Tiere und deren Verdauungstrakt in die Gille gelangen. Daflr spricht auch,
dass die Anlage, die von Levén mit organischem Hausmdll betrieben wird, nur ein geringes
Vorkommen aufweist.

Die grole Dominanz der Crenarchaeota in gullegefihrten Anlagen kann dadurch
bedingt sein, dass viele Arten Biofilme bilden. Laut Collins sind viele Organismen dieses
Phylum biofilmbildend in Abwasser- und Laborbiogasanlagen. Die Folge kdnnte ein
Anreicherungseffekt sein, da sie nicht durch die Flissigphase aus dem Fermenter

ausgetrieben werden kénnen (Collins et al., 2005).

Euryarchaeota

Organismen des Phylum Euryarchaeota bildeten nach den Crenarchaeota mit 125 Klonen
und 30,34 % die zweitdominanteste Gruppe der untersuchten Archaeenklone.

Die Euryarcheota sind eine Abteilung der Archaeen, die meist extremophile
Eigenschaften aufweisen. Neben den Acidophilen, den Halophilen und den
Hyperthermophilen gehdren auch die Methanogenen in dieses Phylum, wo sie in die Klassen
Methanomicrobia, Methanobacteria, Methanococci und Methanopyrri aufgeteilt werden.

In jeder mikrobiologisch untersuchten Biogasanlage werden Euryarchaeota

nachgewiesen, da nur hier in diesen Stammen alle Methanproduzenten eingruppiert sind.
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Allerdings kann meist nur das Phylum (Amann et al., 1995) selten der Stamm festgestellt
werden (Lui et al., 2008; Zhang et al.,, 2011). Da die Euryarchaeota das Phylum der
methanbildenden Organismen darstellt, war die Dominanz der Organismen zu erwarten.
AusschlieRlich Euryarchaeota kdnnen Biogas erzeugen. Da alle untersuchten Anlagen
Methan produzierten, mussten diese Organismen folglich vorhanden sein. Die Varianzen
bezlglich der Arten sind wahrscheinlich abhangig von der Konzentration der Substrate und

physikalischen Parametern wie dem Wasserstoffpartialdruck im Fermenter.

Methanomicrobiales

Die Ordnung Methanomicrobiales und dabei wahrscheinlich der Organismus
Methanoculleus bourgensis ist mit 48 Klonen anhand der Daten der Genbank der
gullebasierten Laboranlage als die dritthaufigste Gruppe detektiert worden.

M. bourgensis, der auch unter den Bezeichnungen Methanogenium olentangyi oder
Methanogenium bourgense beschrieben wird (Asakawa & Nagaoka, 2003), gehort zum
Phylum Euryarchaeota in der Ordnung der Methanomicrobiales. Die 1-2pum
kokkenformigen, beweglichen Organismen konnen H,, CO,, Formiat und sekundare Alkohole
verstoffwechseln; unter anderem wird Acetat flr das Wachstum obligat bendtigt (Asakawa &
Nagaoka, 2003).

Die Gattung Methanoculleus wird von Levén und Mitarbeitern, welche mit
organischem Hausmlill betriebene Anlagen untersuchten, im mesophilen Reaktor mit einer
Praésenz von 18 %, im thermophilen mit 10 % beschrieben (Levén et al., 2007). In Anlagen,
deren Futterung hauptsachlich aus Maissilage bestand, wird Methanoculleus mit 38 % als
haufigste Gattung der Archaeen beschrieben (Klocke et al., 2008).

Die hohe Abundanz von M. bourgensis liegt wahrscheinlich an den physikalischen
Prozessparametern. Diese sind mit einem neutralen pH-Wert (6,7 -8), einem
Temperaturoptimum zwischen 37 und 45° C und einer NaCl-Konzentration von ca. 0,1 M
beschrieben (Asakawa & Nagaoka, 2003) und entsprechen damit denen der meisten
Biogasanlagen.

Nach neueren Erkenntnissen bezuglich des Biogasbildungsprozesses war die
Abundanz dieser Gruppe zu erwarten. So spekulieren Krause und Mitarbeiter (2008), dass in
Biogasanlagen mit hohen Faulraumbelastungen Methan vorzugsweise aus H, gebildet wird.
Aktuelle Untersuchungen von Schnirer, Bauer und Lebhuhn & Gronauer unterstiitzen diese
Vermutung, genau wie die Daten der vorliegenden Arbeit (Schnirer et al., 1999; Bauer et al.,
2008; Lebhuhn & Gronauer, 2009). M. bourgensis weist einen hydrogenotrophen
Stoffwechsel auf und nutzt somit Wasserstoff als Substrat. Nur bei geringer RZB ist Acetat
entsprechend Lehrbuchmeinung das bevorzugte Substrat (Bauer et al., 2008; Lebhuhn et al.,

2008). Diese neue Theorie kdnnte darin begriindet sein, dass die Detektion von Wasserstoff
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aufgrund der direkten Aufnahme der in Syntrophie lebenden Organismen kaum erfasst
werden kann. Daraus wurde eventuell der falsche RUckschluss gezogen, dass kaum
Wasserstoff vorhanden ist und in Folge dessen diese Organismen keine tragende Rolle im
Prozess darstellen. Die molekularbiologischen Methoden ermdglichen demnach neue,

detailliertere Einblicke in den Abbauprozess.

4.2.2 Besonderheiten der Ergebnisse der Datenbank
Neben den beschriebenen, detektierten Organismen konnten zwei zu erwartende
Organismen nicht nachgewiesen werden: vom Phylum der Firmicutes die Klasse Clostridien
und aus dem Phylum Euryarchaeota Methanosaeta concilii. In diversen Untersuchungen
bezlglich der mikrobiellen Zusammensetzung in Biogasanlagen sind diese Organsimen
jedoch beschrieben (Krause et al., 2008; Klocke et al., 2008; Zhang et al.,, 2011).

Vermutungen dazu werden im Folgenden erlautert.

Clostridien

Die vielseitigen, grampositiven Clostridien wurden in dieser Arbeit nicht detektiert, obwohl
das Vorkommen als ubiquitar beschrieben ist. Dies ist in der Vielfaltigkeit der Substrate
begrindet. Es kbénnen Polysaccharide, Proteine, Aminosauren etc. vergoren werden.
Dadurch werden Clostridien sowohl im Pansen und in der Umwelt Uberall da, wo anaerobe
Zersetzung stattfindet, nachgewiesen.

Nach Lynd et al. (2002) sind Clostridien besonders in NaWaRo-Anlagen besonders
dominant, da die cellulolytischen Organismen den Abbau des Lignocellulose-Komplexes
durchfuhren. Eventuell ist die Haufigkeit nicht gegeben, wenn es sich wie in diesen
Untersuchungen, um eine rein gullebasierte Anlage handelt. Dohrmann und Mitarbeiter
(2011), die schweine- und rindergullebasierte Anlagen untersuchten, beschreiben, dass die
Haufigkeiten der Clostridien in gullebasierten System wesentlich geringer sind als in Anlagen
mit cellulosehaltigen Cosubstraten. Unterstitzt wird die Vermutung, dass Clostridien keine
Relevanz in der Biogasbildung aus Gulle haben, durch quantitative Analysen, die eine
Abnahme der Clostridien von der Gulle Uber die Fermentation bis zum Garrest beschreibt
(Dohrmann et al., 2011). Somit ist der fehlende Nachweis von Clostridien wahrscheinlich
nicht auf einen Fehler in der Methodik zurickzufihren, sondern in der fehlenden

Prozessrelevanz der Clostridien begrindet.

Methanosaeta concilii

M. concilii wurde ebenfalls bei der Erstellung der Datenbank in dieser Arbeit nicht detektiert.
Da dies nicht zu erwarten gewesen ist (Klocke et al., 2008), wurde das DNA-Isolat, anhand

dessen die Datenbank erstellt worden ist, mit spezifischen, aus der Literatur beschriebenen
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Primern flr M. concilii Gberpruft, so dass der Organismus dann doch mit hoher Abundanz
nachgewiesen werden konnte (vgl. Abbildung 3.13, S. 52).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Untersuchungen durchgefuhrt, in denen sich
zeigte, dass die als ,allgemein® beschriebene Archaeenprimer keine Komplementaritat auf
M. concilii aufweisen. Die Ergebnisse von Baker und Mitarbeitern (2003) zeigen die Spezifitat
der Primer wie folgt: Der Primer UA571F zeigt eine 100 %ige Ubereinstimmung zu mehr als
100 Sequenzen der Methanomicrobiales, thermophilen Crenarchaeota und nicht-
thermophilen Crenarchaeota und zu 25 bis 100 Sequenzen der Methanococcales,
Methanobacteriales und Thermococcales. Auch der Primer UA1204R zeigt eine 100% ige
Ubereinstimmung zu mehr als 100 Sequenzen der Methanomicrobiales, zu 25 bis 100
Sequenzen der thermophilen Crenarchaeota, nicht-thermophilen Crenarchaeota,
Methanobacteriales und Thermococcales und zu weniger als 25 Sequenzen der
Methanococcales (Baker et al., 2003). Trotz ausfiihrlicher Tests und hoher Ubereinstimmung
vieler Archaeen ist M. concilii durch die vorgeschaltete PCR bei der Datenbankerstellung
nicht vervielfaltigt und nachgewiesen worden. Das bestatigen auch die Ergebnisse von
Levén und Mitarbeiter. Dort wurde ebenfalls eine Datenbank mit identischen allgemeinen
Primern erstellt und in zwei Reaktoren ebenfalls keine M. concilii nachgewiesen (Levén et
al., 2007).

