LANDTECHNIK 73(3), 2018, 81-94 LANDTECHNIK

DOI: 10 15150/“: 2018.3184 AGRICULTURAL ENGINEERING

Kohlenhydratanalyse beim Garprozess mit
einer angepassten Anthron-Methode

Manfred Greger, Markus Schlienz, Patricia C. Benito Martin

Zur Bestimmung des Abbaus von Kohlenhydraten bei der anaeroben Fermentation wurde die
photometrische Anthron-Methode angepasst und fiir die Modellsubstrate Glucose (wasserlos-
lich), Mais-Starke und mikrokristalline Cellulose (beide wasserunloslich) in mesophilen Batch-
Versuchen Uberprift. Fur die Bestimmung des Gehalts an I6slichen Kohlenhydraten wurde die
Probe mit einem Spritzenaufsatzfilter (Material PTFE) auf < 0,45 um filtriert, um alle Partikel
inklusive der partikuldren Kohlenhydrate abzutrennen. Die erhaltene Losung reagierte dann
wéahrend 8 Minuten mit der Anthronlésung in einem zuvor auf 100 °C temperierten Heizblock.
Eine rasche Abkiihlung im Eiswasser auf ca. 4 °C Probentemperatur (Zeitdauer fiinf Minuten)
erwies sich als sinnvoll, um die Farbreaktion zu stoppen und insbesondere bei gréBerem Pro-
benumfang mit bedingt hoherem Zeitaufwand wiederholbare Ergebnisse zu erzielen. Vor der
Messung der Extinktion am Photometer wurde die Probe bei Raumtemperatur fir ca. 30 Mi-
nuten temperiert. Eine Verdinnung der Probe war notwendig, einerseits zur Reduzierung des
Farbhintergrunds, andererseits um den vorgegebenen Messbereich (A = 625 nm) von 10 bis
100 mg Glucoseéaquivalent/| einzustellen.

Der Gesamtkohlenhydratanteil, der sich aus der Gesamtheit der gelosten sowie auch partikula-
ren Fraktion zusammensetzt, wurde Uber eine zusatzliche, vor der Anthron-Reaktion durchge-
flhrten Vorhydrolyse mit circa 50%igem Saureanteil an H,SO, bei 100 °C und 8 Minuten Re-
aktionsdauer bestimmt. Dieser separate Bestimmungsschritt, nachfolgend indirekte Methode
genannt, ist notwendig, um den Anteil unléslicher bzw. polymerer Kohlenhydrate einer Probe
zu bestimmen. Die Berechnung erfolgt tber Differenzbildung aus dem Gesamt- zum |6slichen
Kohlenhydratanteil (= partikularer Kohlenhydratanteil).

Schlusselworter
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Die organischen Bestandteile der in Biogasanlagen verwendeten Substrate bestehen hauptsachlich
aus Kohlenhydraten, Proteinen und Fetten (DeusLeiv und SteinnausErR 2008). Bei Biomassen dominie-
ren die Kohlenhydrate. Die Gesamtheit der Kohlenhydrate besteht aus den wasserloslichen Monosac-
chariden (z. B. Glucose) und den wasserunloslichen Polysacchariden (z. B. Starke, Zellulose). Fiir die
Untersuchung des Substratabbaus in Biogasreaktoren ist es wichtig, die Geschwindigkeit der Umset-
zung der einzelnen Kohlenhydratfraktionen zu kennen. Eigene unveroffentlichte Untersuchungen
zeigten, dass die Methode der Futtermittelanalyse nicht fiir die Bestimmung des Kohlenhydratabbaus
wahrend des Fermentationsprozesses geeignet war. In einer Literaturrecherche (Granpy et al. 2000,
Loewus 1952, Masuko et al. 2005, Stuiter et al. 2010, ViLes und SiLvERMAN 1949, Yan 2014, YEMM und
WiLnis 1954) wurden mehrere Methoden zur Kohlenhydratbestimmung, jedoch fiir andere Anwen-
dungen, gefunden.
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Eine Anpassung der photometrischen Anthron-Methode auf die Untersuchung des Abbaus von
Kohlenhydraten in Bioreaktoren erschien vielversprechend und wird im Folgenden vorgestellt. Darin
werden die im Wasser gelosten Saccharide mit der sogenannten Anthron-Methode (mit Glucose als
Standard und destilliertem Wasser als Referenz) bestimmt. Dies geschieht mit den loslichen Mo-
nosacchariden (sCH) ohne Zwischenschritt nach geeigneter Verdiinnung der Losung. Liegen in der
Probe unlosliche Polysaccharide vor (partikuldre Kohlenhydrate), werden diese einer Vorhydrolyse
mit konzentrierter Schwefelsaure unterzogen.

