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Enzymzusitze werden in der Praxis als
Hilfsmittel eingesetzt, um den Methaner-
trag von faserreichen Energiepflanzen
durch eine verbesserte Umsetzung schwer
abbaubarer Fraktionen zu erhdhen. Zur
Beurteilung des Einflusses von faserspal-
tenden Enzymen auf den anaeroben Ab-
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versitit Hohenheim durchgefiihrt. Im
Rahmen der Versuche konnte durch die
Zugabe von Enzymen in praxisnahen
Konzentrationen keine wesentliche Stei-
gerung der Methanertrige bei den Testsub-
straten erzielt werden.

Mathieu Brulé ist Doktorand, Dr. Andreas Lemmer
ist wissenschaftlicher Mitarbeiter und Dr. Hans
Oechsner ist Leiter der Landesanstalt fiir Landwirt-
schaftliches Maschinen- und Bauwesen der
Universitdt Hohenheim, GarbenstraRe 9, 70599
Stuttgart; e-mail: mathieu.brule@uni-hohenheim.de
Die Promotion von Mathieu Brulé betreut Prof. Dr.
Thomas Jungbluth am Institut fiir Agrartechnik der
Universitdt Hohenheim.

Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Ulrike Schimpf durchge-
fiihrt. Sie ist Doktorandin am Institut fiir Agrar- und
Stadtékologische Projekte (IASP) an der Humboldt-
Universitét zu Berlin; e-mail: ulrike.schimpf@agrar.
hu-berlin.de

Schliisselwaorter

Biogas, Enzyme, Methanertrag, Fasern, Lignozellu-
lose

Keywords
Biogas, enzymes, methane yield, fibres, lignocellulose

Literatur

Literaturhinweise finden sich unter LT 08320 {iber
Internet www.landtechnik-net.de/literatur.htm

178

In Deutschland setzt sich bei landwirt-
schaftlichen Biogasanlagen zunehmend
die Kofermentation von Giille mit nach-
wachsenden Rohstoffen durch. Die als Roh-
stoff dienenden Energiepflanzen enthalten
schwer abbaubare Fasern. Diese bestehen
hauptséchlich aus Zellulose, Hemizellulose
und Lignin, welche durch anaerobe Bakteri-
en nur langsam oder nur partiell abgebaut
werden konnen. Faserspaltende Enzymzu-
sédtze werden in einigen landwirtschaftlichen
Biogasanlagen eingesetzt, um hohere Me-
thanausbeuten aus Energiepflanzen zu erzie-
len oder deren Abbau zu beschleunigen.

In den hier vorgestellten Untersuchungen
wurde die Wirkung kommerzieller zellulo-
se-, xylan- und ligninspaltender Enzym-
praparate auf den Methanertrag bei der an-
aeroben Vergdrung von Roggensilage durch
diskontinuierliche Gérversuche in Laborfer-
mentern iiberpriift.

Material und Methoden

Roggen der Sorte Vitalis wurde am 28. Juni
2006 in Dolgelin geerntet. Die auf eine
Hickselldinge von ~ 8 mm geschnittenen
Pflanzen wurden am IASP in Weckglaser
einsiliert und fiir 450 Tage bei Raumtempe-
ratur gelagert.

Diskontinuierliche Gérversuche zur Be-
stimmung des Methanertragspotenzials von
Roggensilage wurden nach den Vorschriften
der VDI Richtlinie 4630 und DIN 38414,
Teil 8 [1, 2] durchgefiihrt. Fiir jede Variante
wurden drei Wiederholungen angesetzt. Die

Vergérung erfolgte bei 37°C tiber eine Ver-
weildauer von 35 Tagen.

Als Batchverfahren wurde der Hohenhei-
mer Biogasertragstest (HBT) [3] angewandt.
Um die Entnahme von représentativen Pro-
ben aus dem Testsubstrat zu gewéhrleisten,
wurde die Roggensilage vor dem Einsatz im
HBT-Verfahren auf 2 mm zerkleinert. Die
Fermenter wurden beim Start des Gérversu-
ches mit 1 g frischer, zerkleinerter Roggen-
silage und 30 g fliissigem Impfmaterial be-
fullt.

Um den Einfluss des Inokulums auf die
Gasbildung bestimmen zu kénnen, wurde im
Rahmen der hier vorgestellten Versuche ne-
ben dem Standardinokulum der Landesan-
stalt (,,Impfgiille”) bei allen Varianten zum
Vergleich Faulschlamm als Ausgangssub-
strat verwendet. Der Faulschlamm (Kldran-
lage Wansdorf) wurde durch das TIASP zur
Verfligung gestellt und vor dem Versuchsan-
satz neun Tage bei Raumtemperatur ausge-
fault, um die Eigengasbildung zu reduzieren.
Das Standardinokulum der Landesanstalt
wird in einem Fermenter im Biogaslabor der
Universitit Hohenheim eigens fiir die Batch-
Versuche kultiviert. Eine tigliche Fiitterung
mit einer Mischung aus Rindergiille, Mais-
silage, Getreide, Rapsdl und Sojaextrakti-
onsschrot (C:N - Verhéltnis der Mischung
27:1) und eine Raumbelastung von
0,5kgoTS/m’d gewihrleisten eine ausrei-
chend aktive und breit adaptierte Bakterien-
population bei gleichzeitig geringer Eigen-
gasbildung.

