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Zusammenfassung

Fur die moderne Industriegesellschaft hat Biomasse ein enormes Potenzial als nachhaltige
Quelle organischen Kohlenstoffs. In Zeiten stark steigender Erddlpreise, infolge erhdhtem
Erdélverbrauchs und steigender Sorge bezliglich nahender Ressourcenknappheit, ist die
Nutzung nachwachsender Rohstoffe ein, z.B. flr die chemische Industrie, erfolgverspre-
chender Ansatz zur Schonung der Erddlressourcen. Es wurde erfolgreich untersucht, ob der
bei der Trockenfuttermittelherstellung anfallende, gebuhrenpflichtig zu entsorgende, Gras-
presssaft durch biologische Umformungsprozesse zur Biogasproduktion, Bio-
Ethanolgewinnung oder Milchsaureherstellung verwendet werden kann. Hierzu wurden die
verschiedenen Fermentationsprozesse untersucht und die Ausbeute der gewlinschten Reak-
tionsprodukte ermittelt. Die Studien haben gezeigt, dass die biotechnologische Nutzung des
Graspresssaftes fur alle untersuchten Prozesse sinnvoll sein kénnte. Die Verwendung des
Graspresssaftes zur Biogasproduktion zeigte keine nachteiligen Effekte, sofern die Lasten
und die pH-Pufferung sinnvoll gewahlt wurden. Ethanol konnte sehr schnell und einfach mit-
tels Backerhefe hergestellt werden. Vor allem aber zeigten die Studien zur biotechnologische
Produktion organischer Sauren, dass eine mikrobielle Produktion von z.B. Milchsaure aus
dem zurzeit als Abfall zu entsorgenden Graspresssaft nicht nur mdglich ist, sondern sogar
mit einer deutlichen Wertschdpfung verbunden sein kénnte. Dem Betreiber einer modifizier-
ten Trocknungsanlage wirden, in Abhangigkeit vom Zuckergehalt des Grasspresssaftes, ein
finanzieller Mehrwert von bis zu 700.000 SFr. pro Anlage (80 m3 Presssaft) und Jahr entste-
hen.

Abstract

In the modern industrialised society biomass has an enormous potential as a sustainable
source of organic hydrocarbon. The rising oil prices due to the high oil consumption and fear
of scarcety of resources, the production of organic acids from renewable raw materials for
the chemical industries is one promising approach to protect the oil resources. The present
study evaluated the potential of biomassconversion of grass press sap, a wastestream
produced via novel fodder manucature technology. In this context different applications were
tested, such as production of bio-gas bio-ethanol and organic acids (lactic acid). For this
proposes numerous fermentation processes were tested in order to determine the
transformation efficency and the rate of yield concerning the target product. The obtained
results demonstrated the high value of grass press sap as renewable resources. Using these
resources for production of biogas, no negative effect could be observed, as long as process
parameters are controlled. Both, lactic acid and ethanol fermentation processes were
successfully performed. The latter accomplished unsufficient yields due to the low sugar
content, but the former fermentation achieved a overall lactic acid content that tends to result
in a strong value enharncement. As for that, a fodder manufactor could, depending on the
content of sugar in the grass press sap, have an economic benefit of up to 700.000 SFr per
drying plant (80 m® press sap) and year.
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1. Ausgangslage

Die Modifikation des Prozesses zur Pflanzentrockenfuttermittelherstellung erbrachte einerseits Vorteile
innerhalb der Energieeinsparung, andererseits wurde durch die Installation einer Vorpresse ein Pro-
zessabfallstrom erzeugt, der zurzeit als Sonderabfall entsorgt werden muss. Fur den Fall der Gras-
pressung wurde der Abfallstrom ,Graspresssaft (GPS)“ analysiert und als hochwertiger Rohstoff defi-
niert. Die Verwendung dieses Rohstoffes konkurriert nicht mit Nahrungsmitteln und die komplexen
Inhaltsstoffe eignen sich als Substrat zur Kultivierung anspruchvoller Mikroorganismen, die zur Wert-
stoffherstellung in der Lage sind (Klinke et al., 2002). Generell kdnnen, je nach Mikroorganismus und
Verfahrenstechnik, aus einem Rohstoffgemisch verschiedene biotechnologische Produkte hergestellt
werden (Bengtsson et al., 2008, Hofvendahl and Hahn-H&gerdal 2000, Li et al., 2008, Lu et al., 2008,
Sanchez and Cardona 2008). Die Herstellung dieser Produkte aus einem ,non-food“-Ressource koénn-
te zu einer Wertschopfung fiihren. Dartiber hinaus birgt diese Verwertung das Potenzial zur Energie-
einsparung, jedoch nicht nur in der direkten Produktion von Energie oder Energietragern, sondern
auch in der Schonung der Biomasseressourcen, die zur Energieproduktion zur Verfugung stehen.

2. Ziel der Arbeit

Der Projektteil (Schema 1; Modul C) ,Nutzung der Prozessabfalle — Pflanzenpresssafte als Ressour-
cen” verfolgte das Ziel, in Analogie zur ,Griinen Bioraffinerie* ', ein innovatives Technologiekonzept
zur biotechnologischen Verwertung des bisher ungenutzten Rohstoffs zu entwickeln.

Folgende Prinzipien lagen der Presssaftverwertung zugrunde:

e Abfall- und emissionsfreie Wertstoffgewinnung aus Presswasser im Sinne einer Kreislaufwirtschaft
o Weitgehender Verzicht auf Hilfsstoffe in der Produktion

¢ Niederenergetische Prozesse zur Herstellung der Produkte aus ungenutzten Abfallen der Verwer-
tung nachwachsender Rohstoffe (NawaRo)

e Verwertbarkeit ungenutzter Abfélle aus NawaRo-Produktion unter dem Aspekt des ,multi-product-
utilisation® (Wirtschaftlichkeit kann haufig nur erreicht werden, wenn aus einem Rohstoff bzw. Roh-
stoffgemisch mehrere Produkte generiert werden kdnnen)

Die sinnvolle Verwertung des Abfallstroms ist ein notwendiger Schritt in der flichendeckenden Etablie-
rung des modifizierten Trocknungsverfahrens. Die Verwertung des Presssaftes soll somit direkt und
indirekt zur Energieeinsparung und dartber hinaus zur finanziellen Entlastung der schweizerischen
Landwirtschaft beitragen.

