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I. Einfuhrung
1. Aufgabenstellung

Ziel des von der Bioreact GmbH koordinierten Verbundvorhabens war die Optimierung
und Evaluierung neuartiger, hydrolytisch wirksamer Enzympréparate zur Beschleunigung
des Biogasprozesses und zur Verbesserung der wirtschaftlichen Betriebsfuhrung landwirt-
schaftlicher Biogasanlagen. Fokussiert wurde dabei auf die Substrate Maissilage (MS),
Grassilage (GS) und Roggenganzpflanzensilage (GPS).

Die Bioreact GmbH flihrte im Rahmen des Forderprojekts Arbeiten zur Verbesserung der
Enzympraparate Uber eine Optimierung des Herstellungsverfahrens sowie zum scale-up
des Verfahrens in den Labormafistab durch. Zudem stellte das Unternehmen den Projekt-
partnern, dem Institut fur Zellulare und Molekulare Botanik der Universitat Bonn (kurz
1ZMB) und dem Institut fur Pflanzenernahrung der Universitat Bonn (kurz IPE), Muster-
praparate fur deren Untersuchungen zur Verfligung.

2. Voraussetzungen fur die Durchfuhrung des Vorhabens

Grundlage fur das Foérdervorhaben war ein von der Bioreact GmbH bereits friher ent-
wickeltes und zum Patent angemeldetes Verfahren zur Herstellung von Enzympraparaten
durch Co-Kultivierung filamentéser Pilze auf pflanzlichen Substraten (durch Feststofffer-
mentation). Das Unternehmen hatte bereits vor Projektbeginn umfangreiche Erfahrung in
der Kultivierung pilzlicher Mikroorganismen und der Bioverfahrenstechnik der Feststoff-
fermentation.




3. Wissenschaftlicher und technischer Stand zu Beginn des Vorhabens

Bei der Gewinnung von Biogas aus Nachwachsenden Rohstoffen werden verschiedene
kommerzielle Enzympréparate bereits seit langerer Zeit eingesetzt und mehrere Un-
ternehmen stellen solche Préparate zur Verfigung oder arbeiten an deren Entwicklung
(Cowatec, Schmack AG, ASA Spezialenzyme GmbH, Novozymes, Genencor). Diese Pra-
parate zielen vornehmlich auf eine Beschleunigung der Hydrolyse (Verzuckerung) von
Nicht-Starke-Polysacchariden (Cellulose, Xylane) als Bestandteil pflanzlicher Substrate,
welche durch die bakterielle Flora unter anaeroben Bedingungen nur ungenigend erfolgt.
Aufgrund der durch die Herstellungsmethode (Submersfermentation) bedingten hohen
Kosten dieser Praparate kénnen sie aber kaum wirtschaftlich eingesetzt werden. Zudem
fehlen solche Enzymaktivitaten, die fur die Auflésung des strukturellen molekularen Ge-
fuges pflanzlicher Zellgewebe essentiell sind (z. B. Esterasen). Ohne diese 'Nebenakti-
vitaten’ kdnnen die Zielmolekile Cellulose und Xylan nicht ausreichend fir ihre Schlissel-
enzyme Cellulase und Xylanase (die wesentlicher Bestandteil der bisher kommerziell
erhéltlichen Praparate sind) bioverfiigbar gemacht werden. Andere Hydrolasen kdénnten
den genannten Produkten prinzipiell beigemischt werden, jedoch wirden dadurch die
Kosten vermutlich noch weiter steigen.

Die Bioreact GmbH hat ein Verfahren entdeckt, mit dem sich hydrolasereiche, komplex
zusammengesetzte Enzympraparate kostenglinstig und umweltfreundlich herstellen las-
sen. Bei diesem Verfahren werden mehrere Pilzarten auf pflanzlischen Reststoffen aus
der Agrarindustrie in Abwesenheit einer freien wassrigen Phase co-kultiviert (Feststofffer-
mentation). Die dabei entstehenden Enzympraparate sind aufgrund von Synergien zwi-
schen den kultivierten Pilzarten besonders reichhaltig an verschiedensten Hydrolasen.
Dadurch wirken sie nicht nur verzuckernd sondern schlieRen insgesamt das pflanzliche
Gewebe auf molekularer Ebene effizient auf und machen die Polysaccharide so besser
bioverfugbar.

Ahnliche Verfahren zur Herstellung pilzlicher Enzyme werden in Europa bisher kaum ein-
gesetzt, weil im Produktionsmalstab erhebliche technische Schwierigkeiten auftreten. In
Frankreich produziert noch die Firma Lyven Enzyme durch Feststofffermentation. Die
deutsche Prophyta GmbH arbeitet im Bereich der Entwicklung geeigneter Bioreaktoren
fur die Feststofffermentation und stellt Pflanzenschutzmittel kommerziell her. In asiati-
schen Landern ist die Feststofffermentation dagegen schon seit langer Zeit Stand der
Technik. Es existieren eine Reihe von Patentanmeldungen und Patenten zu Feststoffbio-
reaktoren. Das Besondere an dem neuen Verfahren der Bioreact GmbH ist die Nutzung
von stabilen, synergistischen Mischkulturen, woflr eine spezielle Kultivierungstechnik be-
notigt wird.

