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Einfluss der Temperatur und
des pH-Wertes auf die Aktivitat
von Enzymen im Biogasprozess

In landwirtschaftlichen Biogasanlagen werden oft Enzymzuséatze eingesetzt, um den Abbau
der pflanzlichen Fasern (z.B. Zellulose und Hemi-Zellulose) zu beschleunigen und dadurch den
Biogasertrag zu erhohen. Die Wirkung dieser Enzymzusatze wurde jedoch unter Laborbedingu-
gen nur unausreichend getestet. Um die Faktoren, die die Enzymaktivitat beeinflussen, syste-
matisch zu untersuchen wurden an der Universitat Hohenheim Versuche zur enzymatischen
Hydrolyse von Maisstroh durchgefiihrt. Dadurch sollte die Wirkung kommerzieller Enzymzusat-
ze unter kontrollierten Bedingungen auBerhalb des Biogasverfahrens uberpruft werden.
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Enzyme additions are often used in biogas plants, to increase the
degradation of polysaccharides and the biogas yield. So far, the
effect of these commercial enzymes was only insufficient tested.
The University of Hohenheim conducted enzymatic hydrolyses on
Maize straw to test their activity and the factors which influence it.

n Deutschland werden zahlreiche landwirtschaftliche Biogasan-
lagen mit einer Kofermentation aus Energiepflanzen und Giille

laufen viele biochemische Vorginge ab, die das Uberpriifen der
Wirksamkeit der Enzyme erschwert.

betrieben. Die in Energiepflanzen ent-

haltenen Fasern werden von den anaeroben
Bakterien nur schwer bzw. langsam abgebaut. pH-
. Temperatur- | Optimum
Der verbesserte Aufschluss dieser Substrat- Enzymname | Hauptaktivitét | Mikroorganismen | Anwendung optimum bzw.
fraktionen konnte den Abbaugrad und damit S ) _ o (°C) pH-
den Methanertrag erhdhen. Deshalb wird oft Enzyme name | Main activity Microorganisms Application (;I;)etinrl]pfr:]at(lige) Be;)’::lch
der Einsatz faserspaltender Enzympréaparate optimum /
im Bi roz mpfohlen. Diese Enzym pH area
08asprozess emplohie . ese yme Celluclast Zellulase Trichoderma Lebensmittel 65 5
sollen den Abbau der pflanzlichen Faserbe- || 151 reesei
standteile beschleunigen und dadruch den Bi- Novozym 188 Zellobiase Aspergillus niger | Lebensmittel 55 55
E ienfl hish . Novozym 342 Zellulase Humicola sp. Textil 40 - 65 75
ogasertrag aus Energiepflanzen erhohen, in- | ™ jjrafioMax | B - Glucanase, keine Angabe | Bierfiltrierung 55°C 45-65
dem sie Polysaccharide zu loslichen Zuckern Xylanase
. s 1 . . Viscozyme L Arabinase,
abbauen. Die tatsachliche Wirkung dieser Zellulase, Aspergillus Lebensmittel 25-55 33-55
Enzymzusitze auf das pflanzliche Substrat Hemizellulase, aculeatus
wurde von verschiedenen Forschergruppen Xylanase
in Gérversuchen mit widerspriichlichen Er- Aktivitaten und Eigenschaften der getesteten Enzyme (Quelle: Novozymes - Product Sheet)
. . Table 1: Activities and properties of the tested enzymes (Source: Novozymes - Product Sheet)
gebnissen getestet [1, 2, 3]. Im Biogasprozess
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Reduzierende Zucker nach 24-stiindiger Hydrolyse von Maisstroh
bei unterschiedlichen pH-Werten zwischen 3,5 und 5,5; Untersu-
chung im Wasserbad bei 50 °C

Fig. 1: Reducing sugar release after 24 hours of maize straw hydro-
lysis at different pH values between 3,5 and 5,5; trial in water bath
at 50 °C
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Einfluss der Temperatur auf dem Gehalt an reduzierenden Zucker
nach 24 Stunden Hydrolyse von Maisstroh bei einem pH- Wert von
4,5

Fig. 2: Effect of temperature on reducing sugars content after

24 hours hydrolysis of maize straw at pH 4,5

Bei den hier vorgestellten Untersuchungen wurde die Wirkung
kommerzieller Enzymprédparate auf den Abbau von Zellulose
und Hemi-Zellulose aus Maisstroh unter definierten Bedin-
gungen auBerhalb des Biogasverfahrens tiberpriift. Dabei wur-
de in zwei Versuchsreihen der Einfluss der Temperatur und des
pH-Wertes auf die enzymatische Hydrolyse untersucht. Als In-
dikator der Enzymwirkung wurde die Freisetzung von loslichen
Zuckern wahrend der enzymatischen Hydrolyse im Wasserme-
dium anhand einer photometrischen Methode erfasst.