1
- Maodul-A Steigerung der Energieeffizienz des Mais-

g5 s durch Vorpressung

*
Maodul-8 Qualitatskontrolle des Trockenfuttermirtels

3
*Modul-c Nutzung der Prozessabfdlle (Presssaft) als
Ressourcen

Feinchemikalien
Nahrungszusatze
Energietrager

Produkte

* Trockenfuttermittel

Schema 1 Ubersichtsskizze des gesamten Forschungsprojekts ,Effizienzsteigerung von Landwirt-
schaftlichen Trocknungsanlagen —II*; Dokumentation der Kernaspekte der Module 1-3

' Griine Bioraffinerien sind integrierte Systeme zur ganzstofflichen Nutzung des nachwachsenden Rohstoffs Wiesengriinmasse
("Gras") bzw. Silage. Ziel ist es mittels nachhaltiger Technologien ein "Multi-Product" System aufzubauen, dass durch seine
betriebswirtschaftliche Tragfahigkeit zum Erhalt der Kulturlandschaft und zur Einkommenssicherung der Landwirte beitragt.
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3. Methoden

3.1. Pflanzenpresssifte als Substrat

Graspresssaft

Der GPS stammte aus einer landwirtschaftlichen Trocknungsanlage zur Trockenfuttermittelproduktion
in Zell? (Luzern) und wurde sowohl vorbehandelt (filtriert), wie auch als Rohpresssaft untersucht.

Die Filtration des GPS wurde mittels einer rotierenden SSDF (Single Shaft Rotating Disc Filter) Filtra-
tionsanlage (Novoflow) bei einer Porengrésse von 0,2 ym durchgefuhrt. Anschliessend wurde der
filtrierte GPS in Plastikcontainern bei -20°C bis zum Gebrauch gelagert. Charakterisiert wurde der
GPS durch die Forschungsanstalt Agroscope (Liebefeld-Posieux). Der Gesamtzuckergehalt lag bei
ca. 24 g/L bei einem pH von ca. 5,7.

3.2. Biogasproduktion
3.2.1. Mikroorganismen

Kernstlick der biologischen Prozesse eines sog. ,Upflow anaerobic sludge blanket reactor ist anaero-
ber granuléser Schlamm (Aggregate aus Mikroorganismen). Der Schlamm eines Reaktors der Firma
Zweifel Pommy-Chips wurde flir die Tests eingesetzt. Er wurde fiir Aktivitatstest bezlglich der Biogas-
produktion aus GPS verwendet.

3.2.2. Aktivitatsmessungen

Ein speziell angefertigtes Multikanaldruckmesssystem (Zandvoort et al., 2002) wurde zur Bestimmung
der Aktivitat eingesetzt. Das verwendete Medium war ein 40 mM PO,-Puffer (pH 7) mit Spurenele-
mentldsung nach (Stams et. al., 1992). Die genaue Zusammensetzung kann der Tabelle 1 (siehe An-
hang) entnommen werden. Der Aktivitatstest wurde in Serumflaschen (100 mL) durchgefiihrt. Die
Versuchsreihe fand in einem Inkubationsschuttler (IKA KS 4000 i control) bei einer konstanten Tempe-
ratur von 37°C £ 0,5°C und 70 upm Schittelfrequenz statt.

3.2.3. Methanbestimmung

Der Methangehalt wurde mittels Gaschromatographie bestimmt. Ausgewertet wurden die Daten mit-
tels externer Kalibrierung. Fir die Analyse wurde ein HP 5890 Series Il Gaschromatograph, mit einer
Plot 5A Saule (30 m, 0,53 mm, 25 ym) bei einer konstanten Ofentemperatur von 50°C, Injektortempe-
ratur von 275°C, Detektortemperatur von 300° C verwendet. Das Injektionsvolumen betrug 1 pL pro
Probe. Die Auswertung wurde mit der Software GC ChemStation Rev.A 09.03[1417] von Agilent
Technologies durchgefihrt.

3.3. Ethanolproduktion
3.3.1. Mikroorganismen
Die zur Ethanolproduktion verwendete Saccharomyces cerevisiae, wurde in allen Versuchen als Ly-
ophilisat (5 g/L) eingesetzt. Die Inkubation, zwischen 1-14 Tagen, fand bei 30°C im Erlenmeyerkolben

statt.

3.3.2. Ethanolgehaltsbestimmung

Gaschromatographie

Die Ethanolkonzentration wurde mittels Gaschromatographie analysiert. Ausgewertet wurden die Da-
ten anhand einer Kalibrierungsreihe von 50 mL/L bis 500 mL/L. Fur die Analyse wurde ein HP 5890
Series || Gaschromatograph, mit einer HP-Innowax S&ule (19091N- 133; Lange 30 m, I.D. 0,25 mm,
Film 0,25 um) bei einer konstanten Ofentemperatur von 50°C, Injektortemperatur von 275°C, Detek-
tortemperatur von 300°C verwendet. Die Graspresssaftproben wurden mit Ameisensaure stabilisiert

% Trocknungsanlage Zell (LU) CH-6144 Zell
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(1% finale Konz.). Das Probeninjektionsvolumen betrug 1 pL. Die Auswertung wurde mit der Software
GC ChemStation Rev.A 09.03[1417] von Agilent Technlogies durchgefihrt.

3.4. Produktion organischer Sauren (Milchsauren)

3.4.1. Vorbereitung der Starterkulturen

Far die Kinetikstudie in Serumflaschen sowie fir die fermentative Milchsauregéarung im Multifors Bio-
reaktor (Infors HT) wurden die in Tabelle 1 aufgelisteten Bakterienstdmme verwendet. Es wurden
ausschliellich homofermentative, gram-positive und fakultativ anaerobe Milchsdurebakterien als Star-
terkultur verwendet. Dariiber hinaus wurde noch ein kommerziell erhéltliches Siliermittel® fiir Gras- und
Maissilage (UroSIL NH 708) als Starterkultur innerhalb der Kinetikstudie untersucht [Zusammenset-
zung: Zuckerrohrmelasse, Krauterextrakte, Wasser und Milchsaurebakterien (5><1O8 KBE x 9'1).

Tabelle 1 Als Starterkultur verwendete Mikroorganismen; DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH; Braunschweig (Germany)

Mikroorganismus DSMZ
Lactobacillus plantarum 2648

Lactobacillus acidophilus 20242
Lactobacillus  buchneri 5987

Pediococcus  acidilactici 20238
Pediococcus  acidilactici 20284
Pediococcus pentosaceus 46292

Um ausreichend Biomasse der jeweiligen Bakterienreinkulturen zu erhalten, wurden Kulturen unter
aeroben Bedingungen, in 400 mL Standart -I-Medium (Merck), bei 30°C inkubiert. Bei einer OD von 2
(ca. 100 mg TS/L) konnten die Zellen abgeerntet werden, um anschliessend direkt als Starterkultur
inokuliert zu werden. (1)

(1) Trockensubstanz (TS) bezeichnet das Trockengewicht; ein Aliquot von 50 mL wurde in einem
tarierten Kunststoffgefass im Vakuumtrockenschrank bei 70°C bis zur Gewichtskonstanz getrock-
net und im Exsikkator bis zur gravimetrischen Erfassung aufbewahrt.

