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In order to increase the biogas yield of energy crops the deg-
radation of fibrous constituents needs to be improved. In ad-
dition to mechanical and chemical procedures of treatment,
more attention is given to research regarding enzymatic
treatment. Therefore, efforts are concentrating on finding in-
expensive sources for enzyme production. One source could
be the digestive tract of herbivores which contains microor-
ganisms and enzymes highly specialized in fibre degradation.
The influence of such microorganisms and their enzymes on
the degradation of maize silage has been demonstrated in
anaerobic batch digestion tests using the example of rabbit
faeces.

Manfred Krocker

von Pflanzen-

fressern ernoht Biogasausbeute
aus pflanzlicher Biomasse

Abbau der Faserbestandteile in Energiepflanzen
fahren riicken neben mechanischen und chemi-

schen Aufschlussmaglichkeiten stéarker in den Fokus der wissenschaftlichen Forschung. Hier gilt
es, kostenglinstige Quellen zur Gewinnung dieser Enzyme zu finden; eine mogliche Herkunft ist
der speziell ausgerichtete Verdauungstrakt von Pflanzenfressern mit seinen auf den Faser-Abbau

Kaninchenkot wurde deren Einfluss auf den

Abbau von Maissilage in Laborgarversuchen untersucht.

mm [m Zuge der Umstellung auf erneuerbare Energietrager
werden landwirtschaftliche Flachen verstarkt zum ausschlieB-
lichen Energiepflanzenanbau genutzt. Auf iiber 2,5 Mio. ha
wurden im Jahr 2011 Industrie- und Energiepflanzen ange-
baut. Davon entfielen 810000 ha auf den Energiepflanzenan-
bau von Mais fiir den Einsatz in Biogasanlagen [1]. Das sind
ca. 7 Prozent der Ackerflache in Deutschland.

Lignocellulose bildet die Zellwand von Pflanzen und dient
ihnen als Strukturgertist. Die beiden Polysaccharide Hemicellu-
lose und vor allem Cellulose formieren zundchst eine Struktur,
in die beim Prozess der sogenannten Verholzung (Lignifizie-
rung) nachtréaglich Lignine eingelagert werden. Lignine sind
hoch verzweigte, biologisch schwer abbaubare Makromolekiile
aus phenolischen Grundeinheiten. Vor allem unter den in Bio-
gasanlagen herrschenden anaeroben Bedingungen kann dieser
Lignocellulose-Komplex der Pflanzen nur sehr schwer mikrobi-
ell abgebaut werden.

Aktuelle Untersuchungen zielen auf den verbesserten Auf-
schluss dieser Strukturen, um letztlich den mikrobiellen Ab-
bau der Polysaccharide wie Cellulose bei simultaner Erhéhung
der Biogas- bzw. Methanausbeute zu verbessern. Dabei sind
enzymatische Aufschlussverfahren starker in den Fokus der
Untersuchungen geriickt. Hier gilt es, vor allem kostengiinsti-
ge Quellen zur Gewinnung geeigneter Enzyme zu finden. Eine
mogliche Quelle ist der Verdauungstrakt von Herbivoren; diese
konsumieren pflanzliche Substrate - mit einem je nach Tier-
art unterschiedlichen Rohfaseranteil als Hauptenergielieferant.
Die hierzu notwendigen Mikroorganismen und Enzyme befin-
den sich im Verdauungstrakt und sind auf den Rohfaser-Abbau
spezialisiert. Uber den Kot werden Mikroorganismen und En-
zyme ausgeschieden. Kot von Herbivoren ist somit ein natiirli-
cher Enzymtrager.
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Kaninchen bilden eine spezielle Gruppe der kleinen Herbi-
voren. Sie produzieren zwei verschiedene Arten von Kot, den
Hartkot und den Blinddarmkot. Der Kot aus der Blinddarmfer-
mentation wird sofort wieder gefressen. Das als Koprophagie
(kotfressend) bezeichnete Verhalten bewirkt eine bessere Pro-
tein- und Faserverwertung der Nahrung durch die Aufnahme
von mikrobiellem Protein. Der Blinddarm nimmt bei Kanin-
chen ca. 40 % des Verdauungssystems ein. Er ist Hauptort der
bakteriellen Verdauung. Die dort symbiotisch lebenden Bak-
terien produzieren u.a. fibrolytische Enzyme, welche die Po-
lysaccharid-Struktur der Zellwédnde der pflanzlichen Nahrung
abbauen [2]. Die Hydrolyse von Lignocellulose zu einfachen
Zuckern erfolgt meist durch einen Enzymkomplex aus Cellu-
lase zusammen mit Enzymen, welche die nichtcellolytischen
Polysaccharide Hemicellulose und Pektin attackieren [3].
Prinzipiell konnen Sdugetiere keine pektinolytischen Enzyme
produzieren. Bei sogenannten Blinddarm-Vergirern, wie z.B.
Kaninchen und Pferd, wird jedoch der Blinddarm von anaero-
ben Bakterien besiedelt, die Pektin abbauende Enzyme produ-
zieren. Untersuchungen ergaben eine pektinolytische Bakteri-
enkonzentration im Blinddarminhalt von Kaninchen mit 108
kbE (koloniebildende Einheit) per g Frischmasse (FM) [4]. Im
Blinddarm von Kaninchen wurde auch die hochste hydrolyti-
sche Gesamtenzymaktivitdt des gesamten Verdauungssystems
gemessen, die enzymabhéngig 2- bis 6-mal hoher ist als bei-
spielsweise im Dickdarm [5].