Methanosaeta concilii, friher aufgrund seiner &ulleren Merkmale unter der
Bezeichnung Methanothrix concilii beschrieben, gehort zu der Klasse Methanomicrobia, der
Ordnung Methanosarcinales und der Familie Methanosaetacaece (Patel & Sprott, 1990). Er
zeichnet sich im Besonderen durch seinen rein acetoklastischen Stoffwechsel aus (Patel,
1984). In einer Vielzahl von Untersuchungen bezliglich der Organismen in Biogasfermentern
wurde M. concilii bereits friihzeitig beschrieben (z.B. Leclerc et al., 2000). Sekiguchim und
Mitarbeiter (1998) beschreiben M. concilii bereits 1998 als dominanteste Archaee (98,5 %) in
mesophilen anaeroben Reaktoren, betrieben mit granuldsem Schlamm aus Abwasser. In
einem Bericht von der LfL (Institut fur Landtechnik und Tierhaltung), der TU Mdinchen
(Lehrstuhl fir Rohstoff- und Energietechnologie), dem Forschungszentrum fur Erneuerbare
Energien und Conpower Energie GmbH wird beschrieben, dass Methanosaetaceae haufig
gefunden werden, wenn die Fermenter mit langer Verweilzeit betrieben werden (Schieder et
al., 2010).

Zusammenfassend spiegeln verschiedene Forschungen die hohe Abundanz von
M. concilii wider. Dies kann darin begrindet sein, dass Acetat, das haufig als das wichtigste
Intermediarprodukt beschrieben wird, in allen Anlagen mit einer mittleren Konzentration von
1380 mg/L vorliegt (Kuratorium fur Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft e.V. (KTBL),
2009). Nach Miladenovska und Ahring bevorzugen Methanosaeta Acetatkonzentrationen

unter 1 mmol/L (Mladenovska & Ahring, 2000). Zudem wirken sich lange Verweilzeiten
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positiv auf die Haufigkeit aus. Zumeist liegen die Verweilzeit zwischen 30 und 60 Tagen,
haufig auch daruber (Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR), 2009), was den
langen Generationszeiten und dem geringen Energiegewinn durch die Spaltung von Acetat
entgegenkommt. Dem gegenuber steht die Ausschwemmung, die bei hoher Verweilzeit
jedoch nur geringen Einfluss hat. Somit ist die groRe Dominanz dieser Organismen in
GroRanlagen nachvollziehbar (Schieder et al., 2010).

Im Rahmen des Projektes, in dem ein organismenbasierter Sensor entwickelt werden
sollte, musste aus organisatorischen Grinden vor Fertigstellung der Gendatenbanken eine
Entscheidung getroffen werden, welcher Organismus auf diesem Sensor immobilisiert
werden sollte. Aufgrund der haufigen Nennung von M. concilii wurde die Annahme getroffen,
dass es sich hierbei um einen prozessrelevanten Organismus handelt. Zudem ermdglicht
sein rein acetoklastischer Stoffwechsel gute Rickschlussmoglichkeiten auf die

Stoffwechselaktivitat, da die pH-Wert-Anderung mit dem Sensor erfasst werden kann.

4.2.3 Zeitliche Quantifizierung der dominanten Organismen in der
Laboranlage

Uber einen Zeitraum von mehr als 1,5 Jahren wurde die Laboranlage nasschemisch und
mikrobiell analysiert. Die Organsimen lieRen sich hinsichtlich ihrer Spezifizierungen
bezlglich Phylum, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung und Spezies jedoch nur in
unterschiedlichem Male klassifizieren. Um dennoch nur den in der Gendatenbank
nachgewiesenen Organismus und nicht eine Familie oder Ordnung mittels FISH und rt PCR
untersuchen zu koénnen, wurden die Primer und Sonden spezifisch anhand des
Genabschnittes der Datenbank abgeleitet. Dazu wurden die Unterschiede zu den zehn
genetisch ahnlichsten Organismen besonders berticksichtigt, um nur die Art nachzuweisen,
die zuvor als prozessrelevant beschriebene Spezies erkannt worden war. Daher lassen sich
im Folgenden die jeweiligen Haufigkeiten anhand der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
sowie der Kopienanzahlen der rt PCR miteinander vergleichen. Erganzt wurden diese
weiteren Untersuchungen um M. concilii, der in vielen Literaturquellen beschrieben ist.
Wichtig bei der Betrachtung der Daten ist, dass im September 2009 der Gullelieferant
wechselte. Der Landwirt, der zuerst die Gulle seiner Rinder zur Verfigung gestellt hatte,
futterte konventionell mit Kraftfutter. Zudem lagerte die Gille in einer Gullegrube und war
unter Umstanden mehrere Tage alt. Der neue Bauer arbeitet nach Okologischen
Gesichtspunkten und futtert hauptsachlich ohne Kraftfutter. Zudem erfolgt dort keine
Lagerung die Gulle. Dies hat den Vorteil, dass keine Veranderung der Gille durch
Ausgasung oder chemische Prozesse angenommen werden kann und das Rohprodukt zur
Vergarung in den Laboranlagen genutzt wurde. Notig wurde der Wechsel, da sich die

chemisch/physikalischen Parameter langsam von Mai 2009 an verschlechterten, indem sich
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die Gasbildungsrate, die Pufferkapazitat und der pH-Wert verringerten (vgl. Abbildung 3.9
und Abbildung 3.11, S. 49 und 50). Im Zeitraum Mai bis September 2009 sanken ebenfalls
alle untersuchten Organismen in ihrer Haufigkeit (siehe Abbildung 3.12 und 3.13, S. 51 und
52). Vermutlich waren die Bedingungen im Fermenter nicht mehr ideal fur die
vorherrschende Populationsgemeinschaft.

Nach dem Wechsel stabilisierten sich zunachst die Werte, bevor ab Februar 2010 der
pH-Wert und die Pufferkapazitdt anstiegen und das Redoxpotential und im Mittel die
Gasmenge sanken. In diesem Zeitfenster (Februar bis Juni 2010) ist ein signifikanter Anstieg
von Firmicutes sp. zu verzeichnen. Vermutlich beinhaltete die neue Gille saccharolytische
Substrate aus dem Futter der Rinder. Im Winter und Frihling musste der Landwirt Kraftfutter
zuflttern, das vermutlich mehr Zucker enthalt als Gras und Heu. Nach dem Anstieg der
garenden Firmicutes sp. sank aufgrund der entstehenden Sauren der pH-Wert im Fermenter.
Uber den Herbst stabilisierten sich alle Werte wieder, bevor sich im Fruahjahr 2011 die
chemisch/physikalischen Werte analog zum Frihjahr 2010 veranderten. Auch hier sank das
Redoxpotential und der pH-Wert, die Pufferkapazitat stieg und die Gasmenge fiel minimal
ab. Eine signifikante Anderung bei den Organismen war nicht erkennbar. Vermutlich hatte
die Futterung der Tiere einen direkten Einfluss auf den Prozess, der jedoch nur bei enger
Beprobung der Anlage nachweisbar ist.

Auffallig bei den Analysen der Organismen ist jedoch, dass ,Candidatus
Cloacamonas sp.“ und Euryarchaeota die Organismen mit den groRten Schwankungen
waren. Zudem wiesen sie eine direkte Korrelation zueinander auf. Eventuell sind es die
quantifizierten Euryarchaeota hydrogenotrophe Organismen, die in direkter Syntrophie mit
,Candidatus Cloacamonas" leben und das entstehende H, als Substrat nutzen. Diese Art von
syntrophem Abbau wurde bereits mehrfach nachgewiesen (Schink, 1980; Boone & Bryant,
1980; Krumholz & Bryant, 1986; Schink, 1997; Cord-Ruwisch et al., 1998).

4.2.4 Untersuchungen von Grofdanlagen mit unterschiedlichen
Substraten

Neben Untersuchungen im Labor wurden drei industrielle Anlagen getestet. Die
kontinuierlich, mesophil betriebenen Anlagen unterschieden sich hinsichtlich der Fltterung in
Maismono-, Mais/Glulle- und ribenbasierte Anlage (vgl. Abbildung 3.14, S. 53). Obwohl alle
untersuchten Organismen in allen Anlagen nachgewiesen werden konnten, lagen, vor allem
bei den Bakterien, wie erwartet groe Unterschiede vor. So scheinen die garenden
Organismen (Firmicutes sp. und Mollicutes) bei Anlagen, die mit Silagen betrieben werden,
keine grofle Rolle zu spielen. Eventuell sind die aus dem gullebasierten System

nachgewiesenen Garer in celluloselastigen Anlagen nicht so dominant, da die vorliegenden
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Substrate anderer Natur sind. In Folge dessen koénnten alternative Garer wie beispielsweise
Clostriden in diesen Anlagen haufiger vorliegen.

In den Untersuchungen konnte eine hohe Abundanz von Bacteroidetes und Bacteroides
nachgewiesen werden. Der Nachweis dieser Organsimen erfolgte in der Literatur ebenfalls
haufig (Levén et al., 2007, Krober et al., 2009). Auch in rGbenverwertenden Anlagen wurden
sie beschrieben (Klocke et al., 2007). Das vielfaltige Phylum scheint in allen Anlagen
prozessrelevant zu sein. Die cellulose- und starkeverwertenden Organismen, die haufig im
Darm von Warmblitern vorkommen, lassen vermuten, dass Bacteroides aus dem Darm Uber
Fakalien in die Systeme eingebracht werden. Diese Vermutung kann dadurch unterstitzt
werden, dass die geringsten Abundanzen in der Maismonovergarung gefunden wurden. Der
Nachweis hingegen spricht eventuell flr eine gute Adaption der Organismen an das Milieu
im Fermenter, da in dieser Anlage Uber lange Zeit keine Fakalien mehr zugegeben worden
waren. Von einigen Bacteroides-Arten sind gute Adharenzen beschrieben (Oyston &
Handley, 1991; Eiring, 1995), die auf Anheftungen im Fermenter hindeuten kénnen. Zudem
verstoffwechseln Bacteroides Kohlenhydrate und Polysaccharide, so wie sie im Mais
vorliegen, wodurch das Vorkommen ebenfalls begriindet sein kénnte. Organismen der
Gruppe ,Candidatus Cloacamonas sp“ wurden in der Regel mit einer Haufigkeit im unteren
Drittel detektiert. Dies entsprach damit den Befunden der Laboranlage.