Die Bioreact GmbH hat das beschriebene Verfahren zur Herstellung von Enzymprapraten
im Juni 2003 zum Patent angemeldet (DPMA-10328552.07). Eine Erweiterung des Ver-
fahrens durch die Verwendung von bereits vorkonditionierten Mikroorganismen wurde im
Februar 2004 angemeldet (DPMA-102004 009161.7). Die PCT-Anmeldung EP-2004-
051234 erfolgte im Juni 2004. Diese Patentanmeldungen bilden die Grundlage fur die
hier vorgestellten Arbeiten.

Die Bioreact GmbH fuhrte im Rahmen des Férdervorhabens standig eine stichwortbasier-
te Patentrecherche zu den Themen ‘Feststofffermentation’, 'Enzyme’ und 'Biogas’ durch.
Dabei nutzte sie das Suchsystem Depatisnet des Deutschen Patent- und Markenamts.



Zudem fuhrte die Bioreact GmbH regelmalig eine Internetrecherche Uber bekannte
Suchmaschinen sowie Uber Suchmaschinen fir Fachartikel (beispielsweise Pubmed)
durch. Desweiteren wurden die Webseiten von mit dem Themen 'Biogas’ und 'Bioethanol’
befassten Unternehmen, Organisationen und Verbanden haufig frequentiert.

4, Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Im Rahmen des Verbundprojekts arbeitete die Bioreact GmbH als Projektkoordinator mit
den Partnern 1ZMB und IPE eng zusammen. Die Bioreact GmbH arbeitete im Rahmen des
Fordervorhabens an der Optimierung der Enzymprodukte vor allem durch eine Wei-
terentwicklung und Verbesserung der Kultivierungsmethode. Uberwiegend arbeitete das
Unternehmen am scale-up des Verfahrens in den Labormafistab und stellte den Projekt-
partnern Musterpraparate fur deren Untersuchungen zur Verfigung. Umgekehrt wurden
die Analyseresultate und Zwischenergebnisse der Untersuchungen des I1ZMB und des IPE
der Bioreact GmbH fur deren weitere Versuchsplanung zur Verfigung gestellt. Der vierte
Projektpartner, die Gewitra mbH, fihrte im Rahmen dieses Foérdervorhabens keine Arbei-
ten durch.

Il. Ergebnisdarstellung und Ergebnisverwertung
1. Wissenschaftliche Ergebnisse des Vorhabens
Vorarbeiten und ldentifikation erfolgversprechender Enzympraparate

Die im Rahmen des Fordervorhabens von der Bioreact GmbH erzielten Ergebnisse werden
im Folgenden dargestellt. Zunachst wurden in enger Zusammenarbeit mit dem I1ZMB Vor-
versuche zum Wachstum und zur Enzymbildung von insgesamt 15 zur Verfigung ste-
henden Pilzstammen auf jeweils einer Auswahl aus 15 pflanzlichen Substraten sowie ver-
schiedenen binaren Substratkombinationen durchgefihrt. Dazu wurden die Mikroorganis-
men in Glaskolben (100-500ml) bei Raumtemperatur und bei 30°C und je nach Substrat
bei verschiedenen Materialfeuchten Gber mehrere Tage angezogen und hinsichtlich ihres
Wachstums (optisch, Bioreact GmbH) sowie der gebildeten Enzymspektren (1ZMB)
charakterisiert. Auf der Basis dieser Vorversuche wurden 5 Pilzarten (Ni, An, At, Ao und
TIl) sowie 7 Substrate (RES, RPS, RB, KP, MS, GS und GPS) flur die weiteren Arbeiten im
Rahmen des Projekts ausgewéahlt. MS, GS und GPS waren, wie beschrieben, gleichzeitig
die Zielsubstrate flur die Validierung der Leistungsfahigkeit der Enzympraparate.

Insgesamt 7 Kombinationen fir erfolgversprechende Enyzmpraparate wurden auf der
Basis dieser Versuche identifiziert:

E1: Ni+An+At als Mischkultur auf RES+RPS

E2: Ao auf RB

E3: An+At auf RES+GS

E4: Ni auf RES+RPS

E5: Ni+At+TIl als Blend von Einzelkulturen auf RES+GPS (Ni, At) und RES (Tl)
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E6: Blend
E7: Blend

Die Praparate E1-E4 zeigten optisch ein gutes Pilzwachstum und gute Verzuckerungsleis-
tungen an den Zielsubstraten (siehe den Schlussbericht des 1ZMB). Die Blends E7 und E8
waren Blends der Praparate E1-E4 und ergaben sich aus Uberlegungen zum Design eines
far die jeweiligen Zielsubstrate optimierten Enzymspektrums. Hierbei wurde mit dem
IZMB intensiv zusammengearbeitet und neben dessen Versuchsergebnissen auch die
chemische Zusammensetzung der Substrate und ihre Struktur bericksichtigt. E6 zeigte
gemal der Resultate des I1ZMB die beste Verzuckerungsleistung an MS und ist als uni-
versell anwendbares Praparat anzusehen, E7 zeigte die beste Verzuckerungsleistung an
GS.

Scale-up in den Labormalistab

Im Anschluss an die Vorarbeiten im Kolbenmafistab wurden Experimente durchgefihrt
mit dem Ziel, die Herstellungsmethode fir die Enzympraparate E1-E4 in den Labormalf3-
stab zu Ubertragen. Die Kultivierung von Tl wurde aufgrund der langen Wachstumzeit
nicht in den Labormalistab vergroRRert.

