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Einfluss der enzymatischen Substrataufbereitung
auf den Biogasertrag von Energiepflanzen

Enzymzusdtze werden in der Praxis
bei einigen landwirtschaftlichen
Biogasanlagen eingesetzt, um den
Methanertrag der eingesetzten Bio-
masse durch einen verbesserten Ab-
bau des Faseranteils (Zellulose und
Hemi-Zellulose) zu erhohen. Zur
Beurteilung des Enzymeinflusses
auf den anaeroben Abbau der Bio-
masse wurden umfangreiche Gdr-
tests mit dem Verfahren des Hohen-
(HBT)
durchgefiihrt. Durch die Enzymzu-

heimer Biogasertragstest

gabe konnte in den bisher durchge-
fiihrten Batchversuchen kein deut-
lich positiverer Einfluss auf den
Methanertrag der Testsubstrate
nachgewiesen werden.
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n Deutschland setzt sich aufgrund der seit

Mitte 2004 verdnderten Rahmenbedin-
gungen (EEG) bei einer zunehmenden An-
zahl landwirtschaftlicher Biogasanlagen die
Kofermentation von Giille mit nachwach-
senden Rohstoffen durch.

Problematisch bei der Verwendung von fa-
serreichen Energiepflanzen oder Pflanzen-
bestandteilen (Maisstroh) ist, dass ein we-
sentlicher Teil des Substrats (vor allem Zel-
lulose, Hemi-Zellulose und Lignin) durch
anaerobe Bakterien nur langsam oder ledig-
lich in geringem Unfang abgebaut werden
kann. Faserspaltende Enzymzusitze werden
in einigen landwirtschaftlichen Biogasanla-
gen mit dem Ziel eingesetzt, hohere Biogas-
ausbeuten aus Energiepflanzen zu erzielen
und deren Abbau zu beschleunigen.

Enzyme sind spezielle Proteine, die bei al-
len Lebewesen als Biokatalysatoren fungie-
ren. Enzyme werden je nach Reaktion, die
sie katalysieren, in verschiedene Enzym-
klassen eingeteilt. Um die langen Zuckerket-
ten von schwer abbaubaren Fasern (Zellulo-
se und Hemi-Zellulose) zu kleineren Mo-
lekiilen und 16slichen Zuckern zu spalten,
kommen Hydrolasen (hier: Glykosidasen)
zum Einsatz. Als natiirliche, organische Sub-
stanz unterliegen sie jedoch auch dem Abbau
in Biogasanlagen. Bisher liegen keine Er-
kenntnisse dariiber vor, in welchem Zeit-
raum die Hydrolasen durch die proteolyti-
sche Abbauwirkung der anaeroben Mikroor-
ganismen inaktiviert werden.

Ziel der hier vorgestellten Untersuchun-
gen war es, die Wirkung kommerzieller
zellulose- und xylanspaltender Enzym-

priparate beim anaeroben Substratabbau
durch diskontinuierliche Garversuche in La-
borfermentern zu iiberpriifen.

Material und Methoden

Maispflanzen der Sorte Gavott wurden am 8.
September 2006 im Stadium der beginnen-
den Milchreife (Kolbenanteil der Frischmas-
se: 39 %) auf einem Versuchsfeld der Uni-
versitdit Hohenheim geerntet. Das Erntegut
wurde in zwei Fraktionen (Maiskolben und
Maisstroh) aufgeteilt. Die Substrate wurden
mit einem Labormixer klein gehéckselt
(Héackselldnge ~ 4 mm) und bis zum Ver-
suchsansatz eingefroren.

Das Methanertragspotenzial des pflanzli-
chen Substrats wurde mit dem Hohenheimer
Biogasertragstest (HBT) bestimmt [1]. Die
standardisierten  Durchfiithrungsbedingun-
gen des Girtests entsprechen den Vorschrif-
ten der VDI Richtlinie 4630 und DIN 38414,
Teil 8 [2, 3].

Bei dem angewandten Batchverfahren
wurden zu Beginn des Girprozesses rund
400 mg organische Trockenmasse (0TS) aus
den pflanzlichen Substraten, also 900 mg
frisch gehdckselter Maiskolben oder 1800
mg gehickseltes Maisstroh zusammen mit
30 g fliissigem Inokulum in 100 ml Kolben-
prober eingebracht. Als Impfgiille wurde das
kultivierte Standardinokulum der Landesan-
stalt mit einer geringen Eigengasbildung
verwendet, so dass der grofte Teil des beim
Versuch entstehenden Gases aus dem pflanz-
lichen Testsubstrat stammte.