Bei den Archaeen sind alle vier Organismen, Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Methanomicrobiales und M. concilii, haufig und dominant vorhanden. Crenarchaeota sind bei
der Zuckerribenvergarung dominat, wie es bei einem saccharolytischen Stoffwechsel zu
erwarten ist. Die geringe Haufigkeit der wahrscheinlich hydrogenotrophen Euryarchaeota
lasst vermuten, dass Organismen mit acetoklastischen Eigenschaften in erster Linie hier fur
die  Methanbildung verantwortlich sind. Dafur spricht, dass M. concili  die
Archaeengemeinschaft durchweg dominierte (vgl. Abbildung 3.14, S. 53). Zudem sind die als
vermutlich hydrogenotroph einzuordnenden Euryarchaeota in nur geringen Mengen
nachgewiesen worden. Interessant ist das ebenfalls gehaufte Auftreten von
Methanomicrobiales, welches mit dem von M. concilii hoch korreliert. Die Kopienanzahlen
liegen wie in den Untersuchungen der Laboranlage (vgl. Abbildung 3.13, S. 52) etwas unter
denen von M. concilii. Vermutlich ist diese Korrelation eine Folge der Acetatkonzentration.
Obwohl  Methanomicrobiales kein Acetat verstoffwechseln, so wird es als
Wachstumssubstrat bendétigt (Asakawa & Nagaoka, 2003). Im gtillebasierten Laborbetrieb, in
dem die Acetatkonzentrationen immer sehr gering waren, hat sich eventuell die Symbiose
von ,Candidatus Cloacamonas sp.“ und den Euryarchaeota besonders ausgepragt, da fur

beide Gruppen die Symbiose essentiell und Gberlebensnotwenig ist.
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4.3 Parallelfermenter

4.3.1 Aufbau und Bilanzierung des Prozesses
Systematische Studien stellen aufgrund der Vielfalt an Biogasfermentern eine grofle
Schwierigkeit dar. Fur vergleichbare Untersuchungen, in denen der Einfluss eines
Parameters untersucht werden kann, wurde daher ein Parallelfermentersystem aus sechs
identischen Fermentern aufgebaut. Uber eine Pumpe wurden alle Fermenter mit identischem
Substrat gefuttert. Zudem erfolgten an jedem Fermenter =zeitgleich Online- und
Offlineanalysen von chemisch/physikalischen und mikrobiologischen Parametern. Diese
zeigen bei identischer Betriebsweise gleiche Ergebnisse. Beispielhaft ist im Anhang der
Vergleich der Gaszusammensetzung und der Gasbildungsraten alles sechs Fermenter
dargestellt (Abbildung 7.20, S. XXXIIl), die eine Vergleichbarkeit belegen. Somit ist es
mdglich, einzelne Parameter zu variieren, um deren Einfluss zu testen, wenn zeitgleich ein

Kontrollfermenter ohne Veranderungen weiterbetrieben wird.

Aufbau des Systems

Zur systematischen Untersuchung des Biogasbildungsprozesses erfolgte der Aufbau von
sechs realitatsnah arbeitenden Miniaturfermentern in Zusammenarbeit der beiden
Projektarbeitsgruppen (siehe Kapitel 1.2 Motivation und Zielsetzung, S.16). Die Ziele
wahrend der Planung waren, einerseits mdglichst viele Sensoren und Elektroden in das
System integrieren zu kénnen, andererseits sollten Geometrie, Aufbau und Betriebsweisen
analog denen von realen Groflanlagen sein (vgl. Kapitel 3.2.1 Aufbau einer
Parallelfermenteranlage, S.53).

Fir die optimalen anlagenspezifischen Parameter wie die Verweilzeit (HRT) gibt es
zur Zeit Orientierungswerte, jedoch mussen sowohl im Labor als auch in GroRanlagen diese
anlagenspezifisch ausgetestet werden. Zum heutigen Zeitpunkt gibt es daflr keine
allgemeingultige Beschreibung. Diese Tests erfolgten im Rahmen der Abschlussarbeiten von
Jorres (2010) und Jansen (2011).

Bilanzierung des Prozesses

Um die Biogasbildung abschatzen zu kénnen, erfolgt die Bilanzierung Ublicherweise Uber die
organische Trockensubstanz (oTS) oder die Werte des chemischen Sauerstoffbedarfs (CSB)
und Gesamtkohlenstoffs (TOC) (Weil3bach, 2009). Alternativ werden auch Berechnungen
nach Baserga (1998) oder Buswell & Miller (1952) durchgefuhrt. Dabei werden immer die
die theoretischen Gasausbeuten (auf Standardwerte normiert) und Methananteile berechnet.
Als Basisdaten aller hier aufgefuhrten Berechnungen dienen die Werte des

Kontrollfermenters, der bei einer Fiitterung von 10 kg oTS/m*d und einem Reaktorvolumen
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von ca. 800 mL durchschnittlich 850 mL Biogas pro 24 h mit einem Methangehalt von
ca. 68% wahrend der Versuchsphase generierte (vgl. im Anhang Abbildung 7.21, S. XXXIV).

Der Abbau der ermittelten Organik betrug durchschnittlich 1,8 g/d. Fur das hier
genutzte System entspricht dies rechnerisch, bezogen auf 380Ly/kg oTS eine
Gasbildungsrate von 0,684 L/d (Kuratorium flr Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft
e.V. (KTBL), 2009). Eine Berlcksichtigung der Verdaulichkeit muss hier nicht erfolgen, da
die Abbauwerte auf realen Messwerten beruhen (Weillbach, 2009).

Nach Antranikian (2006) erfolgt die Abschatzung der Gasmenge und Gasqualitat
anhand von CSB- und TOC-Werten. Als Faustregel gilt, dass eine Abnahme des CSB von
64 g einer Methanausbeute von 22,4 L entspricht. Uber den CSB bilanziert, ergibt ein
durchschnittlich gemessener Abbau von 9.300 mg/kg CSB/d (Frischgllle besitzt
ca. 17.000 mg/L, der Garrest ca. 7.700 mg/L) bei dieser Futterung (ca. 200 mL/d) eine
Methanbildungsrate von ca. 650 mL/d. Zur Ermittlung der Gesamtgasmenge wird in einem
ersten Schritt die Methanmasse Uber die Molmasse und die Gaskonstanten errechnet. Dies
entspricht in diesem Prozess 0,46 g Methan. Daraufhin kann Uber das Verhaltnis des TOC
zur Methanmasse von 0,75g TOC zu 1 g Methan (da 12 g Kohlenstoff zu 16 g Methan
umgesetzt werden) der gebundene Kohlenstoff mit 0,35 g TOC angenommen werden. Uber
die Differenz der realen TOC-Abnahme von 0,45 g und dem Methananteil ergibt sich eine
Masse von 0,10 g TOC, der auf CO, entfallt. Mit der Annahme, dass 0,27 TOC/g CO,
entstehen, hat CO, in diesem Prozess eine theoretische Masse von 0,38 g bzw. ein Volumen
von 0,19 L. Das Gesamtgasvolumen der Hauptkomponenten Methan und CO, entspricht
danach ca. 860 mL, wobei aufgrund des Verhaltnisses ein Methananteil von 77 % zu
erwarten ware.

Die Kalkulation nach Baserga (1998) erfolgt aufgrund der Daten der Weender
Futtermittelanalytik (vgl. im Anhang Tabelle 7.10, S. XXXIIl). Die Analysen der Giille
diesbezuglich, ermittelt durch die LUFA NRW, ergaben 8 g Rohprotein (XP), weniger als 4 g
Rohfett (XL) und weniger als 30 g Kohlenhydrate, bestehend aus Rohfasern (XF, <4 g) und
N-freien Extraktstoffen (26 g), jeweils bezogen pro kg Frischmasse. Die Gasmenge und
Gasqualitat kann anhand dieser Werte und des Verdauungsquotienten errechnet und
abgeschatzt werden.

Die genaueste Vorhersage kann Uber Buswell & Miuller erfolgen. Diese stellten
bereits 1952 die auf der Stdchiometrie basierende Gleichung zur Errechnung der
theoretischen Gasausbeute auf (vgl. Formel 4.1). Diese wurde 1977 von Boyle

weiterentwickelt und um Stickstoff und Schwefel erganzt (Boyle, 1977).

89



Diskussion

bc 3 e
CaHbOCNdSe+<a-—-—+—d+—

4274 2)H20*

(a+b 34 e)CH +(a b+C+3o|+e)co +dNHg+eH,S

282 8%2) 427877 g% ) AN eTE

Formel 4.1: Stochiometrische Gleichung zur Berechnung der Gasausbeute von
Buswell & Miiller (1952), modifiziert durch Boyle (1977).

Die Bilanzierung ermittelt unter Anwendung der Summenformel C4,H9O3N, die eigentlich fur
Schweinegllle beschrieben ist (Reuters, 2011), die Faktoren 6,25 fur Methan, 3,75 fir CO,
und 1 fur NH;. Mit der abgebauten Menge an oTS (1,8 g/d) und der theoretischen Molmasse
der Gille von 201 g/mol errechnet sich damit eine Gasmenge von 9 mmol. Anhand des
Faktors der Gleichung und der idealen Gasgleichung mit 22,4 L/mol kdnnten somit 1,25 L
Methan, 0,75 L CO, und 0,20 L NH; entstehen. Der Methananteil entsprache danach 56,8 %.
Nachteilig ist bei dieser Kalkulation, dass eine vollstdndige Stoffumwandlung auch nicht
verdaubarer Inhaltsstoffe voraussetzt, dass die Biomasseneubildung nicht berlcksichtigt wird
und die genaue chemische Zusammensetzung bekannt sein muss.