Das scale-up ist unter kommerziellen Gesichtspunkten bedeutend, da eine Produktion der
Enzympraparate im Kolbenmafistab bei den in der Praxis bendtigten Mengen wirtschaft-
lich nicht durchfihrbar ware. Fur die Versuche der Projektpartner wurden deshalb auch
Uberwiegend im Labormalstab hergestellte Praparatmuster zur Verfligung gestellt.
Wesentlich fur die Arbeiten im Rahmen des scale-up war die Charakterisierung verschie-
dener Fermentationssysteme.

Generell werden bei der Feststofffermentation Oberflachenverfahren und Verfahren un-
terschieden, bei denen das Kultursubstrat ein dreidimensionales Substratbett bildet. Fur
die Ubertragung des Verfahrens zur Herstellung der Enzympréaparate in den Labormali-
stab wurden zwei Oberflachenverfahren (01, O2) sowie vier Verfahren mit dreidimen-
sionalem Substratbett (D1-D4) untersucht. In den beiden Oberflachenverfahren konnten
gute Resultate erzielt werden und entsprechendes Material aus diesen Ansatzen wurde
dem 1ZMB und dem IPE fir deren Arbeiten zur VerfiUgung gestellt. Generell lagen die
ermittelten Verzuckerungsleistungen etwa um den Faktor 2 unterhalb derjenigen, die in
Kolbenkulturen erreicht werden konnten. Eine direkte Ubertragung der Verhaltnisse vom
Kolben- in den Labormafistab war folglich nicht mdéglich. Schon bei den Kolbenversuchen
war aufgefallen, dass eine Abhangigkeit des Prozessverlaufs und der Produktqualitat von
der Kolbengrél3e besteht.

Die in den dreidimensionalen Verfahren erreichten Produktqualitaten wiederum lagen
unterhalb derjenigen, die in der Oberflachenfermentation erzielten wurden.

Das scale-up des Herstellungsverfahrens fur die Enzympraparate in den Labormalistab
wurde von Computersimulationen auf der Basis zweier mathematischer Modelle begleitet,
deren Ergebnisse im folgenden ebenfalls dargestellt werden



Oberflachenverfahren O1: Réhrenfermenter

Fur das erste der beiden untersuchten Oberflachenverfahren wurden réohrenférmige Bio-
reaktoren aus PE-Kunststoff eingesetzt. Die Rdhren hatten einen Durchmesser von 15
cm, eine Dicke von 3 mm und variable Langen. Zur Inokulation wurde eine vorab her-
gestellte Sporensuspension mit dem Rohsubstrat vermischt und mit Leitungswasser (die
Verwendung von Leitungswasser anstelle von VE-Wasser hatte keinen negativen Effekt
auf die Produktqualitat) auf den gewilnschten Feuchtegehalt eingestellt. Das Material
wurde anschlieBend in den Roéhren in flacher Schicht verteilt und die Réhren auf beiden
Seiten mit einem Deckel (mit einem dinnem Silikonschlauchstiick zur Be- und EntlGf-
tung) versehen. Die Bioreaktoren wurden dann auf einer Unterlage mehrere Tage in ei-
nem temperierten Raum bei Raumtemperatur bzw. bei 30°C gelagert und aktiv (mit
Druckluft) tber ein Rotameter belluftet. Die Fermentationen erfolgten unsteril.

Die Einstellung der relevanten Prozessparameter (Temperatur, Feuchte, Sauerstoffge-
halt) war in diesem einfachen Fermentationssystem schwierig durchfihrbar. Entspre-
chend variierten die Parameterwerte und auch die Ergebnisse in Parallelansatzen erheb-
lich. FUr die Qualitatsberurteilung (Verzuckerungsleistung) wurde deshalb eine Mischung
der Fermentationsprodukte aus jeweils 5 parallelen Ansatzen verwendet. Folgende Pro-
zessparameter wurden untersucht: Umgebungstemperatur, Anfangsfeuchte, Lange der
Réhren, Prozessdauer, Menge des Inokulums, Schichthéhe und BelUftungsrate.

Die Parameter Temperatur und Feuchte varrierten erwartungsgemalf tUber die Zeit. Abbil-
dung 1 zeigt die Substrattemperatur in Abhangigkeit von der Fermentationszeit als Mit-
telwert aus jeweils 5 Parallelansétzen bei der Herstellung des Praparats E1 Uber ins-
gesamt 6 Fermentationstage. Die Temperatur wurde mit einem gewo6hnlichen Thermo-
meter gemessen. Um den Fermentationsprozess so wenig wie mdéglich zu stéren, wurde
nur eine Messung pro Tag durchgefihrt.

60

50 A

© /Px\\
20 / /‘/ —&— AnfangsT 20°C
// —a— AnfangsT 30°C

20

Temperatur in °C

10

Abb. 1: Temperaturverlauf im Réhrenbioreaktor

Bei einer Umgebungstemperatur von 20°C (Raumtemperatur) stieg die Substrattempera-
tur innerhalb von 5 Tagen auf 50°C an und sank dann am 6. Tag wieder ab. Bei einer
Umgebungstemperatur von 30 °C erfolgte der Temperaturanstieg deutlich schneller (in-
nerhalb von 2 Tagen) auf etwas Uber 50°C. AnschlieRend sank die Temperatur auch hier
langsam wieder ab. Einen &hnlichen zeitlichen Verlauf wie die Temperatur zeigte die Ma-
terialfeuchte (siehe Abbildung 2). Sie wurde durch Probenahme und anschlieendes
Trocknen der Proben im Trockenschrank (100°C, 24 h) bestimmt.
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Abb. 2: Feuchteverlauf im Réhrenbioreaktor