Durch Hydrolyse werden diese gelost und konnen analog der gelosten Fraktion bestimmt werden.
Der lber diesen separaten Schritt erhaltene Kohlenhydratanteil entspricht somit der Gesamtkoh-
lenhydratkonzentration (tCH), da die ldslichen Bestandteile miterfasst werden. Uber Differenzbil-
dung mit der gelosten Fraktion (sCH) kann der partikuldr gebundene Kohlenhydratanteil einer Probe
(pCH = tCH - sCH) ermittelt werden.

Anthron-Methode, Eichkurve mit wassriger Glucosel6sung

Wassrige Glucoselosungen (Glucosereinheit > 99,5 %, Sigma Aldrich, USA) unterschiedlicher Verdiin-
nung wurden mit der Anthron-Losung (0,1 g Anthron, Reinheitsgrad > 97 %, Sigma Aldrich, USA; in
100 g konzentrierter Schwefelsdure) vermischt (0,5 ml Probelosung mit 1 ml Anthron-Losung) und
wéahrend 8 Minuten in einen auf 100 °C temperierten Thermoblock gestellt. AnschlieBend wurden
die Proben im Eiswasserbad auf 4 °C abgekiihlt. Nach einer Equilibierungsdauer von 30 Minuten
bei Raumtemperatur wurde die Extinktion der Losung bei 625 nm mit einem Spektrophotometer
(DR 3900, Hach-Lange) gemessen. Mit den Glucoselésungen unterschiedlicher Konzentrationen und
destilliertem Wasser als Referenz (Blindwert) wurde eine Eichkurve erstellt (Abbildung 1). Die so
erhaltene Eichkurve zeigt einen linearen Zusammenhang zwischen der Glucosekonzentration im Be-
reich 10 bis 100 mg/1 und der bei 625 nm gemessenen Extinktion.
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Abbildung 1: Extinktionsmessung der Glucosekonzentration im wassrigen System bei 625 nm (Eichkurve),
Glucose-Ausgangskonzentration 0,1 g/I, Anthronlésung 0,1 % (w/w) , Reaktionszeit 8 min bei 100 °C
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Extinktionsmessung von Proben aus Bioreaktoren mit und ohne Anthron-Reaktion
zur Bereinigung des Hintergrundes (Matrixeffekt)

Bei der Anwendung der Methode auf Proben, die aus Biogasreaktoren stammen, ist eine Signalkorrek-
tur aufgrund des Farbhintergrundes des Inokulums vorzunehmen. Die zumeist braunlich ausgeprag-
te Farbe der Startmasse stammt zum iiberwiegenden Teil aus gelosten Bestandteilen bzw. Derivaten
des Lignins und hat im vermessenen Wellenlangenbereich der Anthron-Methode, je nach gewahlter
Probenverdiinnung, eine unterschiedlich ausgeprigte Extinktion. Damit Uberbestimmungen von Pro-
ben vermieden werden, ist eine entsprechende Korrektur der Extinktion notwendig. Als Grundlage
der Signalkorrektur dient der bei 625 nm spektrometrische Farbwert der Startmasse (Inokulum, in
urspriinglichem Zustand) ohne Anthron-Reaktionsschritt und somit vor Beginn einer Fiitterung un-
ter Versuchsbedingungen. Dieser keiner Hydrolysereaktion unterliegende Farbwert wird anschlie-
Bend der aus der Anthron-Reaktion gemessenen Extinktion gegeniibergestellt, um die Korrelation
beider Werte abzubilden.