Zusammenfassend sind die theoretischen Gasertrage und Methananteile der
verschiedenen Methoden sowie die real gemessenen Werte in der folgenden Tabelle
(Tabelle 4.1) aufgefihrt.

Tabelle 4.1: Ubersicht der theoretisch berechneten Gasausbeute und
Methankonzentration bezog_jen auf einen Fermenter und 24 h.
Methode Methankonzentration (%) Gasausbeute
(L/d)
oTS (Kuratorium fur Technik und Bauwesen in 0,684
der Landwirtschaft e.V. (KTBL), 2009)

CSB & TOC (WeiRbach, 2009) 77 0,86
Baserga (1998) 55 4,7
Buswell & Miller (1952) 57 2,2
Analysierte Werte 67 0,85

Die errechneten Werte weichen voneinander ab. Dies beruht hauptsachlich auf den
zugrunde gelegten Daten der jeweiligen Berechnung. Durch die komplexe Matrix und der nur
schwer abzuschatzenden Abbaubarkeit der Substrate ermdglichen alle Methoden nur eine
Abschatzung. Bei den meisten Methoden wird davon ausgegangen, dass ein Abbau von
100% stattfindet, was aber nie der Realitat entspricht.

Beim Vergleich mit empirisch ermittelten Literaturwerten bezlglich der Gasausbeuten
aus Rindergulle liegen die Gasbildungsraten im Mittel zwischen 0,63 und 0,72 L/d (350 und
400 L/kg oTS). Die Methananteile weisen mit Werten zwischen 55 und 62 % eine hohe
Spanne auf (Baserga, 1998; Kuratorium flr Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft
e.V. (KTBL), 2009). Die Abweichungen kdnnten durch unterschiedliche Betriebsparameter

(Verweilzeit, Gullelagerung etc.) oder die Zusammensetzung der Gulle bedingt sein. Zudem
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werden GroRanlagen durchschnittlich mit einer RZB von 3,5 kg 0TS/m**d beschickt, die
Laboranlage jedoch mit 10. Daraus resultierend ist auch die Verweilzeit im Laborfermenter
geringer, namlich anstelle von ca. 30 d nur knappe 4 d. Vermutlich werden durch die kurze
Verweilzeit nur schnell umsetzbare Stoffe mit hohem Anteil an Protein verstoffwechselt. Die
Schwankungen der Methankonzentrationen konnten durch die unterschiedlichen
Laslichkeiten der Gase bedingt sein. CO,, NH; und H,S, deren Loslichkeiten erheblich héher
liegen, werden zu einem groéferen Anteil mit der Flissigphase aus dem Fermenter gesplilt.
Die Folge ist ein hdherer gemessener CH,;-Gehalt als der theoretisch bestimmte Wert (Markl,
2006).

Die Literaturwerte ahneln den Gasmengen der hier untersuchten Fermenter. Bei den
theoretisch berechneten Werten liegt die Methode tGber CSB & TOC den real gemessenen
Werten am nachsten, gefolgt von der Methode Uber den oTS-Abbau. Die Methoden der
Gasmengenberechnung Uber Buswell & Miuller (1952) und Baserga (1998) weisen viel zu
hohe Werte auf, da dort mit einer 100 %igen Substratumsetzung kalkuliert wird. Die
Gasqualitat ist zumeist niedriger als errechnet. Vermutlich kann dies auf die verkirzte
Verweilzeit und einen geringen Abbaugrad komplexerer Substanzen zurtuckgefuhrt werden.
So werden vermutlich durch die Gille eingetragene FS bevorzugt verstoffwechselt, wobei
gilt, je langer die FS, desto mehr verschiebt sich das Verhaltnis der Gasausbeute zum
Methan (Buswell & Muller, 1952).

Mikrobiologie

In Voruntersuchungen wurden die sechs Fermenter bezuglich der vorherrschenden
Organismen untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass alle dominanten Organismen der
Laboranlage ebenfalls in der Parallelanlage auftraten. Aufgrund des gleichen Substrates
(Rindergtlle) sind diese Resultate zu erwarten. Ebenfalls konnte anhand dieser Werte
gezeigt werden, dass bei identischem Betrieb die Haufigkeiten der untersuchten Organsimen

sehr ahnlich sind.

4.3.2 Einfluss von Acetatzugaben
Der Einfluss von Acetat wurde durch Zugaben von pH-neutralem Acetatsalz in den
kontinuierlich betriebenen Fermenter untersucht. Die einmaligen Zugaben verursachten
kurzzeitige Anstiege in der Gasqualitat und —quantitat (vgl. Abbildung 3.16, S. 56), die
semikontinuierlichen Zugaben zeigten nach Beginn die gleiche Tendenz, gefolgt von einem
starken Gasmengeneinbruch nach der dritten Zugabe. Der Anstieg der Gasmenge kodnnte
ein Effekt der zusatzlich zugefuhrten leicht zuganglichen Organik sein. Die
Gaspotentialkalkulation nach Buswell & Mdiller (1952), die Uber den Saureabbau unter

Berucksichtigung des natirlichen Wash-out und des durch die Fitterung neu eingebrachten
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Inputs berechnet werden kann, bestatigte dies nur zum Teil. Es wurden pro Tag 3,6 g
Kohlenstoff zusatzlich eingetragen, was 36 % zusatzlichem Kohlenstoff entsprach. Die
Gasausbeute wurde jedoch lediglich um maximal 20 % gesteigert. Der Anstieg der
Gasqualitdt um ca. 3% zugunsten des Methans kann theoretisch nicht durch Acetat
hervorgerufen worden sein, da pro Mol Acetat jeweils ein Mol Methan und ein Mol
Kohlenstoffdioxid entsteht. Theoretisch hatte die Qualitat aufgrund der Verschiebung der
Zusammensetzung zu niedrigeren Methangehalten abnehmen missen. Die Erhéhung des
Methananteils muss wahrscheinlich durch hydrogenotrophe Organismen erfolgt sein, die das
vermehrt entstandene CO, in einem weiteren Schritt zu CH; umsetzten. Die kurzzeitigen
Qualitatseinbriche direkt nach der Zugabe kénnten durch ausgasendes CO,, das sich in der
Acetatlésung in Form von Carbonatpuffer befand, bedingt sein.

Die untersuchten VFA zeigen (vgl. Abbildung 3.17, S. 57), dass die nachgewiesenen
Konzentrationen immer unterhalb der errechneten lagen. Begrindet sein konnte dies durch
das Ausspullen eines Teils des zugegeben Acetats, was jedoch durch die maximale
Entfernung zwischen Zugabedffnung und Uberlauf verhindert werden sollte. Andererseits
sind ein direkter Abbau kleinerer Mengen Acetat sowie eine inhomogene Verteilung im
Fermenter vorstellbar.

Die punktuellen Erhdéhungen der Acetatkonzentrationen hatten immer einen
kurzzeitigen Anstieg an Propionat zur Folge. Die dritte Zugabe innerhalb von sechs Tagen,
bei der ein Maximum von Acetat mit ca. 300 mmol/L gemessen wurde, scheint die
Toleranzgrenze des Prozesses zu Uberschreiten, weshalb es zu einem Einbruch der
Gasqualitat kam. Laut Weiland (2010) wirkt sich meist ein zu hoher Propionatanteil bzw. ein
falsches Verhaltnis von Acetat zu Propionat (idealerweise 2:1) negativ auf die Biogasbildung
aus (Kuratorium fir Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft e.V. (KTBL), 2009). Dies
scheint hier der Fall zu sein, wobei nicht klar differenziert werden kann, ob die Hemmung aus
der Acetat- oder aus der Propionatkonzentration resultiert. Wahrscheinlich ist, dass die
Acetatzugabe den Propionatabbau hemmt und es dadurch zu einer Anreicherung dieser
Saure kommt. Im Vergleich zu Daten von Ahring und Mitarbeitern, die ebenfalls Einflisse auf
die Methanbildungsraten durch die Zugabe von Acetat untersuchten, zeigen sich ahnliche
Effekte (Ahring et al., 1995; Ahring, 2003). Untersuchungen von Batchansatzen zeigten bei
Konzentrationen von Acetat bis 100 mmol/L eine erhdhte Methanausbeute. Ab 200 mmol/L
sank der Methangehalt langsam ab. Die niedrigere Grenze fir die Acetatbelastung kénnte
durch den Batchansatz bedingt sein, da dort keine Sauren direkt wieder ausgetragen
werden. Bei Gro3anlagen gilt im Allgemeinen, dass der Prozess gestort wird, wenn der Wert
Uber 3.000 mg/L steigt. In diesen Experimenten lagen die Grenzen der Konzentration bei
einmaligen Zugaben bei ca. 8.000 und 16.000 mg/L. (bzw. 150 und 300 mmol/L). Obwohl

Gegenteiliges in verschiedenen Literaturquellen beschrieben wird (Kuratorium fir Technik
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und Bauwesen in der Landwirtschaft e.V. ((KTBL), 2009), scheint Acetat bei einmaligen
Zugaben keinen negativen Einfluss zu haben. Eventuell sind die Acetatkonzentrationen nicht
prozessentscheidend, sondern lediglich eine Folge von einem gestorten Prozess. So fuhrt
eine Schadigung der Organismen, beispielsweise durch falsches Substrat, zu einer
Anreicherung der Sauren, da diese nicht mehr abgebaut werden kdnnen.