Die zeitlichen Profile der Substrattemperatur und der Materialfeuchte sind durch das
mikrobielle Wachstum bestimmt. Durch die mit dem Biomassewachstum einhergehende
Zunahme der aeroben Stoffwechselaktivitat stiegen im Substrat im Laufe der Fermenta-
tion sowohl die Warme-, als auch Wasserproduktion zundchst an. Das Absinken der
beiden Parameter am Ende der Fermentation geht mit dem Ubergang von der Wachs-
tumsphase der Mikroorganismen in die stationdre Phase sowie einem Ubergang des
Wachstumsstoffwechsels in den Erhaltungsstoffwechsel einher. Trotz der Komplexitat des
Systems (komplexe Substrate, Co-Kultivierung mehrer Pilzarten) spiegeln die Graphen
den typischen Verlauf des mikrobiellen Wachstums wieder. Eine direkte Messung der
Biomasse ist in der Feststofffermentation zur Zeit noch nicht méglich. Deshalb wurde der
Temperaturverlauf generell als Indikator fur das Biomassewachstum verwendet.
Hinsichtlich der Anfangsfeuchte erwies sich die Fermentation in den Rdhrenbioreaktoren
als besonders sensibel. Erfolgreiche Fermentationen waren nur mit Anfangsfeuchten im
Bereich zwischen 45-55% Wassergehalt mdéglich. Bei geringeren Anfangsfeuchten kam es
zu einer deutlichen Verlangerung der lag-Phase sowie einer partiellen Austrocknung des
Substrats mit insgesamt schlechtem Wachstum. Bei hdheren Anfangsfeuchten tbernéafite
das Substrat und es kam zu bakteriellem Wachstum mit unangenehmer Geruchsbildung.
Eine Abflihrung der Feuchtigkeit tGber den Luftstrom war in den weitgehend geschlosse-
nen Roéhrenfermentern nur begrenzt moéglich. Gleiches galt fur die Abfihrung der Pro-
zesswarme.

Die Ergebnisse der Qualitatsuntersuchung der Fermentationen in den Réhrenbioreaktoren
sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengefasst. Die Bewertung der Fermentationen
wurde dabei Uber die Messung der Verzuckerungsleistung vorgenommen. Dazu wurden
0.8 g TS Enzympraparat mit jeweils 1.8 g TS MS oder 1.75 g TS GS vermischt und in 50
ml H,O suspendiert. Ferner wurde eine geringe Menge Na-Azid zugegeben um mikrobiel-
les Wachstum in den Verzuckerungsanséatzen zu verhindern. Die Suspensionen wurden
anschlieend 24 h auf einem Schuttler bei 30°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation
wurden Proben entnommen und diese gegenlber einer Kontrolle mit hitzeinaktiviertem
Enzympraparat nach der Dinitrosalicylsaure-Methode (DNS-Test) auf ihren Gehalt an re-
duzierenden, endstandigen Zuckern untersucht. Die Methode wurde mit Glucose kali-
briert. Wegen der starken Streuung der Ergebnisse innerhalb der Stichproben sind die Er-
gebnisse der Verzuckerung in Tabelle 1 in qualitativer Form wiedergegeben.



Tab. 1: Ergebnisse der Fermentation in R6hrenfermentern

Umgebungstemperatur 20°C 30°C

Verzuckerungsleistung ++ +++

Anfangsfeuchte 45% 50%b6 559%%6
Verzuckerungsleistung ++ +++ +
Roéhrenlange 100cm | 150 cm | 200 cm
Verzuckerungsleistung +++ +++ ++
Prozessdauer 4d 5d 6d
Verzuckerungsleistung ++ +++ +++
Inokulumsmenge wenig mittel viel
Verzuckerungsleistung + +++ +++
Schichthdhe 2cm 3 cm 4 cm
Verzuckerungsleistung +++ +++ +
BelUftungsrate niedrig mittel hoch
Verzuckerungsleistung ++ +++ ++

Fur die Untersuchung der Wirkung eines der in Tabelle 1 aufgefihrten Parameter wurden
alle anderen Parameter auf die jeweils mittlere Auspragung (die Temperatur auf 30°C)
gesetzt. Fur die Herstellung aller Enzympraparate erwies sich eine Umgebungstemperatur
von 30°C als vorteilhaft, da hier die lag-Phase gegenuber 20°C Umgebungstemperatur
deutlich verklrzt war (siehe auch die Abbildung 1). Die kurzzeitig erreichte hohe
Temperatur wahrend der Wachstumsphase hatte keinen messbaren Einfluss auf die Pro-
duktqualitat. Bei der Feuchte erwies sich ein Feuchtegehalt von 50% als generell am
besten geeignet. Die R6hrenlange hatte bis zu einer Lange von 150 cm keinen negativen
Einfluss auf den Prozess. Als Prozessdauer erwiesen sich 5 d als ausreichend. Danach
nahm die Produktqualitdit nur noch unwesentlich zu. Die Steigerung der Menge des
Inokulums zeigte ein sattigendes Verhalten. Die Menge des Inokulums hatte demnach
keien beschleunigende Wirkung auf den Prozess. Beziglich der Schichtdicke nahm die
Produktqualitat ab einer Schichtdicke von 3 cm deutlich ab. Hinsichtlich der Beliftungsra-
te schlielBlich zeigte eine mittlere Bellftungsrate die besten Ergebnisse. Bei zu hoher
Beliftungsrate trocknete die Oberlache des Substrats frihzeitig aus. Bei niedrigen
BelUftungsrate konnte die entstehende Warme nicht ausreichend abgefihrt werden. Eine
Skalierung im Sinne einer maglichen Verlangerung der Réhrenldnge bei gleichzeitiger und
proportionaler Steigerung der Beluftungsrate erwies sich als nicht durchfuhrbar.