3.4.2. Spezifische Milchsadureproduktion

Fur die Berechnung der spezifischen Wachstums- sowie Produktionsraten wurden die Versuche in
Triplikaten angesetzt. Die erhobenen Parameter waren jeweils koloniebildende Einheiten (KBE), Tro-
ckensubstanz (TS) und die Milchsaurekonzentration.

Die KBE-Bestimmung, die quantitative Erfassung von lebensfahigen und vermehrungsfahigen Mikro-
organismen, wurde mittels Plattentest auf Standard-I-Nahragarplatten (Merck) durchgefihrt. Die A-
garplatten wurden bei 30 °C fir 3-5 Tagen inkubiert. Anschliessend wurde die Anzahl an KBE mittels
Scanner (BioRad; GS-800 Calibrated Densitometer) und einer Software (BioRad; Quantity One —
4.6.1) quantifiziert.

Zur Bestimmung der TS wurde ein Aliquot der Probe zentrifugiert (5 min bei 21.000 x g) und der Uber-
stand abgenommen. Dieser wurde fur die technische Analytik (Quantifizierung der Milchsaure) sowie
fur die pH-Wertbestimmung verwendet. Das resultierende Pellet wurde dreifach gewaschen, schliefl3-
lich bis zur Gewichtskonstanz getrocknet (Vakuumtrockenschrank bei 70°C; anschliessend 24 h im
Exsikkator) bis zur gravimetrischen Erfassung aufbewahrt.

Die bakterielle Biomassezunahme wurde Uber die TS berechnet (2).
TS = Mges — My (1)
TSbakt =TS - TSSubstrat (2)

(1)  Die Trockensubstanz (TS) bezeichnet jenen Bestandteil einer Probe, der nach Abzug des eva-
porierbaren Wassers ubrig bleibt; my., die Gesamtmasse der Probe, my die Masse des Was-
sers.

® Niederhauser AG Rothenburg (LU) CH-6023 Rothenburg
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(2) Die bakterielle Biomassezunahme (TSpak) bezeichnet die Trockensubstanz von Proben abzug-
lich des TSgupstrat ZUM Zeitpunkt t,.

3.4.3. Kinetisches Model

Die Indikatoren Ausbeute- und Umsatzkoeffizienten mit Bezug zur Biomasse und Milchsdurekonzent-
ration wurden zur Bewertung der Fahigkeit des Bakteriums, das Substrat in Milchsdure zu konvertie-
ren, herangezogen. Entsprechend wurden kinetische Parameter wie die spezifische Wachstumsrate
(W), Produktionsrate (Yp), die spezifische Produktionsrate (Ypx) und die Ausbeute pro eingesetzte
Menge Substrat (Yyusiot) berechnet.

Zur Berechnung von spezifischer Milchsaureproduktion und Wachstumsrate wurden folgende kineti-
sche Modelle verwendet:

Zunahme der Biomassekonzentration als Funktion der Zeit:

dx

— =uX
a "

(3)
(3) Zunahme der Biomassekonzentration X als Funktion der Zeit t; y = spezifische Wachstumsrate.
Fir die exponentielle Wachstumsphase kann p als konstant angesehen werden (U = Pmax). Infolge

des Fehlens von Zu- und Ablauf (Batchverfahren), ist die Verdinnungsrate (K4 = 0) in Formel (3)
nicht mehr enthalten.

Produktionsrate (Yp):
Yp=AMS (Ableitung 1.0rdnung) 4)
(4) Produktionsrate in g/L*h'1; MS = Milchsaurekonzentration

Spezifische Produktionsrate (Ypx):

YpX =

= ATspy.  (Ableitung 1. Ordnung) (5)

(5)  Produzierte Produktmenge bezogen auf die die produzierte Biomasse in g/L*h'1

Ausbeute in g Milchsédure pro g verfliigbarem Substrat (Yusyor):

MS
24(Zucke)  (Ableitung 1. Ordnung) (6)

&r_\'IS'ror =
(6) Ausbeute in g/g verfiigbarem Substrat; Der Gesamtzuckergehalt lag bei 24 g/L

3.4.4. Reaktordesign
Kinetikstudie

Zur Bestimmung der spezifischen Wachstums- und Produktionsraten von Milchsdure aus GPS wurden
fur die anaerobe Fermentation modifizierte Serumflaschen mit einem maximalen Fullvolumen von
100 mL verwendet (Abb. 1). Die Versuchsreihe fand in einem Inkubationsschittler (IKA KS 4000 i
control) bei einer konstanten Temperatur von 30°C £ 0,5°C statt. Die Durchmischung der Reaktions-
ansatze (80 mL Fdallvolumen, mit 80 uL (100 mg/L; 8 mg / Ansatz) der jeweiligen Starterkultur-
Suspension inokuliert) erfolgte mittels Multi-Magnetrihrer (Komet Thermo Scientific Variomag Poly 15)
bei einer Ruhrerdrehzahl von 400 upm. Um anaerobe Bedingungen zu gewahrleisten, wurden die
modifizierten Bioreaktoren nach der Inokulation und zweimalig wahrend der Garungsstudie mittels
einer Multi-Begasungs-Einheit (Automatic 12-Channel Gas-Change-System, Wageningen UR) Uber
Injektions-Kanilen mit Stickstoff (N,) begast (40 Zyklen, Niederdruckgrenze bei 400 mbar und Hoch-
druckgrenze bei 1200 mbar). Der pH-Wert wurde nachfolgend mittels einer pH-Elektrode (Mettler To-
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ledo InLab, Semi-Micro pH) in den restlichen Probenvolumina der jeweiligen Entnahmezeitpunkte
gemessen.