Material und Methoden

Als Substrat fiir die Untersuchungen diente Mais der Sorte Gavott,
der nach der Ernte im Stadium der Milchreife in zwei Fraktionen
(Maiskolben und Maisstroh) aufgeteilt wurde. Die Kolbenfraktion
wies einen hohen Gehalt an Starke und 16slichen Zuckern auf. Im Ge-
gensatz dazu war der Anteil der schwer abbaubaren Fraktionen (vor
allem Zellulose und Hemi-Zellulose) in der Maisrestpflanze (Maiss-
troh) relativ hoch. Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden
ausschlieBlich mit den faserreichen Restpflanzen durchgefiihrt.

Die Maisrestpflanze wurde gemorsert (Faserlange <3 mm) und
bis zum Versuchseinsatz eingefroren. Die eingesetzten Enzyme
wurden von der Firma Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark
bereitgestellt. Die Enzyme, sowie ihre Eigenschaften und die Her-
stellerangaben, sind in der Tabelle 1 dargestellt. Die Zugabemenge
der Enzympraparate war bei allen Versuchen auf 3 % Enzymlosung
bezogen und auf die zugefiihrte organische Trockenmasse (0TS)
des Substrates eingestellt.

Die enzymatische Hydrolyse wurde in einem Schiittel-Wasser-
bad bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 60 rpm durchgefiihrt.
Dabei wurden 1,8 g frisches, gemorsertes Maisstroh in Glasfla-
schen mit 10 mL Citratpuffer 0,1 M (pH-Bereich 3,5 bis 6) bzw.
Phosphatpuffer 0,1 M (pH 7) eingebracht. Die Dauer der enzyma-
tischen Hydrolyse wurde auf 24 Stunden eingestellt. Die Tempera-
turen wurden zwischen 20 und 60°C, die pH-Werte zwischen 3,5
und 8 variiert.
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Wiéhrend der enzymatischen Hydrolyse wurden die im Maiss-
troh enthaltenen Zellulose und Hemi-Zellulose Zuckerketten durch
die Enzymwirkung zu loslichen Zuckern gespalten. Die gebildeten
loslichen Zucker, die eine reduzierende Eigenschaft haben (redu-
zierende Zucker), wurden mit dem Farbreagenz 3,5-Dinitrosali-
cylsaure (DNS) nach der von MILLER 1959 entwickelten Metho-
de nachgewiesen, mit der vereinfachten Zusammensetzung der
Reagenzlosung von WOOD et al. 1988. Dazu wurden die Proben
nach dem Abschluss der enzymatischen Hydrolyse filtriert und in
Messkolben 50-fach verdiinnt. 2 mL aus dem filtrierten Probenma-
terial wurden zusammen mit 3 mL DNS-Praparat in Reagenzglaser
eingebracht, fiir genau 15 min auf einer Kochplatte bei ca. 95°C
erhitzt und sofort nach dem Kochen abgekiihlt. Nach einer War-
tezeit von 30 Minuten zur Stabilisierung der Farbbildung erfolgte
die Absorbanzmessung der Proben bei einer Wellenldnge von 640
nm im Photometer (SHIMADZU UV Mini 1240 UV-VIS-Spectropho-
tometer).

Eine Glukose-Kalibrationskurve, mit steigenden Glukosekon-
zentrationen zwischen 0 und 1 g/L in 0,1 g/L Abstand, wurde zur
Ermittlung der Menge an reduzierenden Zuckern mitgefiihrt. Die
Extinktion der Glukoselosung schwankte im Bereich von 0,0 bis 0,5
und die der Messergebnisse im Bereich von 0,1 bis 0,3. In einem
Vorversuch wurde der Gehalt der Enzyme an reduzierenden Zu-
ckern analysiert. Dieser war geringer als 0,5 % bezogen auf der 0TS
und konnte deshalb in den Ergebnissen vernachldssigt werden.

Ergebnisse der Laborversuche

In einer ersten Versuchsreihe wurde der pH-Wert der Proben vor
der Enzymzugabe durch den Citratpuffer auf einen Bereich zwi-
schen 3,5 und 5,5 eingestellt. Entsprechend der Herstelleranga-
ben sollte das Aktivititsoptimum der meisten der untersuchten
Enzyme in diesem Bereich liegen. Die Versuchstemperatur betrug
50 °C. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in der Abbildung 1
dargestellt.