Am Beispiel von Hart- und Blinddarmkot von Kaninchen
wurde der Einfluss von Kot kleiner Herbivoren auf den Abbau
von Maissilage in diskontinuierlichen Garversuchen unter-
sucht. Fir die durchgefiihrten Versuche galten folgende Ar-
beitshypothesen:

m Bei Zugabe des Kots von Kaninchen zu rohfaserhaltigen
Substraten in Biogasanlagen kann deren Aufschluss ver-
bessert werden. Hartkot und Blinddarmkot von Kaninchen
sind Enzymtréger. Diese Enzyme sind auf die Verdauung
rohfaserhaltiger Nahrung spezialisiert.
m Da Blinddarmkot hohere Enzymaktivitaten als Hartkot
aufweist [5], sind hier bessere Aufschliisse/Biogasausbeuten
Zu erwarten.
Folgende Fragestellungen standen daher im Mittelpunkt der
Untersuchungen:
m Welche hydrolytischen Aktivitaten weisen beide Kanin-
chenkotarten beziiglich der Enzyme Pektinase, Cellulase
und Xylanase auf?
m Gibt es einen kotabhédngigen bzw. enzymabhingigen
Einfluss auf die Vergédrung lignocellulosereicher pflanzlicher
Substrate?

Material und Methoden

Der Hartkot wurde als Mischprobe von ca. 200 saugenden Ha-
sinnen (1-2 Jahre alt) und Jungtieren (10-12 Wochen alt) aus
einem Kaninchenzuchtbetrieb in Brandenburg entnommen. Der
Blinddarmkot wurde aus 60 Blindddrmen von geschlachteten
Jungtieren (12-15 Wochen alt) eines Brandenburger Schlacht-
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hofs am Tag der Schlachtung gewonnen. Beide Kotarten stamm-
ten ausschlieBlich von Kaninchen der Hybridrasse ,,Zika“.

Eine chemische Charakterisierung beider Kotarten sowie
der Maissilage fand auf der Basis folgender Methoden statt: Die
Bestimmung der Trockensubstanz und der organischen Tro-
ckensubstanz erfolgte nach VDLUFA Bd. III, Kap. 3.1 respektive
VDLUFA Bd. III, Kap. 8.1. Die Stickstoff- und Ammoniumstick-
stoffbestimmung wurde nach der Kjeldahl-Methode VDLUFA Bd.
111, Kap. 4.1.1 und VDLUFA Bd. III, Kap. 4.8.1 durchgefiihrt [6].

Fiir die Bestimmung ausgewédhlter Enzymaktivititen wur-
den spezifische, hydrolytische Enzyme des Verdauungstrakts
des Kaninchens mit vergleichsweise hohen Aktivitaten gewahlt.
Dazu gehoren Pektinase, Cellulase und Xylanase. Gleichzeitig
stellen diese Enzyme die Hauptakteure fiir den nattirlichen Ab-
bau des Lignocellulose-Komplexes dar. Im Rahmen der Arbei-
ten wurden die Enzymaktivitaten auf der Basis der Bildung von
Glucoseaquivalenten (Reduktionsidquivalente) bestimmt und in
Units je g FM Kot angegeben. Eine Unit (U) ist per Definition
die Enzymkonzentration, welche 1 umol Reduktionsdquivalen-
te pro Minute freisetzt.