Langzeitstudie

Die Langzeitstudie erfolgte im Mafstab 10:1 gegenuber der Kinetikstudie, unter Verwendung eines
multiparallelen Kleinbioreaktorsystems (max. Volumen 1 L; Multifors Fermenter, Infors HT), im Batch-
Verfahren mit unabhéngig geregelten, fur den anaeroben Gebrauch modifizierten Fermentationsein-
heiten (Abb. 2). Stickstoff wurde Uber einen Sterilfilter konstant den mit 0,8 L GPS gefillten Fermen-
tern zugeflhrt (Abb. 3, Punkt 5), um die anaeroben Bedingungen zu gewahrleisten. Je 800 mL Press-
saft wurden pro Fermenter als Substrat eingesetzt. Nach Inokulation mit 800 yL (100 mg/L bzw. An-
satz) Starterkultur-Suspension wurden die beflllten Reaktoren mit N, fur eine halbe Stunde begast.
Des Weiteren wurden die Reaktoren nach der Inokulation und nach jeglichen Probeentnahmen 1 min
lang mit erhdhtem N,-Fluss begast. Die Ruhrerdrehzahl der Multifors-Reaktoren betrug 50 min” und
der pH-Wert wurde Online Uber eine pH-Elektrode (Mettler Toledo, 405-DPAS-SC-KBS/225) aufge-
zeichnet. Auch diese Versuchsreihe fand bei einer konstanten Temperatur von 30°C + 0,5°C statt.

v 1 [3)

5 \-‘ :))‘”-.v
5 —— —7
N 3yl J'J — 8 g
2 1‘ p
8 2
3 4

[

4

. 6
Abb. 2 Technische Skizze des modifi- Abb.3 . Technische Skizze des Multifors Kleinbioreaktorsystem;
zierten Biorektors; 1. Serumflasche (100 1. Multifors Fermenter Einheit; 2. pH-Meter; 3. Probenahmeventil
mL); 2. Cap mit Gummistopper; 3. Pro- mit Spritze; 4. Heizbacken; 5. N,-Begasung; 6. Disperser; 7. Kiihl-
benahmeventil, bestehend aus einem aggregat; 8. Schutzflasche gegen Riickstoss; 9. Gaswaschfla-
Teflonschlauch (i.d. 2 mm) mit Zweiwe- sche gefiillt mit H,O; 10. Sterilfilter (0,3/1 um).
gehahn und Spritze; 4. Magnetriihrfisch;
5. Injektions-Kaniile mit Gummischlauch
(i.d. 1 mm); 6. Gaswascheinheit gefiillt
mit Wasser, GC-Vial (4 mL) mit Septum
und Kandlilen versehen.

3.5. Technische Analytik

Die Auftrennung der Proben erfolgte mit einem Gaschromatograph (Agilent Technologies 7890A GC
System), ausgerustet mit einem Headspace Autosampler (Agilent Technologies G1888 Network
Headspace Sample). ldentifizierung, sowie Quantifizierung des Analyten geschah mittels Mas-
senspektrometrie (Agilent Technologies 5975C inert XL MSD with Triple-Axis Detector). Die Proben
wurden im Headspace Autosampler auf eine Ofentemperatur von 130°C erhitzt. Dabei betrug die
Loop-Tem. 140°C, die Transferline-Temp. 150°C und die Aquilibrierung 10 min. Zur Auftrennung des
Analyten Uber den GC wurde eine HP-5MS Kapillarsaule (30 m x 250 ym x 0,25 ym) mit einer statio-
naren Phase von 5% Phenylmethylsiloxan mit Helium, bei einer Flussrate von 0,93 mL/min, als Tra-
gergas verwendet. Bei einer Gesamtlaufzeit von 18,7 min wurde die Ofentemperatur fur 3 min auf
60°C gehalten, dann um 6°C/min auf 120°C und weiter bei 30°C/min auf 200°C erhoht. Die Injektor-
temperatur betrug 250°C bei einem Injektorfluss von 5 mL/min und einem Saulenfluss von 1 mL/min.

3.5.1. Probenaufbereitung fiir die Headspace GC-MS

Die Derivatisierungsmethode (Heitefuss et al., 1990) wurde mit leichten Modifikationen durchgefiihrt.
Dazu wurden die entnommenen Proben zentrifugiert (2 min bei 21.000 x g) und der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefass (Eppendorf-Tube; 2 mL) transferiert. 20 yL des Uberstandes wurden in ein
GC-Headspace-Vial (HS-Vial) gegeben und mit 10 yL gesattigtem Natriumhydrogensulfat (NaHSO,)
versetzt. Zusatzlich wurde noch 10 pL HPLC-Qualitdt Methanol (CH3OH) dazugegeben und die HS-
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Vials gasdicht verschlossen. AnschlieRend wurden die Proben bei 120°C fur 20 min durch saure Me-
thylierung derivatisiert und zur Analyse bereitgestellt.

4. Ergebnisse

4.1. Biogasproduktion

Die Tests zur Biogasproduktion aus GPS (vergoren oder frisch) zeigten unter Verwendung eines gra-
nulésen Schlammes, je nach Héhe der CSB-Last im Medium, unterschiedliche Ergebnisse bezilglich
der produzierten Methanmenge, der spezifischen methanogenen Aktivitat sowie der maximal erreich-
baren (theoretischen) Methanausbeute.

Bei Steigerung der CSB-Last auf 1 g bzw. 2 g CSB/L zeigte sich eine stufenweise Zunahme in der
Methanproduktion Uber die Zeit (siehe Anhang, Abb. 1 und 3). Die Last von 5 g CSB/L wirkte sich im
Vergleich zu 2 g CSB/L unglnstig auf die Methanausbeute aus, zeigte jedoch eine deutlich héhere
spezifische methanogene Aktivitat mit einem Maximum nach 6,3 h (frischer GPS) sowie nach 12,3 h
(vergorener GPS) von 5,95 bzw. 2,09 [g CSBcns * d™' * g7'] respektive (siehe Anhang, Abb. 2 und 4).
Eine organische Last von 10 g CSB/L wirkte sich hingegen, trotz anfanglicher hoher spezifischer me-
thanogener Aktivitat, inhibierend auf die Methanogenese aus (siehe Anhang, Abb. 1 und 2).

Die hdchste theoretische Ausbeute konnte mit niedriger CSB-Last erzielt werden. Es zeigte sich, dass
die CH,4-Ausbeute des frischen Presssafts bei CSB-Lasten von 1 g und 2 g CSB/L generell héher aus-
fielen (82,6 %; 79,6 %) als bei vorfermentiertem Presssaft (77,8%; 72,7%).

4.2. Bioethanolproduktion

Nach Etablierung der analytischen Methoden und Optimierung des Versuchsdesigns konnte unter
Verwendung der Backerhefe Sachcharomyces cerevisiae (5 g Lyophilisat/ L) Bioethanol hergestellt
werden. Die Vergarung (siehe Anhang, Abb. 5) des sowohl filtrierten, als auch unfiltrierten GPS, zeigte
innerhalb einer Inkubation von 24 h bei 30°C einen raschen Anstieg des Ethanolgehalts. Bereits nach
6 Stunden Inkubation wurde ein Maximalwert von ca. 24 g Ethanol/L filtriertem GPS und ca.
17,5 g Ethanol/ L unfiltriertem GPS gemessen.