Bild 1: Verlauf der Methan-
bildung aller Varianten von
Maiskolben, Maisstroh und
Impfgiille; jeweils Mittel-
werte aus drei Wieder-
holungen
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Im Rahmen der Versuche wurden vier
kommerzielle Laborenzymmischungen ge-
testet (A, B, C, D). Die Enzympriparate
wurden beim Start des Batch-Gérversuchs in
zwei verschiedenen Dosierungen zugesetzt:
0,1 g/kg oTS und 1 g/kg oTS. Fiir jedes En-
zym wurde eine inaktivierte Variante (Inak-
tivierung der katalytisch aktiven Protein-
struktur durch Erhitzung auf 95° C fiir 15
min) in der hochsten Dosierstufe von 1 g/kg
oTS eingesetzt.

Die Vergirung dauerte 35 Tage bei 37 °C .
Uber die gesamte Versuchsdauer wurden so-
wohl die gebildete Gasmenge als auch der
Methangehalt regelmdfBig ermittelt. Die
Methanertridge aus dem Impfmaterial wur-
den jeweils von den Methanertrégen der Pro-
ben mit Maiskolben und Maisstroh abgezo-
gen.

Fiir jede Variante wurden drei Wiederho-
lungen angesetzt. Die Substrate wurden
auch ohne Zugabe von Enzymen vergoren.
Diese ,,Nullvarianten* wurden als Basis fur
die Berechnungen der Methanertragssteige-
rungen durch den Enzymeinsatz verwendet.

Beschreibung
der eingesetzten Enzympréparate

Zwei der eingesetzten Priparate (A und B)
wurden von den Herstellerfirmen speziell
fiir die Anwendung in Biogasanlagen ent-
wickelt. Die anderen Priparate (C und D)
werden zur Bioethanolherstellung oder fiir
technische Anwendungen der Lebensmittel-
industrie eingesetzt. Priparate A und C sind
Enzymgemische (Zellulasen und Xylana-
sen), die vom Fadenpilz Trichoderma reesei
gebildet werden. Priparat D ist eine B-Glu-
kosidase aus dem Pilz Aspergillus niger.
Priparat B ist ein Mikroorganismen/Enzym-
gemisch, welches ohne Enzymabtrennungs-
schritt hergestellt wurde und daher neben
den Enzymen auch kultivierbare Mikroorga-
nismen enthélt.

Substratzusammensetzung

Die biochemische Zusammensetzung der
Fraktionen ,,Maiskolben® und ,,Maisstroh*
wurde nach der Weender- und Van Soest-
Analyse [4] bestimmt. Die Gehalte betragen
in Bezug auf die organische Trockenmasse
fir Maisstroh: NfE 27 %, ADF 37 %, NDF
64 %, ADL 4%, Rohprotein (RP) 7 %, Roh-
fett (RL) 2 %. Fiir Maiskolben wurden fol-
gende Werte ermittelt: NfE 63 %, ADF 9 %,
NDF 24 %, ADL 1 %, RP 9 %, RL 4 %.

Ergebnisse der Garversuche

Der Verlauf der Methanbildung innerhalb
der verschiedenen Varianten von Maiskol-
ben, Maisstroh und Impfgiille tiber die Ver-
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Spezifischer Methanertrag (Nm 3 kg oTS)
Zudosierung von Zugesetzte Specific methane yield (Nm® / kg VS)
Enzyme Enzyme
Enzyme dosage Enzyme added Maiskolben Maisstroh
corn cob mix Maize straw
hne Enzyme keine
V\(/Jith:ut EnZyme none 0,354 0314
A (Cellulase ; Xylanase) n. E./nd. 0,322
1 glkg TS inaktiviert | B (Gemisch!" - Mixture!") 0,366 0,315
inactivated C (Cellulase ; Xylanase) 0,362 0,322
D (B-Glucosidase) 0,365 * 0,309
A (Cellulase ; Xylanase) 0,359 0,314
0.1 il’(t'l‘\? TS B (Gemisch™ - Mixture'™) 0,355 0,311
active C (Cellulase ; Xylanase) 0,357 0,318
D (B-Glucosidase) 0,355 0,313
A (Cellulase ; Xylanase) 0,360 0,309
9 ;kkti%TS B (Gemisch™ - Mixture") 0,369 * 0,330 *
active C (Cellulase ; Xylanase) 0,354 0,318
D (B-Glucosidase) 0,357 0,316