Bild 1: Verlauf der

aufsummierten Methan-
bildung aller Varianten
von Roggensilage mit
und ohne Enzymzugabe
— jeweils Mittelwerte
aus drei Wiederholun-
gen

Fig. 1: Curves of cumu-
lated methane produc-
tion of all rye silage

Spezifischer Methanertrag (Nm L] kg oTS)
Specific methane yield (Nm " / kg VS)

variants with and
without enzyme addi-
tives— average values

Versuchsdauer (Tage)
Trial duration (days)

from three repetitions
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Standardabweichung der
Spezifische Methanertriige (Nm® / kg oTS) Wiederholungen (%)
Specific methane yieids (Nm* / kg VS) Sfandam_daw'aa‘ion of the
Beschrelbung der replicates (%)
Variante
Sample description HBT mit HBT mit HBT mit HET mit
Impfygdlle Impfschlamm Impfgdalle Impfschlamm
HBT with manure HET with sewage HBT with manure HBT with sewage
inoculums sludge inoculums inoculums sludge inoculums
Impfglille / Inoculums 0,020 0,087 0,4 18
RS Kontrolle / control 0,341 0,332 06 1,2
RS+ P 0,333 0,344 24 34
RE+P+L 0,334 0,339 31 0B
RS+C+P+L 0,335 0,334 2,1 24
RS+C+P+L
100-fache Dosierung 0,349 0,350 2.0 31
100-fold concentration

Tab. 1: Spezifische Methanertrdge von Roggensilage mit und ohne Enzymzusatz; Endwerte nach 35
Tagen der Vergédrung bei 37 °C; Mittelwerte aus drei Wiederholungen; RS = Roggensilage, C = Cellula-

se, P = Pektinase, L = Laccase

Table 1: Specific methane yields of rye silage; final values after 35 days of digestion at 37°C; average
values of three repetitions; RS = rye silage, C = cellulase, P = pectinase, L = laccase

Eingesetzte Enzympraparate

Im Rahmen der Versuche wurden drei kom-
merzielle, aus Pilzen extrahierte Enzym-
priparate (C, P und L) auf Roggensilage
(RS) getestet. Praparat C ist eine Cellulase
aus Trichoderma reesei. Praparat P ist eine Pek-
tinase aus Aspergillus niger und Trichoderma lon-
gibrachiatum. Préparat L ist eine Laccase aus
Trametes sp., welche Ligninverbindungen auf-
schlieBen soll.

Die Enzympréparate wurden in verschie-
denen Kombinationen untersucht: Pektinase
(P), Pektinase mit Laccase (P+L), Cellulase
mit Pektinase und Laccase (C+P+L). Jedes
Priaparat wurde mit einer Dosierung von
0,07 g/kg  Frischmasse  Roggensilage
(0,16g/kg Trockenmasse) zugesetzt. Dies
entspricht der von Enzymanbietern empfoh-
lenen Dosierung. Zusitzlich wurde eine Va-
riante mit 100-facher Dosierung untersucht
(7 g/kg Frischmasse). Die Zugabe der En-
zymmischungen erfolgte einmalig beim
Start der Batchversuche jeweils vor dem
SchlieBen der Fermenter. Dazu wurde 1 ml
des verdiinnten Enzympréparates der Mi-
schung aus Roggensilage und Inokulum zu-
gesetzt.

Substratzusammensetzung

Die biochemische Zusammensetzung der
Roggensilage wurde nach der Weender- und
Van Soest-Analyse [4] bestimmt. Die Gehal-
te betragen in Bezug auf die Trockenmasse:
NfE 44,14 %, Rohprotein (RP) 9,29 %, Roh-
fett (RL) 2,36 %, NDF (Zellulose + Hemi-
zellulose + Lignin) 61,37 %, ADF (Zellulo-
se + Lignin) 37,59 %, ADL (Lignin) 5,63 %.
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Die fliichtigen Inhaltsstoffe der Silage
wurden anhand von HPLC-Untersuchungen
ermittelt [S]. Es wurden in der Trockensub-
stanz 3,9 % Milchsdure und 0,8 % Essigséu-
re gemessen.