Die Organismenanalyse hat gezeigt (vgl. Abbildung 3.18, S. 58), dass, anders als
erwartet, die Haufigkeit von saurebildenden Organismen (Bacteroidetes, Bacteroides und
Mollicutes) angestiegen ist. Die Archaeen, die den Abbau von Acetat bewirken,
beispielsweise M. concilii, zeigten keine Veranderungen. Eventuell sind diese Organismen in
der Lage, ihren Stoffwechsel bei punktuell Gberschissigem Substrat bei gleichbleibenden
Bedingungen wie pH-Wert etc. zu beschleunigen. Die wiederholten Zugaben bewirken in
erster Linie einen Anstieg an Crenarchaeota, bevor nach der dritten Zugabe, wo die
Acetatkonzentration den Wert von 400 mmol/L Uberschreitet und die Gasproduktion
einbricht, alle Organismenkonzentrationen absinken. Wahrscheinlich haben sich die
Bedingungen fur die adaptierten Organismen im Fermenter verandert. Die sensible anaerobe
Biozdnose, die genau auf die Prozessbedingungen wie pH-Wert etc. eingestellt ist, reagiert
sensibel auf Veranderung (Weiland, 2010). So kdnnte es sein, dass die Organismen ihren
Stoffwechsel, aber auch ihr Zellwachstum reduzieren bzw. einstellen. Somit wurden mehr
Organismen Uber die Fltterung ausgewaschen als nachgewachsen sind. Da die Gasqualitat
in dieser Phase nahezu gleich bleibt, scheint sich die Hemmung dabei gleichermalen auf
alle Archaeen auszuwirken und nicht auf die acetatverwertenden Organismengruppen
Methanosaeta und Methanosarcina begrenzt zu bleiben. Zu erwarten war ein Anstieg von
acetoklastischen Organismen wie M. concilii, die das Acetat als Substrat umsetzen.
Wahrscheinlich wurden die maximal vertraglichen Substratkonzentrationen oder andere

Parameter Uberschritten, so dass eine vollstandige Umsetzung verhindert wurde.

4.3.3 Einfluss von Butyratzugaben
Der Einfluss von Butyrat wurde in einem ebenfalls kontinuierlich betriebenen Fermenter
zeitgleich zum Acetateinfluss untersucht. Dabei wiesen die Zugaben schon in geringen
Mengen bei kleiner Qualitatssteigerung des Gases eine deutliche Steigerung der Gasmenge
auf. Bei einer semikontinuierlichen Zugabe wurde die Gasmenge mehr als verdoppelt. Eine
Zunahme, bedingt durch den zusatzlichen Kohlenstoffanteil, konnte anhand von
Berechnungen nach Baserga (1998) als Ursache ausgeschlossen werden. Anhand der
zusatzlich zugefuhrten Organik, die ohne Wash-out-Effekt knapp 4,8 g (48 %) betrug, kann
keine Zunahme von bis zu 300 % begrindet werden. Nach Buswell & Miller (1952) hat das
Gas, das aus Butyrat entstehen kann, einen Methananteil von 62,5% (vgl. Abbildung 3.19,

S. 59). Dieser Wert war jedoch schon vor der Zugabe Uberschritten, was flir eine schnelle
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Umsetzung der langerkettigen FS spricht. Je langer die FS, desto hoher ist nach Buswell
(1952) die zu erwartende Methankonzentration im Biogas. Die minimalen, kurzzeitigen
Verschlechterungen des Methangehaltes direkt nach der Saurezugabe konnten, bedingt
durch ausgasendes CO, aus der Butyratldsung, analog der Acetatzugabe, verursacht
worden sein.

Die Zugabe von pH-neutralem Butyrat konnte direkt mittels VFA-Analyse
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 3.20, S. 60). Auch hier wurde, analog zum Acetat, die
angestrebte Zielkonzentration immer knapp unterschritten. Der Abbau des Butyrat erfolgte
nach allen Zugaben sehr schnell, so dass bei semikontinuierlicher Zugabe die Werte nach
48 h annahernd der Ausgangskonzentration vor der Zugabe entsprachen. Die Folge des
Abbaus war ein signifikanter Anstieg von Acetat und ein geringerer Anstieg von Propionat
und Isobutyrat. Somit kann davon ausgegangen werden, dass Butyrat zu Acetat abgebaut
wird. Die Anstiege von Propionat, Isobutyrat etc. sind wahrscheinlich, analog zu den
Acetatzugaben, in einer Hemmung des Abbaus und somit einer Anhaufung bei
semikontinuierlichem Eintrag von Glille begriindet. Nach Untersuchungen von Schieder et al.
(2010) ist ein verstarktes Auftreten von Propionsaure, Isobuttersaure, Isovaleriansdure und
Oenanthsaure ein Indikator fur einen instabilen Prozess, in dem die folgenden Schritte der
Acetogenese und der Methanogenese nicht effizient ablaufen. Dies konnte Uber den
untersuchten Zeitraum nicht bestatigt werden. Eventuell ist dies in der punktuellen Stérung
begrindet, da der Butyratabbau nachweislich sehr schnell erfolgte. Nach Ahring et al. (1995
& 2003), die ebenfalls den Einfluss von Butyrat untersuchten, ist eine ahnliche Erhéhung der
Methanausbeute durch Butyratzugaben beschrieben. Die Abhangigkeit der Steigerung von
der Konzentration hat demnach ein Maximum bei 100 mmol/L, bei dem das vierfache
Volumen an Methan gebildet wurde. Die dauerhafte Belastung mit durchschnittlich
ca. 70 mmol/L Butyrat erzeugte im Maximum das dreifache Gasvolumen. Nach KTBL liegen
die maximal vertragliche Konzentrationen fur Butyrat unter 50 mg/L (5,7 mmol/L) im
GroRfermenter (Kuratorium fir Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft e.V. ((KTBL),
2005).

Die Mikroorganismen (vgl. Abbildung 3.21, S. 61), die zuvor ein dhnliches Niveau wie
der Kontroll- und Acetatfermenter aufwiesen, zeigten bei den punktuellen Zugaben einen
Anstieg der saurebildenden Bacteroides und Bacteroidetes. Die  Ordnung
Methanomicrobiales wies sehr grole Schwankungen ohne erkennbare Ursache auf. Die
wiederholte Zugabe von Butyrat zeigte, anders als zu erwarten, keine Anstiege sondern
Ruckgange von Bacteroides und Firmicutes sp. auf. Da der Verlauf von Firmicutes sp.
analog dem bei Zugabe von Acetat verlauft, konnte der negative Einfluss auf diese

Organismen auch durch den Acetatanstieg bedingt sein, der einer Butyratzugabe folgt.
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4.4 Sensor
4.4.1 Sensoraufbau und Messanordnung

Die Uberwachung von Biogasanlagen soll entsprechend dem Projekt ,Bio-LAPS* anhand der
Aktivitdt der Mikroorganismen erfolgen. Dazu wurde von der Arbeitsgruppe Chemo- und
Biosensorik unter Leitung von Prof. Schoning ein Sensor entwickelt und optimiert, mit dem
es moglich ist, die Veranderung der H'-lonenkonzentration an der Sensoroberfliche zu
bestimmen. Die Idee ist, prozesstragende Mikroorganismen auf diesem Chip zu
immobilisieren, deren stoffwechselphysiologische Aktivitdt in der Freisetzung oder
Umsetzung von H'-lonen resultiert. Die damit einhergehende pH-Wert- Anderung kann dann
als hochsensibles Tool zur Uberwachung des Prozesses erfolgen.

Der Messung erfolgt als Differenzmessung (vgl. Abbildung 3.27), um Einflusse, die
den Sensor im Medium beeinflussen, zu erfassen. Zusatzlich kdbnnen Sensordrifts, die bei
allen Sensoren bei langeren Messzeitrdumen naturlicherweise auftreten, vom realen Signal

unterschieden werden.

4.4.2 Immobilisierung und Stoffwechselaktivitat
Fur das Ziel, die Erfassung der Stoffwechselaktivitdt von Organismen auf einem Sensor
realisieren zu kdonnen, wurden verschiedene Methoden der Immobilisierung getestet. Nach
Untersuchungen bezlglich der zelleigenen Adhasion, der kovalenten Bindung und
Immobilisierung mittels Antibiotika wurde die Einschlussimmobilisierung in einer Gelmatrix
aus Polyacrylamid als optimale Methode ausgewanhlt. Dieses Polymer, welches als chemisch
neutral, resistent gegen Mikroorganismen und enzymatischen Abbau und mit geringer
unspezifischer Adsorptionskapazitat beschrieben ist, ermoéglicht den Ganzzelleinschluss mit
definierten Zellzahlen und Porengréf3en in der Matrix (Yankov, 2004). Die Zelldichten sollten
zwischen 10% und 10° Zellen pro mL betragen (Owicki & Parce, 1992). Zusatzlich kénnen
aufgrund der Gelmatrix die Diffusionsmdglichkeit, die Porengrdlde, die mechanische
Stabilitat, die Wasserloslichkeit, die Abbaubarkeit, das Wachstum der Organismen und die
Toxizitédt beeinflusst werden. Ebenfalls sind die Kosten der Methode gering und die
Handhabung einfach. Vorteile der Gelimmobilisierung sind der Schutz der Organismen
hinsichtlich Abrieb und Desorption sowie eine bessere Stabilitat. Die Optimierung des Gels in
dieser Arbeit erfolgte am Modellorganismus E. coli. Der Vernetzungsgrad wurde mit einem
Acrylamidgehalt von 4 % und einem Acrylamid/Bisacrylamid-Verhaltnis von 37,5:1 so
gewahlt, dass eine ausreichende Stabilitat, ein geringes Quellverhalten, eine gute Haftung
auf der Sensoroberflache gepaart mit einer Stabilitdt Uber mehrere Tage erfolgte Die
errechnete PorengréfRe liegt bei ca. 0,01 — 0,1 um (Microdyn Nadir, 2010) und ermdglicht
somit die Diffusion von gelésten Salzen, Zuckern und anderen Stoffen als notwendige

Voraussetzung fur die Substratversorgung der immobilisierten Organismen. Die
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Mikroorganismen wie E. coli und M. concilii kbnnen aufgrund ihrer Grofe (Uber 1 um) nicht
diffundieren und verbleiben somit auf der Sensoroberflache.