Hierbei kann die geloste oder die Gesamtphase des Inokulums verwendet werden, ganz in Ab-
héangigkeit davon, welcher Substrattyp (fest/gelost) fiir die Fiitterung verwendet wird (Messung der
partikuldren oder loslichen Kohlenhydrate) bzw. von welcher Probenfraktion der Kohlenhydratgehalt
ermittelt werden soll. Entsprechend dieser vorliegenden Bedingung wird fiir die geloste Phase die
direkte und fiir die partikuldren Garreste die indirekte Anthron-Methode (mit Vorhydrolyse) ange-
wandt. Bei Zugabe von Monosacchariden erfolgt die intrazelluldre Aufnahme direkt. Somit wird bei
Anwendung der direkten Anthron-Methode im Wesentlichen die Aufnahmekinetik der aktiven Bio-
masse Uber Zeitprofile bestimmt. Hingegen ist bei Zugabe partikulédrer, unloslicher Kohlenhydrate
vor intrazellularer Aufnahme des entsprechenden Substrates iiber Exoenzyme die Hydrolyse vorge-
schaltet. Die im Reaktor verbleibende suspendierte Stoffkonzentration muss hierbei tiber den Schritt
der Vorhydrolyse bestimmt werden. Misst man unter diesen Gegebenheiten die Menge des gelosten
Kohlenhydratanteils einer Probe, so ist festzustellen, dass sich diese mehr oder weniger konstant
iiber den gesamten Probenahmezeitraum um eine Basislinie bewegt. Dies spricht dafiir, dass die
uber die Exoenzyme gespaltenen Substanzen unverziiglich von der Biomasse aufgenommen und der
Kontakt zwischen hydrolysierenden Bakterien und Substrat folglich unmittelbar an der partikuldaren
Grenzflache verlauft.

Abbildung 2 zeigt den Zusammenhang zwischen Extinktion und Verdiinnung der gelosten Frak-
tion eines Inokulums, welches als Startmasse fiir eine kontinuierlich betriebenene Biogasanlage ver-
wendet wurde, ohne (untere Kurve) und mit Anthron-Reaktion (obere Kurve) bei einer Wellenlange
von 625 nm. Das Inokulum wurde zunidchst zentrifugiert, auf < 0,45 um filtriert und anschlieBend
die hergestellte geloste Phase auf ein Verhaltnis von 1 : 3 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Von der
gelosten Phase des Inokulums wurden anschlieBend in Polystyrol-Kiivetten (alternativ Quarzglas-
kiivetten) verschiedene Verdiinnungsreihen angesetzt und deren Farbhintergrund bei der Wellen-
lange 625 nm photometrisch vermessen (untere Kurve in Abbildung 2).
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Abbildung 2: Gemessene Extinktion flir 625 nm als Funktion der Verdiinnung des Filtrats (Inokulum) im Bereich
1 (100 %) bis 1:12,5 (8 %) ohne (untere Kurve, Hintergrund) und mit (obere Kurve) Anthron-Reaktion.
Reaktionszeit: 8 min bei 100 °C Heiztemperatur.

Abbildung 3 setzt die bei identischen Verdiinnungschritten gemessenen Extinktionen beider Kurven
ins Verhaltnis.
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Abbildung 3: Verhéltnis der Extinktion der Anthron-Reaktion zur gel6sten Phase des Hintergrunds bei identischer
Verdiinnung der gelosten Phase eines Inokulums
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Von diesen Verdiinnungen wurde nachfolgend die Anthron-Farbreaktion mit einer Reaktionszeit
von 8 Minuten unter 100-°C-Temperierung im Thermoblock durchgefiihrt (obere gegen destilliertes
Wasser korrigierte Kurve in Abbildung 2). Im Bereich der groBten Verdiinnung (< 25 %) gibt es eine
groBere systematische Abweichung zur Trendlinie, die auf die Verwendung einer anderen Pipette zur
Herstellung der Verdiinnungen zuriickgefiihrt werden kann.

Die in Abbildung 3 ermittelte Geradensteigung dient bei der Bestimmung der Glucoseaquivalent-
konzentration von Reaktorproben somit folglich als Faktor zur direkten Ermittlung des Hintergrun-
danteils am Anthron-Extinktionswert. Dies setzt natiirlich voraus, dass die Probe zur Bestimmung
des Farbhintergrundes auch ohne weitere Verdiinnung fiir die Anthron-Reaktion verwendet wird
(identischer Verdiinnungsgrad). Ansonsten konnen die Werte zur Korrektur bei nicht identischer
Probenverdiinnung auch tiber Interpolation der Geradenpaare aus Abbildung 2 ermittelt werden.

Folgende Bedingungen haben einen Einfluss auf das Messergebnis der Anthron-Farbreaktion und
wurden bei den dargestellten Ergebnissen berticksichtigt:

= Reaktionszeit mit Anthron-Reagenz: Das Extinktionsmaximum wird nach 6-8 min. erreicht. Die
Zeit von 8 Minuten wird fiir die Anthron-Reaktion weiterhin angewandt.