4.3. Produktion organischer Sauren

In Kinetikstudien wurde untersucht, inwieweit es mdglich ist den Pflanzenpresssaft zur Produktion von
Milchsaure zu verwenden. Diverse Bakterien wurden als Starterkultur getestet. Diese Tests zeigten
deutlich, dass alle eingesetzten Bakterien in der Lage waren das angebotene Substrat zu verwerten
und Milchsdure zu produzieren. Um den Einsatz spezifischer Reinkulturen bewerten zu kénnen wurde
als Referenz eine Inkubation ohne zusatzliche Starterkultur durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Kon-
trolle zeigten, dass die im GPS noch vorhandenen autochthonen Mikroorganismen eine Vergarung
des Presssaftes bewirkten. Um vergleichbare Milchsaurekonzentrationen zu erhalten, musste die In-
kubationszeit aufgrund der geringeren initialen Zellzahl entsprechend verlangert werden. Weiterhin
wurde ein kommerziell erhéltliches Produkt, das als Starterkultur zur Herstellung von Grassilage ein-
gesetzt wird, getestet. Hauptvorteil der Verwendung einer Starterkultur lag vor allem in der Verkiirzung
der Fermentationszeit.

Im weitern Textverlauf werden relevante Ergebnisse der Kinetikstudie beschrieben:

4.31 Vergarung ohne Starterkultur oder unter Verwendung eines Siliermittels

Sowohl die Inkubation des GPS ohne Starterkultur, wie auch die Vergarung unter Zufuhr eines Silier-
mittels, zeigten eine lange Adaptionsphase (lag-Phase) von ca. 12 h, gemessen Biomassezuwachs
und Keimzahl (Abb. 6; b, d). Im Kontrollansatz (ohne Inokulum) stieg die Keimzahl von
<1x10° [KBE/mL] auf einen Titer von ca. 3x10° [KBE/mL] nach der exponentiellen Phase an.

Einen &hnlichen Verlauf nahm die Keimzahl nach Beimpfung mit dem Siliermittel. Das Siliermittel wies
einen sehr geringen Gehalt an vitalen Keimen auf, sodass hier die ebenfalls anfanglich sehr geringe
Keimzahl von <1x10° auf ca. 3,7x10° [KBE/mL] nach der exponentiellen Phase anstieg. Die geringe
KBE fluhrte zu einer zeitlichen Verzdgerung der Garaktivitdt. Der im Versuchsansatz nicht konstant
gehalten pH, konnte als Indikator biologischer Aktivitat bzw. Saurebildung herangezogen werden. Er
senkte sich im Kontrollansatz von anfanglich 5,75 auf 3,80 + 0,19 bzw. auf 3,66 + 0,03 bei Einsatz des
Siliermittels als Starterkultur. Gleichzeitig stieg die Konzentration an Milchsaure in beiden Versuchs-

Effizienzsteigerung von landwirtschaftlichen Trocknungsanlagen Il
G. Hommes, Fachhochschule Nordwestschweiz, Hochschule fiir Life Sciences, Institut fiir Ecopreneurship



ansatzen an. Sie erreichte ohne Starterkultur einen Maximalwert von 17,2 + 2,0 [g/L] nach 66 h, wo-
hingegen mit dem Siliermittel eine hdhere Endkonzentration (nach 66 h) von maximal 20,0 £ 0,5 [g/L]
erreicht wurde.

4.3.2 Vergarung mit Starterkulturen der Gattung Lactobacillus

In weiteren Fermentationsstudien wurde die Verwendung von Starterkulturen der Gattung Lactobacil-
lus untersucht. Hier konnten deutliche Vorteile bei der Milchsaurefermentation erzielt werden.

Reinkulturen der Gattung Lactobacillus wiesen eine kurze lag-Phase gemessen am Biomassezu-
wachs, respektive an der Milchsaureproduktion (siehe Anhang, Abb. 7 a, c) auf. Die Vergarung des
GPS mit L. plantarum lieferte eine maximale Biomassezunahme von 2,2 + 0,3 [g/L] eine pH-
Wertsenkung auf 3,8 + 0,1. Die Milchsaurekonzentration stieg nach 66h auf eine maximale Konzentra-
tion von 17,8 + 0,5 [g/L]. Die Biomassezunahme der zwei weiteren getesteten Starterkulturen, L. aci-
dophilus und L. buchneri zeigte einen direkten Anstieg, ohne lange lag-Phase (siehe Anhang, Abb. 7
c, d; Abb. 7 e, f). Dabei wiesen die Arten L. acidophilus und L. buchneri mit einer Zunahme von
2,6 £ 0,1 [g/L] die héchste maximale bakterielle Biomassezunahme von allen Fermentationsanséatzen
auf. Auch die Daten zu pH (L. buchneri 3,66 + 0,01; L. acidophilus 3,67 + 0,01), KBE (4,2><109
[KBE/mL,; 4,9x10° [KBE/mL]) und Milchsaurekonzentration (20,1 + 0,3 [g/L]; 20,5 £ 0,5 [g/L]) bestatig-
ten (siehe Anhang, Abb. 7 c, €), dass beide Arten in der Lage waren, das angebotene Substrat unter
den gewahlten Inkubationsbedingungen zu verwerten und Milchsaure zu produzieren.

4.3.3 Vergarung mit Starterkulturen der Gattung Pediococcus

Um die Milchsaureproduktion durch Stdmme der Gattung Lactobacillus bewerten zu kénnen, wurden
drei weitere Milchsdurebakterien der Gattung Pediococcus in die Studie einbezogen.

Die Ergebnisse werden im weiteren Textverlauf sowie in Abb. 8 (siehe Anhang) beschrieben:

Keine der drei inokulierten Reinkulturen wies, gemessen an der bakteriellen Biomassezunahme, eine
lag-Phase auf (siehe Anhang, Abb. 8 a, b). Der Stamm P. acidilactici (DSMZ 20238) zeigte im Test
eine starke Absenkung des pH auf einen Wert von 3,76 + 0,01. Die bakterielle Biomasse stieg auf
2,5 £ 0,1 [g/L] und erreichte einen maximalen Titer von ca. 4,5x10° [KBE/mL] nach 66h. Zu dieser Zeit
betrug die max. Milchsaurekonzentration 17,9 £ 0,2 [g/L]. Im Vergleich zeigte ein anderer Stamm der-
selben Art, der P. acidilactici (DSMZ 20284), eine Milchsaureausbeute von 20,1 £ 0,3 [g/L] ebenfalls
nach 66 h (siehe Anhang, Abb. 8 ¢, d). Die Biomassezunahme dieses Stammes stieg auf 2,6 £ 0,1
[g/L], der pH senkte sich tiefer ab (3,66 £ 0,01) und ein Titer von 4,5x10° [KBE/mL] wurde erreicht. Der
Vergleich dieser beiden P. acicilactici mit einem weiteren Vertreter derselben Gattung (P. pentosa-
ceus) zeigte deutliche Unterschiede in der Fermentation. Die bakteriellen Biomassezunahme war mit
maximal 2,2 +0,1 [g/L] und einem Titer von ca. 6,0x10° [KBE/mL] schwacher als die P. acidilactici
Arten (siehe Anhang, Abb. 8 e, f). DarUber hinaus war der maximale Milchsdureertrag mit
14,6 £ 0.3 [g/L] nach 66 h auch der tiefste der gesamten Studie.