Den Verlust der fliichtigen Inhaltstoffe bei
der Erfassung des organischen Trockensub-
stanzgehaltes (0TS) konnte je nach Substrat
zu einer wesentlichen Verfélschung der oTS-
BezugsgrofBe der spezifischen Methanertra-
ge fithren [6]. Um dies zu vermeiden, wurde
bei diesem Versuch zur Korrektur des
Trockensubstanzgehaltes die Formel von
Weiflbach und Kuhla [7] angewendet. Wegen
des sehr trockenen Zustands der Silage (TS-
Gehalt 43 %) sowie der geringen Anteile an
fliichtigen Substanzen, ergab sich nach der
Schitzformel ein oTS-Verlust wéihrend der
Trocknung von lediglich 2,2 %.

Ergebnisse der Garversuche

Die Verldufe der aufsummierten Methanbil-
dung aller Varianten der Roggensilage beim
HBT-Verfahren mit den zwei unterschiedli-
chen Impfmaterialien sind in Bild | darge-
stellt (Mittelwerte der Wiederholungen). Die
Methanbildungskurven beim HBT-Verfah-
ren zeigen je nach Art des verwendeten Ino-
kulums (Impfgiille oder Impfschlamm) un-
terschiedliche Verldufe. Jedoch sind nach
rund 20 Tagen keine wesentlichen Differen-
zen mehr zu erkennen.

In Tubelle I sind die Norm-Methanertrage
von Roggensilage nach einer Verweilzeit
von 35 Tagen dargestellt. Durch einen Stu-
dent-Test (T-test) der Methanausbeuten
konnte bei keiner Variante ein signifikanter
Unterschied (P < 0,01) gegeniiber der en-

zymfreien Variante festgestellt werden. Die
Standardabweichungen der Methanertrige
der Wiederholungen lagen bei der Roggensi-
lage mit dem HBT-Verfahren zwischen 0,6
und 3,4 %.

Diskussion

Im Rahmen der Untersuchungen konnte
durch die Enzymzugabe weder eine signifi-
kante Ertragssteigerung noch eine deutliche
Auswirkung auf die Gasbildungsgeschwin-
digkeit gemessen werden. Diese Ergebnisse
bestdtigen damit frithere Untersuchungen
der Universitit Hohenheim, bei denen ledig-
lich eine geringe Wirkung von faserspalten-
den Enzymzusitzen bei der Vergdrung von
fein gehdckseltem Mais beim Einsatz im
HBT-Verfahren nachgewiesen wurde [8].

Auch von der Wahl des Impfmaterials gin-
gen nur geringe Einfliisse auf die Ergebnis-
se der Versuche aus. Obwohl nicht nur der
pH-Wert der Impfgiille hdher war als der des
Faulschlamms (8,3 statt 7,8), sondern auch
der Ligningehalt (~ 15% statt ~5% der TS),
beschrieben als ADL, wurde lediglich die
Kinetik der Gasbildung durch die unter-
schiedlichen Inokula beeinflusst. Nach Lite-
raturangaben konnen héhere pH-Werte [9]
und hohere Ligningehalte [10] die Enzym-
wirkung negativ beeinflussen. Dies konnte
in den Untersuchungen nicht bestétigt wer-
den.

Es ist daher davon auszugehen, dass die
bei den aktuellen Versuchen verwendeten In-
okula beim Versuchsstart eine zum Abbau
der zugefiihrten organischen Masse ausrei-
chende Enzymaktivitdt aufwiesen. Durch
die Enzymzugabe zu Beginn der Versuche
konnte daher keine Ertragssteigerung er-
reicht werden. Der schwer vergérbare Anteil
des Substrates wird im Batchverfahren je-
doch erst am Ende des Gérverlaufes abge-
baut; Mikroorganismen bevorzugen zu-
néchst leicht abbaubare Rohstoffe (Saure,
Stirke, EiweiB, Fett). Da Enzyme als biolo-
gisch abbaubare Proteine eine begrenzte Le-
bensdauer im Fermenter aufweisen [11],
konnte statt der frithen Enzymzugabe am
Anfang des Gérprozesses eine spétere Zuga-
be (wihrend der Vergédrung) effizienter wir-
ken. Diese Hypothese wird derzeit in weite-
ren Versuchen iberpriift.

Im Gegensatz zu den hier dargestellten Er-
gebnissen wurden in fritheren Publikationen
des TASP vergleichbare Gérversuche unter
Einsatz des Eudiometerverfahrens beschrie-
ben. Bei gleichem Substrat und unter &hnli-
chen Girbedingungen wurden bei diesen
fritheren Versuchen Methanertragssteige-
rungen von 1,0 bis zu 12,2 % erzielt [12].
Mit den derzeitig vorliegenden Daten kann
die Ursache dieser Ergebnisdivergenz nicht
hinreichend gesichert erkldrt werden.
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