Die Untersuchungen bezuglich der Organismenverteilung zeigten eine gewinschte
gleichmalige Verteilung (vgl. Abbildung 3.24, S.63). Wichtig ist jedoch, dass die ersten
Messungen erst nach dem Spulen des Gels begonnen werden, um das Abwaschen der nicht
fixierten Organismen zu ermdglichen. Die Anzahl an lebenden, aktiven Zellen liel3 sich

optisch nicht ermitteln.

4.4.3 Messungen mit Escherichia coli

Proof of Priciple

Der Nachweis der Messbarkeit der Stoffwechselaktivitat Gber die pH-Wert Anderung mit Hilfe
eines LAPS konnte an E. coli-Kulturen in Suspension gefiihrt werden. Die Anderung des
Potentials in Folge der Saurebildung ist dabei zwar abhangig von der Anzahl der
Organismen, korreliert jedoch nicht direkt mit der Zellzahl. Dies kdnnte eventuell darin
begrindet sein, dass bei hohen Organismenkonzentrationen eine Limitierung vorliegt, die
beispielsweise durch das Substrat hervorgerufen wird. Daflr spricht auch, dass die
Ansauerungsraten der beiden geringeren Zellkonzentrationen mit 5,41 bzw. 5,19*10*H" pro
Sekunde und Organismus entsprechend vergleichbar waren. Von Owicki & Parce (1992), die
Saugerzellen untersuchten, wurden Ansduerungsraten von ca. 1*10° H's"Zelle™ ermittelt.
Diese GrofRenordnung wird von Booregaard, der neutrophile Granulozyten untersuchte und
Umsatzraten von 1,3*10'H's'Zelle’ bei ruhenden und 5,5*10'H's"'Zelle” bei
atmungsaktiven Zellen fand, bestéatigt (Borregaard et al., 1982). Der sehr viel geringere
Umsatz konnte im geringeren Volumen der Bakterienzelle begriindet sein. Diese Zellen sind
im Vergleich zu Saugerzellen um das 1000-fache kleiner. Ebenfalls konnte eine geringere

Stoffwechselrate eine mogliche Begriindung liefern.

Messungen immobilisierter E. coli in Differenzanordnung

Die Messungen von immobilisierten E. coli weisen, wie in Abbildung 3.26 (S. 65) dargestellt,
eine relativ reproduzierbare Ansauerung auf. Auffallig ist, dass auch das organismenleere
Gel scheinbar Ansauerungen aufzeichnet. Dies bestétigt die zu Projektbeginn angedachte
Idee der Differenzmessung. Der Drift kdnnte durch die Diffusion von frischem Medium oder
aber auch von benachbarten Organismen ausgehen. Dennoch ist die Potentialanderung
immer geringer als bei immobilisierten Organismen.

Die Reaktionszeit des Sensors mit Gelmatrix zeigt im Kontrollgel eine direkte
Reaktion. Das Maximum ist direkt nach Medienwechsel in der ersten Messung erreicht. Das
bestatigen die von Scott (1987) beschriebenen Ergebnisse, bei denen davon ausgegangen

wird, dass die Diffusionsgeschwindigkeit bei niedermolekularen Stoffen eine untergeordnete
96



Diskussion

Rolle spielt, wenn zur Einschlussimmobilisierung Hydrogele mit hohem Wassergehalt und
hoher Porositat, die ahnliche Diffusionskoeffizienten wie wassrige Losungen aufweisen,
genutzt werden. Demnach kann die Diffusion als vernachladssigbar geringer Faktor
angesehen werden. Anders hingegen verlaufen die Signale, wenn E. coli im Gel immobilisiert
wird. Im Mittel ist das Maximum erst nach drei Messungen, also nach sechs Minuten erreicht.
Da die Diffusion in beiden Gelen identisch sein wird, ist dies wahrscheinlich die Zeit, die
bendtigt wird, bis der Stoffwechsel der Organismen reagiert, die pH-Wert Anderung erzeugt
und die Diffusionsstrecke der Wasserstoffionen bis zum Sensor tberwindet (Werner et al.,
2011).

Die Differenzsignale  weisen Potentialanderungsraten ~ zwischen  -0,14
und -0,22 mV/min mit einer Standardabweichung von +0,02 mV/min auf. Die Stabilitat der
Werte Uber den Untersuchungszeitraum von 6 h deutet auf eine gute Immobilisierung ohne
Auswaschung der Organismen hin. Mit den Ansauerungsraten mit durchschnittlich
1,5*10*H*s"Zelle” liegen die Werte jedoch nur bei ca. der Ergebnisse der nicht
immobilisierten Organismen. Da der Einfluss der Immobilisierung als gering angenommen
wird, kénnten dies Effekte sein, die durch die Behandlung der Organismen hervorgerufen
werden. Die Organismenanzahl ist vermutlich durch die verschiedenen Waschschritte
geringer als die aus der Kultur bestimmte Zellzahl, und auch die Lebendzellzahl mag deutlich
kleiner sein als erwartet. Eventuell sind auch Zellen im Gel immobilisiert, die nicht mehr
leben und daher keine Stoffwechselaktivitat haben.

Der Vergleich mit Messungen, in denen Uber den Chip und das Gel eine
Cellulosemembran gespannt wurde, weisen geringfligig geringere Ansauerungsraten auf. Es
|&sst sich jedoch anhand der Kurvenverlaufe vermuten, dass die Diffusion der Peptide und
Aminosauren, den Hauptbestandteilen des LB-Mediums, verlangsamt ablauft. Beide
Kurvenverlaufe, sowohl das Leergel als auch das mit Organismen beladene Gel, zeigen die
maximale Potentialanderung erst zeitverzogert.

Ein konzentrationsabhangiges Signal bezlglich Glukose konnte mit immobilisierten
E. coli-Bakterien, wie in Abbildung 3.28 auf Seite 67 gezeigt, nachgewiesen werden.
Ersichtlich ist, dass auch bei Puffer der Sensor ein Driftsignal aufweist. Der zeitliche
Diffusionsverzug, der zuvor durch die Membran ersichtlich wurde, ist bei diesem Versuch
nicht erkennbar. Vermutlich ist die Diffusion der kleinen Glukosemolekile schneller als die
Messung, die erst nach Zugabe gering zeitverzogert gestartet wird.

Unter Betrachtung des Differenzsignals wird deutlich, dass die Umsatzrate zeit- und
konzentrationsabhangig ist. Je geringer die Konzentration an Glukose, desto kurzer und
desto geringer ist die Potentialdifferenz. Die Ansduerungsrate von mehr als 1*10*H*s"'Zelle™

bei 1,5 mmol/L Glukose liegt vom Wert her im Bereich der Ansduerungsraten mit E. coli und
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der Schutzmembran in LB-Medium. Vermutlich entspricht dies der maximalen

Ansauerungsrate.

Messungen mit Methanosaeta concilii

Analog zu E. coli wurde M. concilii auf einen Chip immobilisiert und Messungen
durchgeflhrt, wobei alle Arbeitsschritte unter anaeroben Bedingungen erfolgten. Anhand der
Messungen ist ein Anstieg des Potentials und damit eine Alkalisierung auf der
Sensoroberflache ersichtlich. Es kann daher angenommen werden, dass die immobilisierten
M. concilii, die im Rahmen ihres Stoffwechsels Essigsaure abbauen, noch aktiv im Gel
vorliegen. Die Immobilisierungsmethode scheint auch zur Bestimmung der
Stoffwechselaktivitat dieser Organismen praktikabel zu sein. Die Alkalisierungsrate liegt mit
0,12*10*H*s"'Zelle™ um fast Faktor zehn unter der Stoffumsatzrate von E. coli. Dies kdnnte
durch einen wesentlich langsameren Stoffwechsel bedingt sein. Wdirde der
Stoffwechselumsatz analog zu den Verdopplungszeiten stehen - E. coli mit ca. 20 — 30 min
und M. concilii mit ca. 65 —70 h - ware ein Faktor um 200 zu erwarten gewesen. Ahnlich
verhalt es sich zudem mit der Michaeliskonstante. Der Ks-Wert von 1,2 mmol/L liegt sehr
hoch und weist damit auf einen langsamen Stoffumsatz hin (Lens et al., 1998).

Ebenfalls zeigen die Messungen, dass die unterschiedliche Stoffwechselaktivitat auf
die Hohe der Umgebungstemperatur zurtckgefuhrt werden kann (vgl. Abbildung 3.29, S. 68).
Bei geringeren Temperaturen ist die Umsatzrate geringer. Wichtig ist daher, die Messungen
bei konstanten, bestenfalls optimalen Temperaturbedingungen des jeweiligen Organismus
durchzufiihren, um diese Einflisse so gering wie moglich halten.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Erfassung der metabolischen Aktivitat mittels LAPS
so sensibel moglich ist, dass Einflisse von Temperatur und Substratkonzentration erfasst
werden kdnnen. Problematisch ist jedoch die Erfassung, je hoher die Pufferkapazitat im
umgebenden Medium ist. Dies und die geringe Alkalisierungsraten der M. concilii sind
Fragestellungen, die im weiteren noch der Optimierung bedirfen, bevor der Sensor eine
praktikable Uberwachungsmethode fiir Biogasanlagen darstellen kann. Die Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit zeigen aber, dass das angedachte Verfahren grundséatzlich

erfolgreich sein kann.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit, die ein besseres mikrobiologisches Verstandnis des Biogasbildungsprozesses
im Zusammenhang mit den physikalischen und chemischen Beziehungen zum Ziel hatte,
gliederte sich in drei Arbeitspakete: die Erfassung der Mikrobiologie in Labor- und
Groftanlagen, dem Aufbau von sechs identischen, parallel betriebenen Laborfermentern und
die Entwicklung einer mikrobiellen Uberwachungsmethode.