4.3.4 Spezifische Wachstums- und Produktionsraten

Die Formulierung von Ausbeute- und Umsatzkoeffizienten war notwendig, um die Ergebnisse mit Wer-
ten anderer Forschungsarbeiten vergleichen zu kdnnen. So war es mdglich mit Bezug zur Biomasse
vergleichende Aussagen Uber das Potential der untersuchten Organismen/-gemeinschaften zu treffen.
Die erhaltenen Resultate bezuglich der kinetischen Parametern, wie die spezifische Produktionsrate
(Ypx), die Produktionsrate (Yp), die spezifische Wachstumsrate (u) und die Ausbeute im Vergleich mit
dem Substrat (Yyssot), sind in der Tabelle 2 dokumentiert.

Ausbeute pro g Substrat (Yusyot)

Die héchsten Ausbeuten pro g verfigbarem Substrat (Yusuot) zeigten die Milchsdurebakterien L. buch-
neri (0,84 = 0,01 [g/q]), L. acidophilus (0,85 £ 0,02 [g/g]) und P. acidilactici (DSMZ 20284) mit 0,84 +
0,01 [g/g], sowie die Garung mit zugefigtem Siliermittel (0,83 + 0,02 [g/g]). Die Ergebnisse von L.
plantarum (0,74 + 0,02 [g/q]), P. acidilactici (20238) (0,75 £ 0,01 [g/g]) zeigten eine &hnliche Leistung
wie der Kontrollansatz ohne Starterkultur (0,75 + 0,08 [g/g]. Das schlechteste Ergebnis zeigte P. pen-
tosaceus mit einer Ausbeute von 0,61 £ 0,01 [g/g].

Spezifische Produktionsrate (Ypx)

Die spezifische Produktionsrate (Ypx), betrug bei den Kontrollansatzen ohne Zufuhr einer Starterkultur,
4,14 [g/L*h"]. Im Vergleich hierzu wurde bei Verwendung des Siliermittels eine Ypx von 0,81 [g/L*h™"]
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erreicht. Im Test der Gattung Lacfobacillus zeigte L. plantarum mit 0,96 [g/L*h'1] die héchste Ypy, ge-
folgt von L. buchneri mit 0,52 [g/L*h'1] und L. acidophilus mit 0,35 [g/L*h'1]. Die hochste Ypyx im Test
der Gattung Pediococcus wies P acidilactici (DSMZ 20238) mit 1,73 [g/L*h'1] auf, gefolgt von P. pento-
saceu§ mit 0,49 [g/L*h'1] und schliellich P. acidilactici (DSMZ 20284) mit der tiefsten Ypx von 0,25
[g/L*h™].

Produktionsrate (Yp)

Der Kontrollansatz zeigte eine Yp von 0,76 [g/L*h'1]. Im Vergleich hierzu wies das Siliermittel ein Zwi-
schenmaximum von 0,85 [g/L*h'1] auf. Unter Bertcksichtigung der Messschwankungen konnte nach
einer konstanten Phase eine Phase deutlicher Steigung in der Produktbildung mit 1,03 [g/L*h'1] be-
rechnet werden. Dasselbe Bild zeigte L. plantarum, der in einer ersten Phase eine Yp von 0,67 [g/L*h’
", gefolgt von einer zweiten Phase mit erhdhter Produktionsrate von 0,78 [g/L*h'1], auf wies. L. aci-
dophilus und L. buchneri zeigten hingegen zunachst eine Phase in der die Yp 0,92 [g/L*h'1] bzw. 0,94
[g/L*h'1] betrug, gefolgt von einer schwacheren Phase mit geringerer Produktionsrate (0,60 [g/L*h'1]
bzw. 0,77 [g/L*h'1]). Auch die Gattung Pediococcus zeigte ein Zwischenmaximum, mit einer Yp von
jeweils 1,03 [g/L*h'1] und 0,97 [g/L*h'1] der Art P. acidilactici (DSMZ 20284 respektive 20238) und
0,71 [g/L*h'1] der Art P. pentosaceus, gefolgt von einer zweiten Phase mit Produktionsraten von
0,68 [g/L*h™"], 0,65 [g/L*h™'] und 0,86 [g/L*h™"] respektive.

Spezifische Wachstumsrate (u)

Die hochste spezifische Wachstumsrate der Gattung Lactobacillus wies L. buchneri mit 0,21 [g/L*h'1]
auf, gefolgt von L. acidophilus mit 0,20 [g/L*h'1] und L. plantarum mit 0,13 [g/L*h'1] auf. Die héchste
spezifische Wachstumsrate der gesamten Kinetikstudie zeigte P. acidilactici (DSMZ 20284) mit einem
M von 0,38 [g/L*h'1], wobei P. acidilactici (DSMZ 20238) die tiefste Rate (0,11 [g/L*h'1]) der gesamten
Studie aufweist. Eine ebenfalls tiefe spezifische Wachstumsrate zeigte P. pentosaceus mit einem p
von 0,12 [g/L*h™.

Tabelle 2 Ergebnisiibersicht der Kinetikstudie. Abktlirzungen: KBE, Koloniebildende Einheiten
Versuchsansatz KBE TSpakt MS Ymsitot Yp Ypx 1]
[KBE/mL] [g/L] [g/L] [9/g] [g/L*h”]  [g/iL*h™] [g/L*h]

Kontrolle 3,1x10° 24+05 17,2+2,0 0,72+ 0,08 0,76 4,14 0,18
Siliermittel 3,7x10° 2,7+£0,1 20,0+0,5 0,83 £ 0,02 0,85 0,81 0,18
L. plantarum 6,9x10° 23+0,3 17,8 +0,5 0,74 £ 0,02 0,67 0,96 0,13
L. acidophilus 4,9x10° 26+0,1 20,5+0,5 0,85+ 0,02 0,92 0,35 0,20
L. buchneri 4,2x10° 26+0,1 20,1+0,3 0,84 + 0,01 0,94 0,52 0,21
P. acidilactici (20238) 4,5x10° 25+0,1 17,9+0,2 0,75+ 0,01 0,97 1,73 0,11
P. acidilactici (20284) 4,5x10° 26+0,1 20,1+0,3 0,84 + 0,01 1,03 0,25 0,38
P. pentosaceus 6,0x10° 22+0,1 14,6 + 0,3 0,61 +0,01 0,71 0,49 0,12
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MS, Milchséure; TSpaxt, maximale bakterielle Biomassezunahme; Yusror, Ausbeute in g pro g verfliigharem Sub-
strat (Zucker); Ypx, maximale spezifische Produktionsrate in g MS pro L pro h; Yp, Produktionsrate in g pro L pro
h; u, spezifische Wachstumsrate g pro L pro h; (n=3)