= Kiihlung: Kiihlung der Mischung nach Zusammenfiihrung der Anthron-Losung mit der Probe im
Eiswasserbad auf 4 °C (vor dem Aufheizen auf 100 °C fiir die Anthron-Reaktion) sowie Kithlung
nach der Anthron-Reaktion im Eiswasserbad auf 4 °C (5 min) und 30-mintitiges Temperieren bei
Raumtemperatur vor Extinktionsmessung am Spektrometer (625 nm).

= Langzeitstabilitdt der Extinktion nach Anthron-Reaktionsschritt: Bei lichtgeschiitzter Lagerung
der Probe bei Raumtemperatur wird nach 7 h ein linearer Abfall des Messsignals auf 95 % bezo-
gen auf dessen Startwert beobachtet. Die Proben sind demnach innerhalb eines Tages zu messen.

Die Validitat der Messmethode wurde des Weiteren damit {iberpriift, dass Proben mit definierter
Konzentration an Glucose und Inokulum gemessen wurden (Aufstockerserie). Dabei wurde fiir den
Konzentrationsbereich 28 bis 92 mg Glucose/1 eine Abweichung < 7 % beobachtet. Fiir kleinere Kon-
zentrationen stieg die Abweichung auf bis zu 40 %.

Messung von partikular-gebundenen Kohlenhydraten aus Reaktorproben mit
Vorhydrolyse
Fir die Bestimmung des noch unvergorenen Kohlenhydratanteils aus Bioreaktoren, welche mit Fest-
stoffen wie beispielsweise Mais- oder Grassilagen, aber auch mit mikrokristalliner Cellulose im Ver-
suchsmaBstab gefiittert werden, kann die direkte Methode nicht angewandt werden, da diese auf
feststofffreie Probenmatrices hin ausgerichtet ist. Dadurch muss — im Gegensatz zur direkten Me-
thode — eine Hydrolyse des partikularen Kohlenhydratanteils zwischengeschaltet und somit vom An-
thron-Reaktionsschritt getrennt werden. Dies wird im Weiteren als ,indirekte Methode“ bezeichnet.
Durch die Vorhydrolyse in verdiinnter Schwefelsaure bei erhohter Temperatur werden die partikular
vorhandenen Kohlenhydrate in losliche Monomere umgewandelt. Die Hydrolyse als nunmehr separa-
ter Schritt fihrt zu einer Erhohung der Gesamtsaurestarke bei der Anthron-Farbreaktion und muss
diesbeziiglich unter Verwendung der entsprechend eingesetzten Substrate neu kalibriert werden.

In einem ersten Verfahrensschritt zur Vorhydrolyse partikular gebundener Kohlenhydrate gilt es
zundchst die Sdurestiarke zu definieren, bei welcher unter Beriicksichtigung der eingetragenen Ener-
gie in Form von Heizdauer und Heiztemperatur eine vollstaindige Monomerisierung des Substrates
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eintritt. Als Modellsubstrat wurde bei diesem Ansatz mikrokristalline Cellulose verwendet, da sie ei-
nen sehr hohen Reinheitsgrad aufweist und aufgrund ihrer hohen spezifischen Oberflache auch einer
ziigigen Hydrolyse unterliegt. Zudem lasst sich durch die zligige Monomerisierung der Cellulose der
Einfluss des Energieeintrags auf die Anthron-Extinktion liber die Zeit sehr gut abbilden.

Nach hoheren Energieeintragen (hohere Temperatur bzw. langere Verweilzeit) der Hydrolysate im
Thermoblock wurde eine zunehmend braunliche Verfarbung beobachtet. Diese sind vom Prozess der
Karamellisierung von Zucker bei hoheren Temperaturen bereits bekannt, wenn auch die chemischen
Prozesse nicht vollstdndig aufgeklart sind. Durch Vermessung der Hydrolysate im sichtbaren Bereich
des Spektrometers wurde beim Wellenlangenscan ein Extinktionsmaximum von 325 nm festgestellt.
Alle auf < 0,45 um filtrierten Hydrolysate wurden anschlieBend bei dieser Wellenldnge vor Durch-
fiihrung des Anthron-Tests vermessen, um Erkenntnisse tiber einen moglichen Einfluss zu erhalten.