Im ersten Schritt wurde anhand von molekularbiologischen Methoden die Biozénose
erfasst. Dabei wies die Gendatenbank fur die Organismen des gullebasierten
Laborfermenters eine groRe bakterielle Diversitat auf, was anhand von 1266 untersuchten
Klonen gezeigt werden konnte. Die Vielfalt der Archaeen, es wurden 412 Klone untersucht,
war, wie erwartet, geringer. Als dominant und somit prozesstragend wurden die Bakterien
Bacteroides, Bacteroidetes, Firmicutes sp., Mollicutes und ,Candidatus Cloacamonas sp.*
und die Archaeen Crenarchaeota, Euryarchaeota, Methanomicrobiales und Methanosaeta
concilii gewertet, die im weiteren bezuglich ihrer Stabilitat im kontinuierlichen Prozess, ihrer
Empfindlichkeit gegenuber Fettsduren in der Parallelanlage und ihrer Dominanz in
Grolanlagen untersucht wurden. Die Untersuchungen ergaben, dass die Organismen im
kontinuierlichen Betrieb einer gullebasierten Laboranlage ohne grof’e Auffalligkeiten der
physikalischen und chemischen Parameter in ihren Abundanzen sehr schwankten. Die
Einflisse von Fettsauren, die in der Literatur als grol3 und ausschlaggebend beschrieben
werden, konnten jedoch auf mikrobieller Ebene nicht bestatigt werden. Sowohl punktuelle als
auch semikontinuierliche Zugaben bewirkten keine Effekte bezlglich der Haufigkeit der
Archaeen und hatten nur geringe Auswirkungen auf die Abundanz der Bakterien. Der
Einfluss auf die Stoffwechselaktivitat war jedoch sehr gro3. So wurden die Gasbildungsraten
positiv beeinflusst und stiegen sowohl bei Acetat als auch bei Butyratzugaben. In diesen
Versuchsreihen zeigten die chemischen und physikalischen Parameter kaum Anderungen,
jedoch erwies sich die Gasbildungsrate als schneller Indikator. Der Vergleich der Ergebnisse
bezlglich der prozessdominanten Organismen in den Laboranlagen mit denen in
Grollanlagen zeigte, dass diese ebenfalls in Groflanlagen mit diversen Futterungen
(Mais/Glle-, Maismono- und Zuckerribenmonovergarung) wiedergefunden werden konnten.
Jedoch variieren die Abundanzen, besonders die der Bakterien, erheblich. Die garenden
Organismen Firmicutes sp. und Mollicutes zeigten geringe Haufigkeiten bei silagegefitterten
Anlagen (hier Mais und Zuckerriiben), Bacteroides und die Bacteroidetes hingegen waren
immer dominant. Die Archaeen weisen in allen Anlagen annahernd gleich hohe Abundanzen
auf.

Ein Sensor, der die mikrobiologische Aktivitat der Organismen erfasst und somit eine

Uberwachungsmethode fiir die Biogasanlagen liefert, wurde in der AG Schéning so weit
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entwickelt, bis das Funktionsprinzip im aeroben und anaeroben Milieu gezeigt werden
konnte. Zusatzlich konnte ein substratkonzentrationsabhangiges Messsignal mit E. coli
generiert werden (Werner et al.,, 2012). Leider konnte der Sensor mit immobilisierten
acetoklastischen methanbildenden Archaeen nicht bis zur sicheren Anwendung als
Uberwachungsmethode weiterentwickelt werden, da die metabolische Aktivitat des
ausgewahlten Organismus wahrscheinlich zu gering ist. Aufgrund der Ergebnisse aus
Versuchen an der Parallelanlage ist der Ansatz, uber die metabolische Aktivitat den Prozess
zu kontrollieren, jedoch sinnvoll, da einerseits ein starker Anstieg der Gasbildungsrate nicht
unbedingt mit einem Anstieg der Organismenanzahl einhergeht, andererseits aber zu
erwarten ist, dass Storungen schneller als mit herkdmmlichen Methoden zu detektieren sind.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ist deutlich geworden, dass die mikrobiellen
Zusammenhange in Biogasanlagen nicht einheitlich und konstant sind. Es bedarf somit
weiterhin  intensiver Forschungen zur Erfassung der komplexen mikrobiellen
Zusammenhange. Ein Ansatz dazu wird zur Zeit im Rahmen eines Forschungsprojektes
.MiProBa“ — Mikrobielle Prozessentschlisselung der Biogasbildung mittels Batchversuchen
an verschiedenen Substraten (Férderkennzeichen: 005-1007-0053, geférdert vom
Ministerium fir Innovation, Wissenschaft und Forschung des Landes Nordrhein-Westfalen)
erarbeitet, das bei gleicher Ausgangsmikrobiologie den Einfluss der Cosubstrate auf die
Mikrobiologie untersucht. Zusatzlich sind die Einflisse von Intermediarprodukten auf den
Prozess nicht zu unterschatzende Parameter, die weiter untersucht werden missen. Die
Parallelfermenter haben dazu bereits einen gro3en Beitrag geliefert und kdénnen dazu
eingesetzt werden. Mit solchen strukturierten Untersuchungen wird es vielleicht moglich, den
Prozess der Biogasbildung effektiver zu gestalten und im idealen Fall Biogas als
Regelenergie nutzen zu koénnen. Damit wirde Biogas seine Stellung innerhalb der

regenerativen Energien starken und ausbauen.
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6 Verzeichnisse

6.1 Abkurzungsverzeichnis

APS
BG
BHKW
bp
CSB
Cy-3
DAPI
DMSO
DNA
dNTP
DSMZ
EEG
FS
FFS
FISH
FOS
GC
HPLC

HRT
LAPS
NaWaRo
oTS
OoTuU
PCR
PFA
RFLP
RNA
RZB

RT

rt PCR
StrEG
TAC
TAE
TEMED
TOC
TS

Amoniumpersulfat

Biogas

Blockheizkraftwerk

Basenpaar

chemischer Sauerstoffbedarf
Indocarbocyanin
4’,6-Diamidino-2-Phenylindol
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxiribonukleotidtriphosphat
Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen & Zellkulturen
Erneuerbare-Energien-Gesetz
Fettsauren

Fliichtige Fettsauren
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
flichtige organische Sauren
Gaschromatographie

high performance liquid chromatography
Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Hydraulic-Retention-Time (Verweilzeit)

lichtadressierbarer potentiometrischer Sensor
Nachwachsende Rohstoffe

organische Trockensubstanz

operative taxonomische Einheiten (operational taxonomic units)
Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Paraformaldehyd
Restriktionsfragment-Langenpolymorphismus
Ribonukleinsaure

Raum-Zeit-Belastung

Raumtemperatur

real time PCR

Stromeinspeiseverglitung

gesamter anorganischer Kohlenstoff (total anorganic carbon)
Tris-Acetat-EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine

Gesamtkohlenstoff (total organic carbon)

Trockensubstanz
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7 Anhang

Tabelle 7.1:  PCR-Protokoll fiir allgemeine Bakterien-PCR.
Komponente Konzentration
MgCl, 3,25 mmol/L
PCR-Puffer 1-fach
dNTP’s 0,2 mmol/L je dNTP
Taq DNA Polymerase 0,025 U/uL
GM3F 1 umol/L
GM4R 1 umol/L
DMSO 5%
Template 12 pug/mL

Tabelle 7.2: Programm der allgemeinen Bakterien-PCR.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (sec) Zyklen
Erste Denaturierung 94 300 1
Denaturierung 94 60

Annealing 52 45 30
Elongation 72 120

Finale Extension 72 300 1
Kihlung / Lagerung 4 0 1

Tabelle 7.3: PCR-Protokoll fiir allgemeine Archaeen-PCR.

Komponente Finale Konzentration
MgCl, 2 mmol/L

PCR-Puffer 1-fach

dNTP’s 0,2 mmol/L je dNTP
Taq DNA Polymerase 0,025 U/uL

PA3F 1 pmol/L

PA3R 1 pmol/L

Template 3 pg/mL

Tabelle 7.4: Programm der allgemeine Archaeen-PCR.

Schritt Temperatur (°C) Dauer (sec) Zyklen
Erste Denaturierung 94 300 1
Denaturierung 94 60

Annealing 51 30 30
Elongation 72 90

Finale Extension 72 600 1
Kuhlung / Lagerung 4 0 1
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Tabelle 7.5: PCR-Protokoll fiir Kolonie-PCR.

Komponente Konzentration (100pl-Ansatz)

MgCl, 6 mmol/L

PCR-Puffer 1-fach

dNTP’s 0,2 mmol/L je NTP

Taq DNA Polymerase 0,025 U/uL

pJET1.2 forward sequencing primer 1 ymol/L

pJET1.2 reverse sequencing primer 1 ymol/L

Kolonie-Suspension 5uL
Tabelle 7.6: Programm der Kolonie-PCR.
Schritt Temperatur (°C) Dauer (sec) Dauer (sec) Zyklen

Bakterien Archaeen

Erste Denaturierung 95 180 180 1
Denaturierung 94 30 30
Annealing 60 30 30 25
Elongation 72 120 60
Finale Extension 72 60 60 1
Kihlung / Lagerung 4 oo o0 1

Tabelle 7.7:

Medienzusammensetzung von LB-Medium zur Kultivierung von E. coli.