4.4. Langzeitfermentation - Produktion von Milchsdure aus GPS

Zusatzlich zu der Kinetikstudie wurde eine Langzeitfermentation (M = 10/1; verglichen mit Kinetikstu-
die) Uber 240 h durchgefihrt. Getestet wurde die Milchsaureproduktion mit und ohne den Einsatz von
Starterkulturen (siehe Anhang, Abb. 9). Die héchste Milchsaurekonzentration (27,3 g/L) wurde mittels
L. plantarum als Starterkultur erzielt, wobei L. acidophilus nach einer Fermentationsdauer von 66 h die
hdchste Milchsaurekonzentration (25,0 g/L) aufwies (siehe Anhang, Abb. 9 a). Ohne Starterkultur
zeigten sich trotz ahnlicher Bedingungen abweichende Garungsverlaufe, so resultierten aus der ers-
ten spontanen Fermentation des GPS eine vergleichsweise tiefe Milchsaurekonzentration von 9,0
[g/L] nach 66 h und eine Gesamtausbeute von 20,5 g Milchsaure/L (siehe Anhang, Abb. 9 a). Dage-
gen wurde bei einer zweiten Spontanvergarung eine Milchsaurekonzentration von 12,6 [g/L] nach 66 h
sowie eine Gesamtausbeute von 13,9 [g/L] nach 210 h gemessen (siehe Anhang, Abb. 9 c). Die
Milchsauregarungen mit Inokula der Gattung Pediococcus ergaben im Vergleich zu den Fermentatio-
nen mit der Gattung Lactobacillus geringere Milchsdurekonzentrationen (siehe Anhang, Abb. 7 c). Im
Gegensatz zur Kinetikstudie war die Ausbeute von P. acidilactici (20238) in der Langzeitfermentation
mit 17,4 [g/L] nach 66 h, sowie einer maximaler Ausbeute von 18,6 [g/L] geringfligig Uber dem Ertrag
von P. acidilactici (20284 ) mit einer Milchsaurekonzentration nach 66 h von 15,7 [g/L] und einer maxi-
malen Konzentration von 16,8 [g/L]. Wie bereits in der Kinetikstudie fuhrt die Verwendung von P. pen-
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tosaceus auch in der Langzeitstudie zu einer niedrigen Ausbeute (14,1 g Milchsdure /L, 66 h; 17,1 g
Milchsaure /L, 210 h).

Tabelle 3 Ergebnistiibersicht der Milchsdurefermentation der Langzeitfermentation; (n=1)
Versuchsansatz MS konz. [g/L] nach 66 h max MS konz. [g/L] pH nach 66 h min pH
Kontrolle 9,0 20,5 4,06 3,68

L. plantarum 21,4 27,3 3,46 3,45

L. acidophilus 25,0 25,0 3,51 3,49

L. buchneri 21,3 24,2 3,46 3,50
Kontrolle 12,6 13,9 4,14 4,12

P. acidilactici (20238) 17,4 18,6 3,81 3,86

P. acidilactici (20284) 15,7 16,8 3,22 3,22

P. pentosaceus 14,1 171 3,55 3,50

5. Diskussion

5.3 Biogasproduktion

Die erhobenen Daten zur produzierten Methanmenge, der spezifischen methanogenen Aktivitat sowie
der maximal erreichbaren (theoretischen) Methanausbeute lassen darauf schliessen, dass sich die
Verwendung des GPS als Substrat zur Biogasproduktion nicht nachteilig auf den Biogasprozess aus-
wirken wird. Die Tests zur Biogasproduktion aus GPS (vergoren oder frisch) zeigten fir die Last von
5 g CSBI/L (frischer GPS) eine, verglichen mit der Last von 2 g CSB/L, geringere Methanausbeute.
Dieser Effekt konnte durch eine starke Saureproduktion verursacht worden sein. Die Pufferkapazitat
des Mediums hat sehr wahrscheinlich nicht ausgereicht und es kam zu einer Ansduerung des Medi-
ums bzw. Inhibierung der methanogenen Aktivitat der Mikroorganismen. Eine organische Last von
10 g CSB/L wirkte sich, trotz anfanglicher hoher spezifischer methanogener Aktivitat, inhibierend auf
die Methanogenese aus (siehe Anhang, Abb. 1 und 2). Hier kdnnte sowohl eine Substratinhibierung,
als auch die Erschépfung der Pufferkapazitat der Grund gewesen sein.

Die deutlich héhere spezifische methanogene Aktivitat (siehe Anhang, Abb. 2 und 4) von frischem,
filtriertem GPS (6,3 h; 5,95 [g CSBchs * da' * g'1] gegeniber vorfermentiertem, unfiltriertem GPS
(12,3 h; 2,09 [g CSBchs * dt+ g'1] kénnte auf verschiedene Faktoren zurlickzufiihren sein. Einerseits
kénnte der erhdhte Keimgehalt an nicht methanogenen Organismen im vergorenen GPS zu dieser
schwacheren und spateren maximalen methanogenen Aktivitat gefihrt haben, andererseits kdnnte die
Substratverwertbarkeit bzw. der Gehalt, relativ zum CSB, an geldstem, leichter verfligbaren Substrat
generell héher im frischem GPS, gewesen sein, da diese schon wahrend der Vorfermentation bereits
teilweise abgebaut wurden.

Niedrige CSB-Lasten (1-2 g CSBJ/L) erzielten die hochsten theoretischen Ausbeuten. Zudem hatte es
den Anschein, dass bei diesen Lasten die Methangesamtausbeute fur frischen GPS generell héher
ausfiel als bei vorfermentierten Presssaft. Dieser Eindruck ist jedoch aufgrund der Standardabwei-
chungen nicht signifikant.

5.4 Bioethanolproduktion

Durch Verwendung der Backerhefe Sachcharomyces cerevisiae (5g Lyophilisat/L) konnte durch
sechsstlindige Fermentation des filtrierten GPS ein Ethanolgehalt von ca. 24g Ethanol /L erzielt wer-
den. In gleicher Zeit wurde bei Verwendung des unfiltrierten, frischen GPS ein Gehalt von ca. 17,59
Ethanol / L GPS erzielt. Das Ferment enthielt somit < 2% vol. Ethanol. Diese geringe Menge eignet
sich nicht fir die Ernte via Destillation. Eine energieeffiziente Ethanolernte sollte daher Hauptbestand-
teil des Prozesses zur Bioethanolgewinnung aus GPS sein.