Bei einer weiteren Steigerung des pH-Wertes in der enzyma-
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tischen Hydrolyse kam es ab einem pH-Wert von 6 zu einer
massiven Saurebildung, die den pH nach 24 Stunden um bis zu
drei Einheiten senkte. Die Akkumulation von bis zu 1000 ppm
Essigsaure, die bei pH 7 anhand der Analyse des Hydrolysates
nachgewiesen wurde, deutete auf eine bei den hoheren pH-
Werten (6 und 7) verstarkte bakterielle Aktivitdt hin, bei der
die gebildeten Zucker zu Carbonsduren verstoffwechselt wer-
den. Da die labortechnischen MaBnahmen zur Unterdriickung
mikrobieller Aktivitdt (Vorerhitzung von Substrat und Medium,
Tyndallisierung) keinen Erfolg zeigten, muss von einer gerin-
gen mikrobiellen Verunreinigung der Enzyme ausgegangen
werden, da ausschlieBlich diese von der Behandlung ausge-
nommen waren. Fiir die Versuche mit dem Enzym Novozym
342 bei einem hoheren pH-Wert von 7 wurde die Zugabe des
toxischen Natriumazids (in einer Konzentration von 1 % bezo-
gen auf Substrat-oTS) getestet, um die bakterielle Entwicklung
zu unterdriicken. Schon in geringeren Konzentrationen bewirkt
das Natriumazid das Blockieren der Atmungskette und somit
das Absterben der Mikroorganismen [4]. Als Folge der Zugabe
im Versuch wurde der pH-Wert stabilisiert und der Gehalt an
reduzierenden Zuckern stieg von 20,85 auf 28,05% bezogen auf
den Substrat-oTS an.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde der pH-Wert auf 4,5 ein-
gestellt und die Temperatur zwischen 20 und 60 °C variiert und
damit der gesamte Temperaturbereich heutiger Biogasanlagen ab-
gedeckt. Die Menge der gebildeten reduzierenden Zucker ist in der
Abbildung 2 dargestellt.

Diskussion

Der Gehalt an loslichen Zuckern des untersuchten Substrates
,Maisrestpflanze“ vor dem Enzymeinsatz betrug ca. 22-23 % der
oIS. Dies entspricht den in der Literatur angegebenen Werten [5,
6]. Die Gesamtmenge an loslichen Zuckern und Polysacchariden im
Substrat betrug mehr als 80 % der organischen Trockensubstanz.
Durch die enzymatische Hydrolyse konnten in allen untersuchten
Varianten die Konzentrationen an loslichen Zuckerverbindungen
gesteigert werden. Maximal wurden bei einem pH-Wert von 4,5
und einer Prozesstemperatur von 55 °C jedoch nur 33 % der oTS in
reduzierende Zucker {iberfiihrt, obwohl die Kohlenhydratfraktion
des Ausgangswertes wesentlich hohere Konzentrationen erwarten
lieB. Gegentiber der unbehandelten Variante konnte damit der rela-
tive Anteil der reduzierenden Zucker nur um bis zu 40 % gestiegen
werden, obwohl die eingesetzte Enzymkonzentration ca. 100-fach
hoher war, als in der Praxis [2]. Die bereits hohe Zuckerkonzentra-
tion im Medium am Anfang der enzymatischen Hydrolyse konnte
eine Inhibierung der Enzymwirkung bewirkt haben [7]. Um solche
Inhibierung zu vermeiden, sollten in weiteren Versuchen die im
Ursprungssubstrat enthaltenen 16slichen Zucker vor der enzyma-
tischen Hydrolyse ausgewaschen werden [8].

Die optimalen pH-Werte der gdngigen Enzyme pilzlichen Ur-
sprungs liegen zwischen 4,0 und 6,0 [9]. Die Biogasgdrung findet
jedoch in der Praxis bei pH-Werten von 7,0 bis 8,5 statt. Es stellt
sich daher die Frage, ob pilzliche Enzyme auch bei hoheren pH-
Werten ihre Wirkung behalten. In weiteren Untersuchungen soll

daher durch den Zusatz von Natriumazid die Aktivitat von zucke-
rabbauenden Mikroorganismen verhindert werden, um die Ver-
suche auch bei héheren pH-Werten durchfiihren zu kénnen.

Die getesteten Enzyme waren auch bei den iiblichen Tempe-
raturen des Biogasverfahrens von 30 bis 40°C wirksam. Jedoch
wurde eine bessere Wirkung bei einer hoheren Temperatur von
50°C erreicht, die mit den Herstellerempfehlungen {iberein-
stimmt. Bei 60°C sank die Enzymaktivitit. Es ist bekannt, dass
Enzyme bei hoheren Temperaturen eine hohere Effizienz auf-
weisen, jedoch bei zu hoher Temperatur inaktiviert werden [9].

Zur Steigerung der Effizienz der enzymatischen Hydrolyse
sollte das pflanzliche Substrat eventuell durch eine vorgeschaltete
physiko-chemischen Vorbehandlung (z.B. Vorerhitzung und Zuga-
be von Saure bzw. Alkali) aufbereitet werden, um die Faserstruk-
tur zu zerstoren [8]. Positive bzw. negative Interaktionen, die zwi-
schen den zugefiigten Enzymen und lebenden Mikroorganismen
stattfinden und die Enzymwirkung im Biogasprozess beeinflussen,
konnen eine groBe Rolle spielen und sollten daher weiterfithrend
untersucht werden.
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