Auf der Basis der in Tabelle 1 gezeigten Resultate ergaben sich zunéchst die folgenden
Parameter fur eine optimierte Prozessfuhrung: Umgebungstemperatur 30°C, Anfangs-
feuchte 50%, Roéhrenlange 150 cm, Prozessdauer 5 d, eine mittlere Inokulumsmenge,
Schichthéhe 3 cm und eine mittlere BelUftungsrate. Diese Parameter erwiesen sich flr
die Herstellung aller 4 Enzympréaparate E1-E4 als geeignet. Mit dem so hergestellten Pra-
parat E1 konnte mit Hilfe des beschriebenen Verzuckerungstests an Maissilage innerhalb
von 24 h ein Verzuckerungsgrad von ca. 80% erzielt werden. Mit dem Praparat E3 konnte
an Grassilage ein Verzuckerungsgrad von 60% erreicht werden.



Oberflachenverfahren O2: Wannenfermentation

Das zweite Oberflachenverfahren wurde in Wannen und zunéchst in provisorischen Behal-
tern durchgefihrt. Dazu wurden pro Behélter 2-5 Holzwannen (45 x 95 cm) eingesetzt,
die mit einem Drahtnetz als Boden versehen waren (siehe Abbildung 3).

Abb. 3: Fermentation in Wannen

Die Wannen wurden bis zu einer Schichtdicke von 30 mm mit inokuliertem Substrat
beflllt und anschlieRend in dem geschlossenen Behélter von unten bellftet (dazu waren
die Wannen an ihrer kurzen Seite mit einem Durchbruch versehen und wurden hinsicht-
lich dieser Offnung alternierend Ubereinander geschichtet). Die Fermentationen wurden
wie zuvor unsteril durchgefuhrt. Bezlglich der Einstellung der Prozessparameter wurde
auf die Erfahrungen aus der Fermentation in R6hrenfermentern zuriickgegriffen. Die Be-
luftungsrate wurde variiert.

Der Bioreaktor wurde zunéachst mit 2 Wannen beschickt. Die Substrattemperatur wurde
mittels eines Sensors gemessen.

Generell ist bei der Feststofffermentation in geschlossenen Behaltnissen die Abfihrung
der Prozesswarme problematisch. In den provisorischen Fermentern kam es zunéchst
regelmafiig zu einem Warmestau mit der Entwicklung hoher Luftfeuchtigkeit. Deshalb
wurde versucht, die Temperatur Gber die Beluftungsrate zu kontrollieren. Uber eine Stei-
gerung der BelUftungsrate war es — wenn in dem provisorischen System auch nur be-
grenzt - mdglich, die maximale Temperatur zu kontrollieren und den Prozess zu be-
schleunigen.

Das qualitative Verhalten des Fermentationsprozesses lieR sich durch Computersimu-
lationen auf der Basis eines mathematischen Modells, dessen Einzelheiten hier nicht wie-
dergegeben werden kénnen, zufrieden stellend nachbilden.

Die fur den Prozess vorteilhafte Erhéhung der BelUftungsrate fuhrte aber bei weiterer
Steigerung zum Austrocknen der unteren Wanne. Zudem kam es zu einem vertikalen
Gradienten, dass heiRt zu einem unterschiedlichen Verhalten der oberen und unteren
Wanne. Dieser Gradient wurde durch die Veranderung der Konditionierung der Zuluft bei
der Durchstromung des Behaélters sowie die vertikale Konvektion verursacht und lieR sich
nicht beseitigen.



Insgesamt konnte mit dem aus der Fermentation in Wannen gewonnen Praparat E3 nach
der Optimierung der BelUftungsrate eine Verzuckerungsleistung erreicht werden, die 40%
derjenigen entsprach, die durch Fermentation in den Réhrenbioreaktoren erzielt wurde.

Zur weiteren Verbesserung der Ergebnisse in Wannen wurden Versuche in einem kos-
tenlos zur Verfigung gestellten Konvektionstrockner durchgefihrt. In diesem Gerat war
eine horizontale Bellftung, ein Umluftbetrieb sowie eine Steuerung der Prozessparameter
Temperatur und Feuchte mittels PC mdglich. Abbildung 4 zeigt das optimierte Prozess-
protokoll einer Fermentation zur Herstellung des Praparats E3 Uber 4 Tage.
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Abb. 4: Optimierte Fermentation im Konvektionstrockner

Unter den optimierten Bedingungen (hinsichtlich des Temperatur- und Feuchteprofils) im
Konvektionstrockner lie3 sich bei der Herstellung des Préaparats E3 eine 85%ige Produkt-
qualitat gegenuber der gleichartigen Fermentation in Réhrenfermentern erreichen. Die
Fermentionszeit betrug hierbei 4 Tage. Eine bessere Produktqualitat liel3 sich durch eine
Verlangerung der Fermentationszeit nicht erreichen.



Dreidimensionales Verfahren D1: Schneckenférderer

Fur das erste der vier untersuchten dreidimensionalen Verfahren zur Herstellung der En-
zympraparate wurde der Prototyp eines horizontalen Schneckenférderers aus Glas ein-
gesetzt. Das Gerat ist in Abbildung 5 gezeigt.