Die Probenvorbereitung erfolgte in Anlehnung an Giden-
ne [7]. Probenaliquote vom Blinddarm- bzw. Hartkot wurden
mit Citronensaure-Phosphat-Puffer (Mcllvaine-Puffer, pH 7,5)
versetzt. Diese Losungen wurden fiir einen priméren Zellauf-
schluss eingefroren und wieder aufgetaut. AnschlieBend wur-
den die Losungen mit Ultraschall im Eisbad homogenisiert und
zentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert und der Rohextrakt
bis zur Analyse eingefroren.

Die Enzymaktivitatsbestimmung im Kot erfolgte auf der Ba-
sis der Farbreaktion von Dinitrosalicylsdure mit aus Modellsub-
straten freigesetzten reduzierenden Kohlenhydraten [8]. Die
Rohextraktlosungen wurden unverdiinnt bzw. 1:2 verdiinnt
mit den Modellsubstratlosungen Pektin (Fa. Herbstreith &
Fox KG; 0,25%ig w/v), Carboxymethylcellulose CMC (Fa. Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH; 1-, 2- und 3%ig w/v) und Arabino-
xylan (Fa. Megazyme International Ireland Ltd.; 0,25%ig w/v)
inkubiert. Die Inkubationstemperatur betrug 38 °C bei einem
pH-Wert von 7,5. Die Parameterauswahl orientierte sich dabei
an den Kennwerten mesophil gefahrener, einstufiger Biogasan-
lagen. Die Inkubationszeiten betrugen 20, 40 und 60 Minuten.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe von Dinitrosalicylsaure
gestoppt und die Absorption der Losungen bei 530 nm spektral-
photometrisch gemessen.

Diskontinuierliche Gérversuche zur Methanertragspoten-
zialbestimmung wurden in Eudiometerapparaturen entspre-
chend den Vorgaben der VDI-Richtlinie 4630 durchgefiihrt [9].
Als Testsubstrat in den Garversuchen wurde Maissilage der
Agrargenossenschaft Trebbin eingesetzt. Als Inokulum dien-
te Faulschlamm der Kldaranlage Wansdorf. Folgende Varianten
wurden untersucht:

m Methanertragspotenzial von Maissilage (1 Variante)

m Methanertragspotenzial von Maissilage bei Zugabe von
Hartkot und Blinddarmkot in je zwei Konzentrationen: 10 g
und 50 g Kot je kg FM Maissilage (4 Varianten)
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m Methanertragspotenzial von Maissilage bei Zugabe von
vorher autoklaviertem Hartkot und Blinddarmkot zu Mais-
silage in der hochsten Konzentration: 50 g steriler Kot je kg
FM Maissilage (2 Varianten). Das Autoklavieren bei 121 °C
fiir 30 Minuten diente der Inaktivierung der koteigenen
Enzyme.
Die Zugabe des Kots erfolgte einmalig vor Versuchsstart. Alle
Gérvarianten wurden in jeweils dreifacher Wiederholung
durchgefiihrt. Die Vergiarung erfolgte bei 38 + 1 °C und einer
Verweildauer von 30 Tagen.

- Xl

Ausgewahlte chemische Parameter von Hart- und Blinddarmkot
Table 1: Specific chemical parameters of hard and soft faeces

TS/DM  oTS/VS PH  Ngeo/N; NH,-N
Substrat Kjeldahl! Kjeldahl
Substrate

% % TS/DM % FM/FW

Hartkot
Hard faeces 27,27 86,78 7,7 0,90 0,17
Blinddarmkot 54 5, 83,50 65 1,04 0,14
Soft faeces

TS = Trockensubstanz, FM = Frischmasse, oTS = organische Trockensubstanz,
Nges = Stickstoff gesamt, NH4,-N = Ammonium-Stickstoff

DM = Dry Matter, FW = Fresh weight, VS = Volatile solids , N, = Total nitrogen,
NH N = Ammonium nitrogen

Ergebnisse und Diskussion

Einen Uberblick iiber die Zusammensetzung von Hart- und
Blinddarmkot anhand ausgewéhlter Parameter gibt Tabelle 1.
Der Blinddarmkot wies mit 20,64 % im Vergleich zum Hartkot
(27,27 %) einen deutlich geringeren Gehalt an Trockensubstanz
auf. Der pH-Wert im Blinddarmkot lag mit 6,5 um 1,2 Einheiten
niedriger als im Hartkot.