Tab. 1: Spezifische Methanertrdge von Maisstroh und Maiskolben mit und ohne Enzymzusatz; End-
werte nach 35 Tagen Vergérung bei 37 °C; Mittelwerte aus drei Wiederholungen; n. e. = nicht erfasst;
(1) = Enzym-Mikroorganismen Mischpréparat; * signifikanter Unterschied zu einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 5 % (P <0,05) bezogen auf die Variante ohne Enzymzugabe

Table 1: Specific methane yields of maize straw and maize cobs with and without enzymes added;
final values after 35 days digestion at 37°C; average values from three repetitions; n.d. = not deter-
mined; (1) = enzymes + microorganisms mixture; * significant difference at a probability of error of 5 %
(P<0.05) towards the variant without enzyme additive

weildauer von 35 Tagen ist in Bild I darge-
stellt. In keiner der Versuchsvarianten war
eine Storung oder Verzégerung des Gérver-
laufs zu beobachten.

Der spezifische Methanertrag pro Einheit
organischer Trockenmasse nach 35 Tagen
Vergédrung betrug bei Maisstroh ohne En-
zymzugabe 0,314 Nm® / kg oTS und bei
Maiskolben 0,353 Nm® / kg oTS.

In Tabelle 1 sind die Norm-Methanertriage
von Maisstroh und Maiskolben nach einer
Verweilzeit von 35 Tage dargestellt. Durch
Zugabe von Enzymen wurde keine eindeuti-
ge Ertragssteigerung gegeniiber den Kon-
trollvarianten festgestellt.

Bei Maisstroh wurde eine maximale Stei-
gerung des Methanertrages um 5,0 %, bei
Maiskolben um 4,6 % erzielt. Erstaunlicher-
weise wurde bei einigen Enzymen ein posi-
tiver Effekt auch bei Zusatz des inaktivierten
Enzyms (,,Null-Probe®) erzielt.

Durch einen Student-Test (t-Test) der Wer-
te der Methanausbeute konnte bei einigen
Varianten ein signifikanter (P<0,01), jedoch
kein sehr signifikanter (P<0,001) Unter-
schied gegeniiber den enzymfreien Varian-
ten festgestellt werden.

Die Standardabweichungen der Methaner-
trige lagen bei Maiskolben und Maisstroh
zwischen 0,2 und 3,6 %.

Diskussion

Der Einsatz von Enzymen (Hydrolasen)
brachte im Gegensatz zu veroffentlichten Er-
gebnissen anderer Forschergruppen bei der
hier dargestellten Untersuchung nur eine be-

scheidene Ertragssteigerung von maximal

5,0 %. Es zeigte sich auch keine Auswirkung

auf die Gasbildungsgeschwindigkeit. Bei

Maisstroh wire bei Enzymzusatz ein deutli-

cherer Effekt zu erwarten als bei Maiskol-

ben, was durch die Untersuchungen nicht be-
stitigt werden konnte.

Die geringe Wirkung der Enzymzusitze
kann durch verschiedene Hypothesen erklart
werden:

« die Milieubedingungen bei der anaeroben
Vergirung (Temperatur und pH) sind fiir
die verwendeten Enzyme pilzlichen Ur-
sprungs suboptimal [5],

* die Enzymzusitze verfligen nicht iiber das
entsprechende Substratspektrum, um die
Fasern der ausgewéhlten Substrate in ver-
gérbare Zucker zu hydrolysieren [6],

* die zugesetzten Enzyme werden durch Pro-
teasen lebender anaerober Mikroorganis-
men abgebaut [7]

* die zugesetzten Enzyme werden durch ho-
he Ligningehalte im Medium gehemmt [8§].

Eine weitere Erklarung fiir die hier geringe
Wirkung der Enzymzusitze wire, dass im
optimal ausgelegten Laborversuch bereits
beste Abbaubedingungen vorherrschen, wo-
durch die zusitzlich zugesetzten Enzyme
keine Ertragssteigerung mehr bewirken kon-
nen. In Praxisanlagen hingegen, die im sub-
optimalem Zustand (hohe Raumbelastung)
betrieben werden, kdnnte der Enzymzusatz
die Prozessbiologie entlasten und eine ge-
wisse Ertragssteigerung bringen. Dies miiss-
te allerdings erst durch systematisch durch-
gefiihrte Versuche belegt werden.
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