Abb. 5: Schneckenférderer aus Glas

Der in der Abbildung gezeigte Bioreaktor hatte eine Lange von 1000 mm und einen
Durchmesser von 110 mm und besall mehrere Stutzen zur Zugabe von Flissigkeiten
oder festem Material oder zur Entnahme von Proben. Die Forderschnecke bestand aus
Kunststoff und wurde Uber einen Elektromotor mit Frequenzumrichter betrieben. Das
inokulierte Rohsubstrat wurde (siehe die Abbildung) links dem Fermenter zugegeben und
mittels der Schnecke in Form einer Pfropfenstrémung nach rechts (siehe die Abbildung)
bewegt. Der Prozess wurde semi-kontinuierlich gefuhrt, dass hei3t die Foérderschnecke
wurde an jedem Tag um eine Lange bewegt, die der Gesamtlange geteilt durch die An-
zahl der Fermentationstage entsprach. Entsprechend wurde nach einer Anfangsphase
jeden Tag Produkt entnommen und inokuliertes Substrat zugefuhrt.

In dem Schneckenférderer konnten innerhalb des Berichtszeitraums keine reproduzierba-
ren Ergebnisse erzielt werden, weil es regelmaRig zu Kontaminationen kam.

Dreidimensionales Verfahren D2: Statisches Festbett

Das zweite dreidimensionale Verfahren wurde in einem zylindrischen Laborbioreaktor aus
Edelstahl durchgefuhrt. Das Gerat ist in Abbildung 6 dargestellt. Oberhalb des konusfor-
migen Moduls am unteren Ende des Bioreaktors war innerhalb des Behalters eine Sieb-
auflage angebracht auf der das Substrat gelagert wurde. Das Substratbett wurde von un-
ten bellftet. Die Temperatur wurde Uber die Begasungsrate auf 28°C reguliert (Uber ein
angesteuertes Ventil). Gleichzeitig verfigte der Laborbioreaktor tGiber einen Doppelmantel
zur Kihlung. Das Kuhlwasser wurde auf 22 °C temperiert.

Abbildung 7 zeigt das gemessene Temperaturprofil einer Fermentation zur Herstellung
des Praparats E3. Die Substratmenge betrug 1,5 kg (Frischgewicht). Nach der zweita-
gigen Anwachsphase stieg die Warmeproduktion rasch an, anschlieBend fluktuierte die
Temperatur aufgrund der Regelung um den Sollwert von 28°C. Nach 5 Fermentationsta-
gen sank die Temperatur wieder ab.
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Abb. 6: Zyl. Bioreaktor
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Abb. 7: Temperaturverlauf der Fermentation im Festbett

Die Fermentation im Festbett ergab fur die Herstellung des Praparats E3 eine Verzucke-
rungsleistung von 30% des durch Fermentation im Rdhrenbiorektor erzielten Referenz-
werts. Ursache fur die geringen Produktqualitaten war eine durch die Bellftung bewirkte
Austrocknung. Die eingesetzten BellUftungsraten waren aber notwendig, um die entste-
hende Warme abzufihren, die Kuhlung Uber den Doppelmantel reichte aufgrund feh-
lender Durchmischung des Substratbetts alleine nicht aus. Deshalb wurden in der Folge
Versuche mit durchmischten Substratbetten durchgefihrt.

Dreidimensionales Verfahren D3: Paddelmixer

Um die Wirkung einer Durchmischung des Substratbetts auf das Pilzwachstum und die
Produktqualitat zu untersuchen, wurde ein Bioreaktor mit Mischschaufeln (Paddelmixer)
konstruiert. Der tonnenférmige Behalter ist in Abbildung 8 gezeigt. Das Gerat besald
einen Durchmesser von 200 mm und 12 Liter Volumen. Fur die Fermentation wurde der
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Innenraum des Behalters mit 1,8 kg inokuliertem Substrat befillt. Die Durchmischung
erfolgte periodisch und wurde in den Versuchen variiert. Durch die regelméaiige Durchmi-
schung konnten Inhomogenitaten im Substrat vermieden und zusatzlich die Sporen-
bildung redziert werden.

Abb. 8: Paddelmixer

Abbildung 9 zeigt den Temperaturverlauf einer Fermentation zur Herstellung des Pra-
parats E3. Die Versuche konnten aus technischen Grinden nur bei einer Umgebungs-
temperatur von 20°C durchgefuhrt werden. Eine Regulation der Substrattemperatur er-
folgte nicht. Zur Temperaturmessung wurde ein einfaches Thermometer verwendet. In
dem in der Abbildung gezeigten Beispiel wurde wahrend der Anwachsphase alle 4 h fir 2
min das Substratbett durchmischt. Wahrend der Wachstumsphase mit erhdhter Warme-
produktion wurde alle 2 h fir 2 min durchmischt. Die Versuche wurden wir vorher un-
steril durchgefuhrt. Die Anfangsfeuchte betrug 50%.
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Abb. 9: Temperaturverlauf im Paddelmixer

Nach der lag-Phase mit einer Dauer von 3 Tagen ist in der Abbildung der Ubergang zur
Wachstumsphase deutlich erkennbar. Diese Verlangerung der Anwachssphase gegentber
frGheren Beobachtungen erklart sich aus der niedrigen Umgebungstemperatur.
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Durch Vergleich mit einem ruhenden Substratbett in demselben Bioreaktor konnte ge-
zeigt werden, dass durch den Mischvorgang die Kerntemperaturim Substrat um 2.3 °C
gesenkt wurde (siehe Abbildung 9, roter Punkt). Die Temperaturregulation erfolgte dabei
vor allem Uber einen Transport warmerer Bereiche des Substrats im Kern des Festbetts
hin zur Oberflache und den kihleren Randbereichen. Die Kuhlung Uber die Glaswand
selbst war dabei gering.