In Abbildung 4 ist der Einfluss des Saureanteils im Vorhydrolyseschritt auf die Intensitit der
Braunfarbung (325 nm) dargestellt. Hierbei wurde bei 100 °C (Thermoblock) die Reaktionszeit va-
riiert. Die verwendeten Glasrohrchen mit Schraubdeckelverschluss wurden nach der Vorhydrolyse
unverziiglich im Eisbad abgekiihlt, und nach 30-miniitiger Temperierung bei Raumtemperatur am
Spektrometer gegen destilliertes Wasser als Referenz vermessen.
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Abbildung 4: Einfluss des Saureanteils und der Hydrolysezeit bei 100 °C auf die bei 325 nm gemessene Extinktion
des Vorhydrolysats

Der Intensitdtsverlauf der Braunfarbung tiber die Zeit unterliegt deutlich abgegrenzt dem Sdurean-
teil im Hydrolysat. Geringere Sduregehalte fiihren hierbei zu einem zeitlich verzogerten Anstieg der
Braunfarbung.

Im Folgenden wird tiberpriift, inwiefern diese aus dem Vorhydrolyseschritt hervorgegangene
Braunfarbung einen Einfluss auf die Extinktionsmessung im nachfolgenden Anthron-Reaktions-
schritt hat. Hierfiir wurden die mit unterschiedlichem Sdureanteil sowie verschiedenen Heizzeiten
hergestellten Hydrolysate in Dreifachbestimmung der Anthron-Reaktion unterzogen. Dabei wurden
jeweils 500 ul auf < 0,45 um filtriertes (mittels PTFE-Spritzenfilteraufsatz) Probenvolumen mit 1 ml
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der Anthron-Losung vermischt, bei 4 °C im Wasserbad gekiihlt und dann im Thermoblock bei 100 °C
die Reaktion wahrend 8 Minuten durchgefiihrt. AnschlieBernd wurden die Proben erneut im Eisbad
abgekiihlt (5 Minuten) und nach 30-miniitiger Temperierung bei Raumtemperatur am Spektrometer
bei 625 nm vermessen. Abbildung 5 zeigt die Ergebnisse der Extinktionsmessung, wobei hier die
Gesamtsdurestirke (Vorhydrolyse plus Anthron-Reaktionsschritt) angegeben ist.
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Abbildung 5: Einfluss der Saurestérke und Heizdauer der Vorhydrolyse auf die Anthron-Extinktion

Der Verlauf der Anthron-Extinktion aus den mit verschiedenen Sdurestarken hergestellten Hy-
drolysaten verdeutlicht zwei unterschiedliche Phinomene. Uber den konstanten Verlauf der An-
thron-Extinktion lasst sich aus dem Hydrolysat mit der geringsten Sdurestiarke (44 % Saureanteil) ab-
leiten, dass in diesem Falle eine fiir die Vorhydrolyse notwendige Mindestsaurestarke unterschritten
wurde und es folglich zu einem hohen Anteil an Residualcellulose kam, welcher iiber Filtration der
Hydrolysate entzogen wurde. Dieser steht fiir eine abschlieBende Hydrolyse im Anthron-Reaktions-
schritt folglich nicht mehr zur Verfiigung und fiihrt im gesamten Profil zu Minderbefunden an Gluco-
se-Aquivalenten. Ab einer Saurestirke von 47 % im Hydrolysat, welche einer Gesamtséurestirke von
80,3 % im Anthron-Reaktionsschritt entspricht, liegen bei kiirzester Vorhydrolysedauer von lediglich
2 Minuten die Anthron-Extinktionen relativ nahe beieinander (Spanne 1,15-1,28 Extinktionseinhei-
ten). Mit zunehmender Hydrolysedauer zeigt sich nachfolgend jedoch eine deutliche, in Abhdngigkeit
der Gesamtsaurestarke erkennbare Signalabnahme der Extinktion. Vergleicht man den Verlauf der
Braunfarbung im Hydrolysat nunmehr mit der Signalabnahme im Anthron-Reaktionsschritt, so be-
steht ein starker reziproker Zusammenhang beider Variablen.