Die Ergebnisse der Enzymaktivititsbestimmung sind in
Abbildung 1 dargestellt. Es konnte in beiden Kotarten eine
xylanolytische, pektinolytische sowie cellulolytische Enzymak-
tivitat bestimmt werden. Die Enzymaktivititen U g! Kot FM
variierten sowohl hinsichtlich der untersuchten Enzyme als
auch der Kotarten (Abbildung 1). Generell wurde eine gering-
fligig hohere Gesamtenzymaktivitdt im unverdiinnten Hartkot
der 1-2 Jahre alten Hasinnen im Vergleich zum unverdiinnten
Blinddarmkot der 12-15 Wochen alten Jungtiere festgestellt.
Erkldrbar ist dies etwa durch die mit dem Alter von Kaninchen
zunehmenden Enzymaktivitaten im Verdauungssystem [5; 7].

Die hochsten Enzymaktivititen wurden fiir Pektinase und
Xylanase im unverdiinnten und verdiinnten Hartkot nach einer
20-miniitigen Inkubation gemessen. Eine ldngere Inkubation
fiihrte zu einer Abnahme der spezifischen Enzymaktivititen
in beiden Kotarten. Im Fall von Hartkot bewirkte eine Verdiin-
nung hohere spezifische Enzymaktivitaten beziiglich Xylanase
und Pektinase. In der verdiinnten Variante des Blinddarmkots
konnte dagegen keine Pektinaseaktivitit gemessen werden.
Die CMCellulase-Aktivitdten in beiden Kotarten waren gering,
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Fig. 1: Enzyme activities (U g’ faeces FW) of xylanase, pectinase und CMCellulase in undiluted and 1:2 diluted hard and soft faeces according
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Spezifische Methanertragspotenziale (NL kg™' oTS) von Maissilage mit und ohne Kotzusatz, Werte nach 30 Tagen der Vergérung bei 38 °C,

Mittelwerte aus drei Wiederholungen

Table 2: Specific methane yields (NL kg'! VS) of maize silage with and without addition of faeces, final values after 30 days of digestion at 38 °C,

average of three repetitions

Maissilage Maissilage mit
unbehandelt Maize silage with
Maize silage
untreated BK 10 BK 50 BK 50 HK 10 HK 50 HK 50
Steril Steril
Einheit SF10 SF 50 SF 50 HF 10 HF 50 HF 50
Unit sterile sterile
Norm-Methanertragspotenzial NL kg' oTS
Specific methane yield NL kg VS 300 305 317 325 318 334 328
Standardabweichung der Wiederholungen o
Standard deviation of the replicates % 30 13,1 0.9 77 35 24 95
Norm-Methanertragspotenzial
abziglich Eigengasproduktion des Kots NL kg oTS 304 314 323 317 330 324
Specific methane yield minus internal methane ,
: NL kg VS
yield of faeces
Methanmehrertrag durch Kotzugabe
im Vergleich zur unbehandelten Maissilage
Additional methane yield by adding of faeces % 1,2 4,6 7,4 5,5 10,0 8,0
to maize silage in comparison to untreated
maize silage

BK = Blinddarmkot, HK = Hartkot, 10 = 10 g Kot je kg Maissilage Frischmasse, 50 = 50 g Kot je kg Maissilage Frischmasse
SF = Soft faeces, HF = Hard faeces, 10 = 10 g faeces kg'' maize silage fresh weight, 50 = 50 g faeces kg'! maize silage fresh weight

sodass die Messwerte z.T. nicht auswertbar waren. Auswert-
bare Ergebnisse fiir beide Kotarten wurden nur in den unver-
diinnten Varianten, bei hoher konzentrierten CMC-Losungen
(2 bzw. 3 %ig) und bei lingeren Inkubationszeiten von 40
bzw. 60 Minuten erzielt. Es wird deutlich, dass das Enzym-
Substrat-Verhidltnis eine wesentliche Rolle spielt. Weitere Un-
tersuchungen zum Verhaltnis von Enzym zu Substrat fiir den
Aktivitatsnachweis, aber auch beziiglich eines optimalen Kot-
Biogassubstrat-Verhiltnisses sind notwendig.