Mit unter den beschriebenen Bedingungen hergestelltem Praparat E3 konnte an Grassila-
ge eine Verzuckerungsleistung von ca. 70% der Referenz gemessen werden.
Dreidimensionales Verfahren D4: Konischer Mischer

Die Versuche zur Fermentation mit durchmischtem Festbett wurden in dem in Abbildung

6 gezeigten Gerat fortgesetzt, wobei der Behalter zusatzlich mit einer Ruhrwendel und
einem Elektromotor ausgestattet wurde (siehe Abbildung 10).

Abb. 10: RuUhrwendel im Behalter des zy-
lindrischen Bioreaktors

Fur die Versuche wurden 1,8 kg inokuliertes Substrat mit einer Feuchte von 50% einge-
setzt. Der Behalter wurde von unten begast wobei die Begasungsrate variiert wurde. Die
Art und Intensitat der Durchmischung wurde ebenfalls variiert.

In diesem Bioreaktorsystem konnte in einer Fermentationszeit von 6 Tagen bei einer Be-
luftungsrate von 1 I/min und einer Durchmischung alle 4 h fir 2 min mit einer Umdre-
hungszahl von 27 rpm Praparat E3 hergestellt werden, dass in seiner Verzuckerungsleis-
tung bei 55% der in den R6hrenfermentern erzielten Qualitat lag.

Zum besseren Verstandnis der Energie- und Materialstrome im konischen Mischer sowie
zur Konzeptionierung einer geeigneten Steuerung wurden Computersimulationen auf der
Basis eines weiteren mathematischen Modells durchgefuhrt. Auch diesbezlglich ist die
Darstellung von Einzelheiten aus Platzgriinden hier nicht méglich. Die Struktur des Mo-
dells ist in Abbildung 11 dargestellt. Dabei stehen die Indices R und K fur die beiden
Kompartimente Rand- und Kernbereich, der Index W steht die Behéalterdoppelwand und
der Index i fur die Konditionierung der Zuluft. Ferner sind X = Biomassekonzentration, S
= Substratkonzentration, T = Temperatur, M = Materialfeuchte, J = Begasungsrate, Jmisch
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= Materialaustausch zwischen Kern- und Randberich, Jy = Kihlmittelfluss und H =
Enthalpie.

Jmisch

Jmisch

R R R R

T
N

Abb. 11: Modell des konischen Mischers

Fur die Bestimmung der Modellparameter wurden umfangreiche Nebenversuche durch-
gefuhrt. Beispielsweise wurde der Druckverlust Uber der Substratschittung mit Hilfe des
in Abbildung 12 gezeigten Versuchsaufbaus gemessen. Dazu wurde experimentell eine
Schittung des Substrats mit unterschiedlichen Luftmengen durchstréomt. Die Druckdif-
ferenz Uber der Schittung wurde mit Hilfe einer Wasserséule gemessen.

Abb. 12: Versuchsaufbau zur
Messung der Druck-
differenz
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Die gemessenen Druckdifferenzen wurden anschlieRend fur die untersuchten Stromungs-
geschwindigkeiten in Abhangigkeit der Schitthdhe in einem Diagramm aufgetragen
(siehe Abbildung 13).
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Abb. 13: Druckdifferenzen in Abhangigkeit von der Stro-
mungsgeschwindikgkeit und der Schitthdhe

Daraus wurde ein spezifischer Druckverlust von 600 Pa/m ermittelt, der in das Modell
Ubernommen wurde.

Desweiteren wurde mit der in Abbildung 14 gezeigten Apperatur die spezifische mikro-
biologische Warmeproduktion bestimmt. Dazu wurde ein zylindrischer, isolierter Behélter
mit Substrat beflllt und beimpft und anschlieBend mit einem Luftstrom bellftet. Der
Temperaturverlauf in dem Festbett wurde an zwei Stellen registriert. Anhand der auf-
gezeichneten Temperaturprofile konnte eine Energiebilanz Gber das Behéaltervolumen auf-
gestellt werden. Dabei wurden die Warmestrome Uber Zu- und Abluft sowie die evapora-
tive Kuhlung bericksichtigt. Der Saldo dieser Bilanzierung stellte die biologische Warme-
produktion dar. Der gefundene spezifische Wert betrug ca. 4/L.

Abb. 14: Apperatur zur Messung der spezifi-
schen biol. Warmeproduktion
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Mit Hilfe dieser und zahlreicher weiterer Parameterwerte konnten Simulationen der Fer-
mentation im konischen Mischer simuliert werden

Die durchgefuhrten Simulationen geben Hinweise darauf, unter welchen Bedingungen
eine erfolgreiche Fermentation im konischen Mischer durchgefihrt werden kann. Eine
Realisierung durch Implementierung einer geeigneten Prozesssteuerung konnte aber im
Rahmen dieses Foérdervorhabens nicht durchgefihrt werden.

Vergleich der Fermentation in den verschiedenen Fermenter-Bautypen

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse des scale-up des Verfahrens

zur Herstellung der Enzympraparate in den Labormafstab.