Die Braunfarbung im Hydrolyseschritt kann somit als sinnvoller Kontrollparameter der Vorhy-
drolyse verwendet werden, um die Mindestsdurestarke im Hydrolysat sowie auch den maximal not-
wendigen Energieeintrag abzugleichen. Es bleibt zu beriicksichtigen, dass der Verlauf der Zeitprofile
substrat- und oberflaichenabhéngig ist. Mikrokristalline Cellulose als Modellsubstanz steht hierbei
sicherlich fiir den Idealfall, da sie sehr feinverteilt und homogen aufgebaut ist.
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Bestimmung des Verlaufs des Kohlenhydratabbaus von Glucose, Starke und Cellu-
lose in mesophilen Batch-Versuchen

Es wurden bei 37 °C Batch-Versuche mit den drei Modelsubstraten Glucose (Reinheitsgrad > 99,5 %,
Sigma-Aldrich, USA), Maisstarke (Maisstarke Sigma-Aldrich, USA) und mikrokristalliner Cellulose
(Pharmagqualitit, Euro OTC Pharma GmbH, Germany) durchgefiihrt und dabei die 16sliche (direkt)
und partikuldre Kohlenhydratkonzentration (indirekt iber Vorhydrolyse) mit den oben beschrie-
benen Bedingungen bestimmt. Die Versuche wurden in Kunststoffreaktoren mit 0,75-1-Nettoinhalt
durchgefiihrt. Das verwendete Inokulum hatte einen Trockensubstanz-Gehalt (TS) von 5,36 %, einen
organischen Trockensubstanzgehalt-Gehalt (oTS) von 3,27 %, eine Kalkreserve von 15 g CaCO/1 und
einen pH-Wert = 8,0. Die Beladung in den 3 Versuchen betrug 8 g oTS/l. Eine genaue Versuchsbe-
schreibung findet sich in Benito (2015).
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Abbildung 6: Zeitliche Veranderung der gesamten Kohlenhydratmenge (tCH in g Glucosedquivalent dargestellt, oben)
und der Menge oTS (unten) bei der Fermentation von Glucose, Maisstarke und Cellulose (Reaktor-Beladung 8 g oTS/I;
Reaktorvolumen: 0,75 [; Benito 2015).
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Abbildung 6 zeigt den zeitlichen Verlauf der gesamten Kohlenhydrat-Menge (tCH) sowie den expe-
rimentell bestimmten oTS-Gehalt fiir die 3 Kohlenhydrate. Die Variation fiir kleine oTS-Gehalte (< 2 g)
ist durch die Streuung bei der Probenahme erkldrbar. Der Abbau der Glucose erfolgte sehr schnell
und war nach einem Tag abgeschlossen (Abbildung 6 oben). Maisstarke wurde um einen Tag verzo-
gert abgebaut, wahrend bei Cellulose der Abbau erst nach 2 bis 4 Tagen erfolgte und schlieBlich nach
7 Tagen abgeschlossen war. Zu beachten ist, dass bei den Versuchen mit Maisstiarke und Cellulose
keine nennenswerten Konzentrationen an gelosten Monomeren, die durch die Hydrolyse entstanden
waren, nachgewiesen wurden. Die Versuche wurden nach 17 Tagen beendet.

Bestimmung der fliichtigen Sauren und der Methanbildung zur Bilanzierung
Fir die Bilanzierung der Versuche miissen die Bildung der fliichtigen organischen Sauren, von Met-
han und Biogas sowie der 0TS-Gehalt zum Versuchsabschluss bestimmt werden.

Abbildung 7 zeigt den zeitlichen Verlauf der Bildung der Zwischenprodukte Essigsdaure und Pro-
pionsdure. Diese wurden gaschromatographisch bestimmt (,FOCUS“ GC, Thermo Fisher Scientific,
Italien, BEnito 2015). Andere Sduren konnten nicht nachgewiesen werden. Beim Versuch mit Glucose
wird ein schneller Anstieg der Essigsdaurekonzentration beobachtet, der nach ca. 20 Stunden mit
1.440 mg/1 das enge Maximum {iberschreitet und dann nach 50 Stunden auf einen Wert < 50 mg/1
abféllt. Die Propionsaure-Konzentration steigt erst etwas verzogert (6 h) steil an und erreicht erst
nach ca. 44 h den Maximalwert, um danach schnell innerhalb von einem Tag auf die Nachweisgrenze
abzufallen. Bei Starke und Cellulose setzt der Konzentrationsanstieg der Essig- und Propionsaure um
einen Tag verzogert ein. Im Fall der Essigsdure werden die (deutlich kleineren) Maximalwerte nach 2
Tagen erreicht und fallen nach 3 Tagen auf Werte <50 mg/1 ab. Nur im Falle der Propionsdure werden
die Maxima fir alle 3 Substrate nach 2 Tagen erreicht, liegen jedoch fiir Starke und Cellulose tiefer.
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Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der Konzentration an fliichtigen S&uren (Essig- und Propionséure) der Batch-Versuche
mit Glucose, Starke und Cellulose
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Der Versatz der Bildung der fliichtigen organischen Sdure (Essig- und Propionsdure) fiir die 3
Substrate spiegelt sich auch in der Variation des pH-Werts wider (Abbildung 8). Bei der Fermentation
von Glucose wird das Minimum nach ca. 8 h erreicht, wihrend dieses fiir Starke bei 2 Tagen und fir
Cellulose bei ca. 3 Tagen liegt.
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf des pH-Werts