Chemikalien Menge [% wiv] Hersteller

NaCl 1 AppliChem GmbH

Hefeextrakt 0,5 Carl Roth

Trypton/Pepton 1 Carl Roth
Tabelle 7.8:  Zusammensetzung der Trace element solution fiir M. concilii.

Chemikalien B Menge [% wiv] Hersteller

Nitrilotriessigsaure 1 ,-28 Sigma-Aldrich

FeCls 0,073 VWR

MnCl, 0,0062 Merck

CoCl, 0,0013 Fluka

CaCl, 0,075 VWR

ZnCl, 0,01 VWR

CuCl, 0,002 VWR

H3Bos 0,001 Merck

Na,MoOQO, 0,002 Merck

NaCl 0,1 AppliChem GmbH

NiCl, 0,0065 Merck

Na,SeO; 0,0017 Fluka
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Tabelle 7.9: Zusammensetzung_; der Vitamin solution fiir M. concilii.

Chemikalien Menge [g/L] Hersteller

Biotin 20 Fluka

Folic acid 2,0 AppliChem GmbH
Pyridoxine-HCI 10,0 Sigma-Aldrich
Thiamine-HCI x 2 H,O 5,0 Fluka

Riboflavin 50 Alfa Aesar
Nicotinic acid 50 Merck
D-Ca-pantothenate 5,0 AppliChem GmbH
Vitamin B12 0,1 AppliChem GmbH
p-Aminobenzoic acid 5,0 Sigma-Aldrich
Lipic acid 50 AppliChem GmbH
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Vergleich der theoretischen und realen Verdaumuster von PCR-Produkten aus
Biogasfermenterisolaten zum Beweis der Monoklonalitat.
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Abbildung 7.1: Verdau von Bacteroidetes (AJB 110)-PCR-Produkten mit Nla /Il
sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pPDRAW32.
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Abbildung 7.2: Verdau von Bacteroides (AJB 109)-PCR-Produkten mit Hpa Il sowie
das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pPDRAW32.

10 T T

= T
100 f § i
a0
a0
70 = 2000
g B0 1200
g 50 300

00 10 20 30 40 50 &0 70 a0 90 1000 1o 1
Migration Inclesx (%)

Abbildung 7.3: Verdau von Firmicutes sp. (AJB 114)-PCR-Produkten mit Hae Il
sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pDRAW32.
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Abbildung 7.4: Verdau von Mollicutes (AJB 101)-PCR-Produkten mit Nla lll sowie das
theoretische Schnittmuster ermittelt durch pDRAW32.
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Abbildung 7.5: Verdau von ,,Candidatus Cloacamonas sp.“ (AJB 104)-PCR-Produkten
mit Hpa Il sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pPDRAW32.
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Abbildung 7.6: Verdau von Methanomicrobiales (AJA 1)-PCR-Produkten mit Hha I
sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pPDRAW32.
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Abbildung 7.7: Zweiter Verdau von Methanomicrobiales (AJA 1)-PCR-Produkten mit
Hinf I sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pDRAW32.
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Abbildung 7.8: Verdau von Crenarchaeota (AJA 8-11)-PCR-Produkten mit Hae /Il
(BsuR 1) sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pPDRAW32.
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Abbildung 7.9: Verdau von Euryarchaeota (AJA 12)-PCR-Produkten mit Hpa I/
sowie das theoretische Schnittmuster ermittelt durch pPDRAW32.
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Real time PCR der Standards inklusive der Standardkurven und

Standardgeraden
Methanosaeta concilii
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Abbildung 7.10: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Methanosaeta concilii.
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Mollicutes (AJB 101)
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Abbildung 7.11: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Mollicutes (AJB 101).
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,Candidatus Cloacamonas sp.“ (AJB 104)
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Abbildung 7.12:Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
»,Candidatus Cloacamonas sp.“ (AJB 104).
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Bacteriodes (AJB 109)

22000 22000
20000 ] - 20000
18000 aetoammasl=s - 18000

o 16000 Lt = 16000

= A e T

= 14000 AT e 14000

£ E —-—=

E 12000 i p = 12000

5 / o [

@ 10000 i1 EBEEC 10000

= -

5 8000 ﬁ ﬁ’f . = 8000

-1

L

#6000 i 1 &000

& 4000 ; f 4000

= 2000 ilK: 2000

& s
o o = o .
0 0
-2000 ! ! !! -2000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 25 30 32 34 36 35 40 42 44 46 48
Cycle
y=-3,294x + 37,713
R2= 10,9962
20
=t
)
2
O 10
0 T T 1
4 6 8 10
Logarithmus der Startkopienanzahl
2400
Z200
2000
1800
1600

— 1400 'I;L,,

= {11

= 1200 )

§ 1000 ﬂﬁ

£ 800 s

' oBO0 _ i i
400 o i 4
200 = = oL = 1

]
-200 !
400 !

46 43 50 52 54 56 55 00 62 64 66 63 70 Y2 ¥4 Vo ¥4 80 32 94 56 83 90 92 94 95 93 100

Temperature, Celsius

Abbildung 7.13: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Bacteriodes (AJB 109).
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Bacteriodetes (AJB 110)

18000 13000
16000 - 16000
e
p 14000 T 14000
w =1
1J 12000 e 12000
B K T pn
10000 7,,‘5_“ Pres 10000
A A1
=)
7 8000 7 /] a B000
Pi]
5 6000 4 2 6000
F £ P
@ 4000 / f,f = 4000
[wal
[ i o
S 2000 L : # : 2000
T ..r/ "f
0 SARN S SSBE AR 0
-2000 -2000
0 2 4 6 & 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 33 40 42 44 45 43
Cyele
y=-4,43x + 58,353
R2=0,9959
40
)=
]
3
O 30
20 T T )
4 6 8 10
Logarithmus der Startkopienanzahl
1600 I
1400 J
1200 |
(L
1000 gy '|
—
T 500 # :
= 600
£ g ¥
T 400 N EmAuEsneNPLos s OUNEEP.
200 B i ML oy Ty AF
0 BT AT
-200
-400

46 45 50 52 54 56 55 60 62 64 66 63 7O 72 74 7o 75 80 82 54 86 53 90 92 94 95 93100
Temperature, Celsius

Abbildung 7.14: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Bacteriodetes (AJB 110).
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Firmicutes sp. (AJB 114)
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Abbildung 7.15: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Firmicutes sp. (AJB 114).
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Methanomicrobiales (AJA 1)
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Abbildung 7.16: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Methanomicrobiales (AJA 1).
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Crenarcheota (AJA 8-11)
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Abbildung 7.17: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von
Crenarchaeota (AJA 8-11).
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Euryarcheota (AJA 12)
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Abbildung 7.18: Standards, Standardgerade sowie die Schmelzkurve von

Euryarcheota (AJA 12).
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Abbildung 7.19: Phylogenetischer Stammbaums der Phylum Firmicutes, erstellt mit
der neighbor-joining Methode und E. coli als outgroup.

XXX



Anhang

Fermenter A

Gasqualitit [Vol.%] Gasqualitit und Gasmenge

100

0 / i ;‘/ ".
/ / / 5 K
o & . NN
3
/ = r s ,. *
: v

3
f .

ot I,f/"”'fﬂy '
" f/\ ‘, T ft o
| W

Fermenter C
Gasqualitit und Gasmenge

Gasqualitat [Vol. %]

100
0

w0

A\

" i AR
/ \.\ ﬂw,,.'?,/w
@

0 5
Tage

Fermenter E

Gasqualitat [Vol. %] Gasqualitit und Gasmenge

Gasmenge [mi/h]

Gasmenge [mi/h]

Gasmenge [mi/h]

Fermenter B

Gasqualitit [Vol.%] Gasqualitit und Gasmenge

Gasmenge [mi/h]

1 ®
x 1
- 15
i
0 7 - frms 180
Fi ¥ o P e e [raa
™ sl i !
T S e

0 5
Tage

Fermenter D

Gasqualitt [Vol. %] Gasqualitit und Gasmenge

100 00
0 180
] 150

0 5
Tage

Fermenter F

Gasqualitat [Vol. %] Gasqualitit und Gasmenge

Gasmenge [ml/h]

n 1
Tage

n 1
Tage

Abbildung 7.20: Vergleich beziiglich der Gaszusammensetzung (ll Methan, @ CO,) und
der Gasmengen () der sechs identisch betriebenen Fermenter des
Parallelfermentersystems.

Tabelle 7.10:

Theoretische Gasausbeuten nach Baserga (1998).

Stoffklasse Gasausbeute (L/kg oTS) Methankonzentration (%)
Kohlenhydrate 790 50
Fette 1250 68
Proteine 700 71
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Anhang

Parameter Gasproduktion, Gasqualitat, FS und Mikroorganismen des Kontrollfermenter tGber
den Versuchszeitraum der punktuellen Zugaben.
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Abbildung 7.21: Darstellung der Gasmenge, Methan- und Kohlenstoffdioxidwerte
(oben), der FS (mitte) und der Organismenentwicklung (unten) iliber den ersten
Versuchszeitraum.
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Anhang

Parameter Gasproduktion, Gasqualitat, FS und Mikroorganismen des Kontrollfermenter tGber
den Versuchszeitraum der semikontinuierlichen Zugaben.
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Abbildung 7.22: Darstellung der Gasmenge, Methan- und Kohlenstoffdioxidwerte
(oben), der FS (mitte) und der Organismenentwicklung (unten) tGiber den zweiten
Versuchszeitraum.
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