Tab. 2: Ergebnisse des scale-up in den Labormalistab

Verfahren o1 o2 D1 D2 D3 D4
Verzuckerungsleistung (%0) 100 85 0 30 70 55

Die besten Ergebnisse wurden demnach in den Oberflachenverfahren erzielt. Dies ent-
spricht der allgemeinen Erfahrung. Einer parallelen Produktion in Oberflachenverfahren
steht aber der hohe Arbeitsaufwand in der Praxis entgegen. Umgekehrt lassen sich drei-
dimensionale Verfahren mit durchmischtem Festbett besser steuern und standardisieren.
Hier steht jedoch die Lésung des scale-up in den technischen Mal3stab noch aus und ist
erwartungsgeman schwierig. Auch ist beim Einsatz solcher Verfahren mit einem hohen
und zeitlich konzentrierten Investitionsaufwand zu rechnen.

2. Allgemeiner Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens

International konzentrieren sich die Forschungsarbeiten im Bereich der Enzymentwick-
lung fur den Aufschluss von pflanzlichem Material vor allem auf eine Verbesserung der
katalytischen Eigenschaften der Cellulase und verwandter Enzyme mit Hilfe molekularbio-
logischer Methoden (protein engineering) sowie auf eine gleichzeitige Herabsetzung der
Produktionskosten vor allem der Cellulase. Hieran arbeiten die Unternehmen Novozymes
und Genencor mit dem Schwerpunkt bei der Bioethanolherstellung. Novozymes arbeitet
zudem an einer Verbesserung des Aufschlusses von Pflanzengeweben durch ein optima-
les Verschneiden seiner bisherigen Produkte.

Hinsichtlich der Verfahrenstechnik wurden im Forderzeitraum keine nennenswerten Bio-
reaktorkonstruktionen fur die Feststofffermentation verdéffentlicht.
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I11. Bewertung der Projektergebnisse aus Sicht des Projektkoordi-
nators

Das Verbundvorhaben zur Optimierung und Validierung von Enzympraparaten fir den
Einsatz in landwirtschaftlichen Biogasanlagen wurde aus Sicht der Bioreact GmbH als Pro-
jektkoordinator und Verwerter der Projektergebnisse erfolgreich abgeschlossen. Dies gilt
auch vor dem Hintergrund der weitgehend fehlenden Effekte in den Batch- und konti-
nuierlichen Garversuchen des Projektpartners IPE.

So konnte durch das 1ZMB die Wirksamkeit der in Rahmen des Projekts optimierten
Enzympréparate sowohl hinsichtlich des Aufschlusses der Zielsubsrate Maissilage, Grassi-
lage und Roggenganzpflanzensilage in Verzuckerungstests als auch bei der Biogaspro-
duktion in Gartests gezeigt werden (siehe den Schlussbericht des 1ZMB). Der Bioreact
GmbH gelang es innerhalb des Projektzeitraums das Herstellungsverfahren erfolgreich in
den Labormafistab zu Ubertragen. Die im Labormalfistab hergestellten Enzympraparate
sind hinsichtich ihrer Leistungsfahigkeit kommerziell einsetzbar.

Mit dem IPE zur Verfigung gestellten Musterpraparaten konnten dort in Batch- und in
kontinuierlichen Garversuchen im wesentlichen keine positiven Effekte auf die Biogaspro-
duktion beobachtet werden (siehe den Schlussbericht des IPE). Dort wurde im Verhéltnis
zu den vom IZMB durchgefiihrten Versuchen und nach Absprache mit geringeren Enzym-
konzentrationen gearbeitet. Allerdings zeigte sich auch in einem der Experimente des
IPE, in dem der Einfluss einer Steigerung der Raumbelastung auf die Stabilitat des Bio-
gasprozesses unter kontinuierlichen Bedingungen untersucht wurde, ein prozessstabilisie-
render Effekt bei der Verwendung von Grassilage als Substrat. Dieser Effekt trat spontan
und unerwartet bei einer bestimmten Raumbelastung und gleichzeitig mit einer
Veradnderung der Verweilzeit auf. Dieses Ergebnis deutet auf ein Schwellenverhalten der
Enzymwirkung im Biogasprozess hin. Ein solches Schwellenverhalten wurde auch bei den
Gartests des 1ZMB beobachtet, ebenso bei durch das Tochterunternehmen Bioreact
Enzyme GmbH durchgefiihrten Testversuchen in landwirtschaftlichen Biogasanlagen. Eine
Erklarung hierfir konnte bisher noch nicht gefunden werden, denn das Verhalten zeigte
sich nicht bei den im Rahmen des Férdervorhabens durch das 1ZMB durchgefiihrten Ver-
zuckerungstests (siehe dazu den Schlussbericht des 1ZMB). Dort verhielten sich die
Enzympréparate gemal einer klassischen Monod-Kinetik. Die Ursache scheint deshalb
nicht im Bereich des Primareffekts der Enzymwirkung, dass heildt im Bereich des Auf-
schlusses und der enzymatischen Hydrolyse des Pflanzenmaterials, zu liegen, sondern ein
Sekundareffekt innerhalb der nachfolgenden Schritte des Biogasprozesses zu sein. Offen-
sichtlich hangt die Wirksamkeitsschwelle der Enzymprdparate auch von der Skalierung
ab, denn diejenigen relativen Enzymkonzentrationen (im Verhaltnis zur eingesetzten
Substratmenge), die einen Effekt ausldsen, sind im LabormalRstab und im technischen
Mafistab sehr unterschiedlich. Generell sinkt die Wirksamkeitsschwelle mit zunehmender
Grofe des Systems deutlich. Auch hierfur gibt es bislang keine Erklarung.
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