In Tabelle 2 sind die Norm-Methanertragspotenziale von
Mais mit und ohne Zugabe von Blinddarm- und Hartkot zur
Maissilage dargestellt. Im Fall der mit verschiedenen Kotarten
behandelten Maissilage wurde die Eigengasproduktion des
Kots separat berechnet und vom Gesamtmethanertrag subtra-
hiert. Durch einen Dunnett-T3-Test konnte in keiner der mit Kot
behandelten Varianten ein signifikanter Unterschied (p < 0,05)
gegeniiber der unbehandelten Variante festgestellt werden.
Der Einsatz von Kot fiihrte jedoch zu tendenziell hoheren Me-
thanertragen. Insbesondere Hartkot erbrachte bei der Zugabe
von 50 g Kot je kg Maissilage eine Ertragssteigerung um 10 %.
Mit kommerziellen, groBtenteils hochkonzentrierten Enzym-
praparaten fiir den Einsatz in Biogasanlagen sind Methaner-
tragssteigerungen um 4 bis 35 % moglich [10]. In Untersuchun-
gen konnte aufgezeigt werden, dass enzymhaltige Reststoffe
wie Nebenprodukte der Speisepilzproduktion die Methanaus-
beute um 3 bis 24 % steigern konnen [11]. Dabei wurde mit den
gleichen Konzentrationen an enzymhaltigen Reststoffen, aber
mit einem im Vergleich zu Maissilage lignocellulosereicheren,

LANDTECHNIK 68(2), 2013

mechanisch aufgearbeiteten Substrat aus Heu und Stroh gear-
beitet. Damit befanden sich die hier dargestellten Ertragsstei-
gerungen im Leistungsbereich derartiger Enzympraparate mit
Ausnahme der Variante 10 g Blinddarmkot kg! Maissilage FM.
Auch durch die Zugabe von sterilem Kot wurde iiberraschend
eine Erhohung des Methanertrags von 7,4% (Blinddarmkot)
und 8% (Hartkot) erzielt. Neben einer nicht ausreichenden In-
aktivierung konnte unter Umsténden das Autoklavieren auch
zu einem thermischen Aufschluss der Faserbestandteile und
damit zu einer besseren mikrobiellen Verfiigharkeit im Kot
gefiihrt haben [12]. Jiingste Untersuchungen an autoklavierter
Rindergiille ergaben ein bis zu 21 % hoheres Methanbildungs-
potenzial [13]. Fiir zukiinftige Versuche miissen daher die ste-
rilen Kotvarianten in die Methanpotenzialbestimmung zwin-
gend einbezogen werden.

Kot unterscheidet sich jedoch hinsichtlich kommerzieller
Enzympraparate in der Enzymkonzentration. Bei hochkonzen-
trierten Enzymprodukten wird 1t. Herstellerangaben derzeit bis
0,2 kg Produkt t! oTS in Biogasanlagen eingesetzt. Fiir den Ein-
satz von beispielsweise Hartkot als Enzympréaparat wéren bezo-
gen auf die Variante 50 g Kot kg' FM umgerechnet ca. 200 kg t'!
oT'S bzw. 50 kg je Tonne FM notwendig. Alternativ konnten da-
her Enzyme aus dem Kot gewonnen bzw. aufkonzentriert wer-
den. Derzeit hat Kot jedoch den Vorteil, dass er als Reststoff
anfillt. Der Preis kommerzieller Enzympréparate fiir Biogas-
anlagen liegt im Durchschnitt bei ca. 30 Euro pro Kilogramm.
Diese konnten kostengiinstiger durch unbehandelten Kot ersetzt
werden, wenn dieser am Standort der Biogasanlage anfallt.
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Schlussfolgerungen

Kot von Kaninchen ist ein natiirlicher Trager von Enzymen, wel-
cher fir einen Aufschluss lignocellulosereicher Substrate geeig-
net ist. Die Versuche haben gezeigt, dass durch den Zusatz von
Hart- und Blinddarmkot von Kaninchen zu Maissilage Methaner-
tragssteigerungen um 4,6 bis 10 % erreicht werden kénnen. Die
in den Untersuchungen erzielten Mehrertréage liegen im Bereich
kommerzieller Enzympraparate. Angesichts der jedoch dafir
bendtigten Kotmengen ist eine kostenglinstige verfahrenstech-
nische Mengenreduktion bzw. Enzymaufkonzentrierung anzu-
streben. Die Ergebnisse ermdglichten eine erste Erfolg verspre-
chende Annéaherung an das eingangs benannte Thema. Weitere
Versuche mit dem Kot von Kaninchen sind anzuraten. Dazu ge-
héren neben diskontinuierlichen auch kontinuierliche Géarver-
suche sowie eine Aufbereitung des anfallenden Kots. Weitere
Untersuchungen sollten auf den Einsatz von Kot als Hilfsstoff in
der hydrolytischen Phase zweistufiger Anlagen fokussieren. Die
dort herrschenden pH-Werte fiihren moglicherweise zu einer
héheren Enzymwirkung. Auch ein Screening von Kotarten ande-
rer Pflanzenfresser mit einer hdheren Faserverdauungseffizienz
erscheint fir diesen Forschungsansatz vielversprechend.
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