Abbildung 9 zeigt die spezifische Methanbildung (unten) und den Methangehalt im gebildeten
Biogas fiir die drei Substrate. Der Methan- und CO,-Gehalt des Biogases wurden mit dem IR-Biogas
Monitor BM 2000 (Geotechnical Instruments, GB) bestimmt. Es ist zu erkennen, dass die Methanbil-
dung im Falle von Glucose sehr schnell einsetzt und nach 3 bis 4 Tagen abgeschlossen ist. Im Falle
von Stiarke und Cellulose setzt die Methanbildung erst nach dem Tag 2 ein und ist nach ca. 6 bis 7
Tagen abgeschlossen.
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Abbildung 9: Spezifische Methanbildung (SMP, unten) und Methangehalt (oben) im Biogas bei der mesophilen
Fermentation von Glucose, Starke und Cellulose

Die Versuche wurden beim Erreichen einer spezifischen Methanbildung von ca. 0,3 N1/gVS been-
det, die auch als Referenz in der Literatur gefunden wurden (Hansen et al. 2004, GoLkowska und GREGER
2015).
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Der metabolische Umsatz als Verhéltnis des experimentell gefundenen, bezogen auf das theoreti-
sche spezifische Methanbildungspotenzial, liegt im Bereich zwischen 69 bis 79 % (Tabelle 1), wobei
das theoretische spezifische Methanbildungspotenzial ThSMP mit der Buswell-Gleichung (1) berech-
net wurde (BusweLr und MueLLER 1952, Bovie 1976, Raroso et al. 2011, Bentro 2015):

C,H,ONy + {a - b/4 - ¢/2 + 3d/4} x Hy0 >
{a/2 = b/8 + /4 + 3d/8} x CO, + {a/2 + b/8 - ¢/4 - 3d/8} x CH, +d x NH, (GL 1)

Tabelle 1: Theoretisches spezifisches Methanbildungspotenzial (ThSMP) sowie die experimentell gefundene spezifi-
sche Methanbildung nach Erreichen eines nahezu konstanten Endwerts mit Angabe der jeweiligen Versuchszeit. Das
Verhéltnis dieser beiden Werte wird als Wiederfindung bezeichnet.

Spezifisches Methanpotenzial Wiederfindung
ThSMP SMP experimentell o
NI(CH,)/gVs NI(CH,)/gVs % Versuchstage
Glucose 0,373 0,285 76 7
Starke 0,414 0,28 69 14
Cellulose 0,414 0,329 79 15,8

Schlussfolgerungen

Anhand der ausgewahlten Beispiele der Fermentation von Glucose, Stirke und Cellulose konnte ge-
zeigt werden, dass die Anthron-Methode auf die Bestimmung der gelosten und partikuldren Koh-
lenhydrate zum Monitoring des Kohlenhydratabbaus in Batch-Biogasreaktoren angewendet werden
kann.

In weiteren Untersuchungen soll die Methode auch auf kontinuierlich betriebene und mit ver-
schiedenen Substraten versorgte Biogasreaktoren angewendet werden. Hierfiir sind insbesondere
Kiichenabfalle unterschiedlicher Herkunft von aktuellem Interesse. Mithilfe des Ansatzes einer Tren-
nung von Hydrolyse- und Farbreaktion soll im Weiteren untersucht werden, ob sich der methodisch
ausgearbeitete Ansatz auch auf Garrestproben aus nachwachsenden Rohstoffen im weitesten Sinne
iibertragen lasst.
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