5.5 Produktion organischer Sauren

5.5.1 Kinetikstudie zur Produktion von Milchsaure aus GPS

Die Zusammensetzung des bei der Trockenfuttermittelproduktion tber die Vorpressung anfallenden
GPS variiert je nach Gras, Schnitt, Bodenqualitat, entsprechender Diingung, Wetterbedingung und
Jahreszeit. In sonnigen Tagen wird mehrheitlich Heu gewonnen, wobei Trockenfutter mehrheitlich bei
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schlechten Wetterbedingungen hergestellt wird. Aus 1000 kg Gras werden 213 kg Trockenfuttermittel
produziert, wobei 200 L GPS anfallen®. Der Zuckergehalt des in dieser Studie verwendeten GPS be-
trug 24 [g/L]. Dabei kann der Gehalt an Zucker variieren und Gber 120 g Zucker /L betragen. Diesbe-
ziglich scheint der GPS fur die biotechnologische Herstellung von Milchsaure sehr gut geeignet zu
sein. Die Ergebnisse der Kinetikstudie bestatigten diese Einschatzung. Sie zeigten jedoch auch, dass
es ohne den Einsatz von Starterkulturen oder durch die Verwendung einer teils ungeeigneten Starter-
kultur (Siliermittel) zu vergleichsweise langen Adaptionsphasen von ca. 12 h kam. Im Fall der Spon-
tanvergdrung ist dies mit der niedrigen Keimzahl zu Beginn der Inkubation zu erklaren (ca. 10*
[KBE/mL]). Dartber hinaus lieRen die gro3en Standardabweichungen wahrend des Fermentationsex-
periments auf einen stark variablen Fermentationsverlauf schlieen. Unter Einbezug der Milchsaure-
konzentration sowie der Analyse weiterer organischer Sauren konnte, trotz der vermutlichen hohen
Diversitat autochthoner Mikroorganismen im Kontrollansatz, keine Fehlgarung festgestellt werden.
Allerdings lag die erzielte Milchsdureausbeute der spontanen Vergarungen mit 17,2 + 2,0 [g/L] unter-
halb der erreichten Milchsdurekonzentrationen in Ansatzen mit Starterkulturen. Das kommerziell er-
haltliche Siliermittel war als Starterkultur nur bedingt geeignet. Denn auch im Falle des Siliermittels
kam es, gemessen an der bakteriellen Biomassezunahme und der Milchsdurekonzentration zu einer
vergleichsweise langen lag-Phase von 12 h. Es schien, dass die im Siliermittel angeblich enthaltenen,
vitalen Milchsaurebakterien langere Zeit bendtigten, um sich an das Substrat zu adaptieren. Mogli-
cherweise war die Lebendzellzahl sehr gering oder die Zellen befanden sich in einem Ruhestadium
und mussten erst noch in die vitale Form Ubergehen. Dagegen wies die Milchsdurekonzentration von
20,0 £ 0,5 [g/L] nach einer Fermentationsdauer von 66 h auf eine erfolgreiche Garung hin.

Im Falle der inokulierten Starterkultur L. plantarum zeigten die Ansatzen mit einem maximalen Titer
von ca. 6,9x10° [KBE/mL] die héchste Anzahl an lebensfahigen und vermehrungsfahigen Mikroorga-
nismen der gesamten Kinetikstudie. Mdglicherweise hatte der Organismus zu beginn der Inkubation
physiologische Probleme mit den vorherrschenden Bedingungen, wie der Temperatur von 30°C, oder
mit gewissen Bestandteilen des Substrats, was sich in einer relativ langen lag-Phase widerspiegelte.
Des Weiteren kdnnte die hdufige Beprobung (alle 6 h) in Kombination mit dem kleinen Reaktorvolu-
men limitierend auf den Organismus gewirkt haben. Im Vergleich mit den anderen Reinkultur-
Fermentationen zeigten die Ansatze des L. plantarum auch gréssere Standardabweichungen in allen
Parametern, was auf Varianzen im Fermentationsverlauf innerhalb der parallelen Ansatze als Folge
suboptimaler Bedingungen hinweist. Die maximale Milchsaurekonzentration, die innerhalb der Kinetik-
studie detektiert werden konnte, betrug nach 66 h Garungsdauer 17,8 £ 0,5 [g/L]. Dieser Wert lag im
Bereich der nach 66 h im Kontrollansatz gemessenen Milchsdurekonzentration (17,2 + 2,0 [g/L]). Da
L. plantarum in der Langzeitfermentation jedoch eine hohe Ausbeute an Milchsdure generierte (bis zu
27,3 g/L) und eine schnelle Adaption an das Substrat aufwies, verhartet sich die Vermutung, dass die
Reinkultur unter den beschriebenen Bedingungen der Kinetikstudie sub-optimal kultiviert wurde.

Obwohl bei allen Versuchsansatzen der Kinetikstudie gleiche Mengen an Biomasse inokuliert wurden,
zeigten die Ubrigen Starterkulturen der Kinetikstudie keine Adaptionsphase, sondern gingen direkt in
die exponentielle Wachstumsphase Uber. Die jeweiligen Starterkulturen begannen umgehend die In-
haltsstoffe des GPS fur ihren Metabolismus zu nutzen und Milchsdure zu produzieren. Einzig die Gat-
tung P. acidilactici (DSMZ 20238) wies eine Beschleunigungsphase von ca. 6 h auf.

Bei séamtlichen Ansétzen, inklusive des Kontrollansatzes war ein ahnlicher Verlauf in der Anderung der
Milchsaurekonzentrationen Uber die Zeit detektierbar. Die Milchsdurekonzentration stieg zunachst an,
erreichte einen zwischenzeitlichen Maximalwert, gefolgt von einer Phase relativ konstanter Konzentra-
tionen, die nach 54 h wieder einen zweiten Anstieg Uberging. (Abb. 3-5). Ursache fur diesen Konzent-
rationsverlauf konnte die Komplexitat des GPS gewesen sein. Je nach Verwertbarkeit kbnnten zu
unterschiedlichen Zeiten verschiedene Nahrstoffe (z.B. Mono-, Di-, oder Polysaccharide) fur die Milch-
sauregarung verwendet worden sein. Es ist wahrscheinlich, dass zu Beginn der Inkubation leicht ver-
fugbare Zucker metabolisiert wurden. Mit fortschreitender Fermentation wurden schwerer verwertbare
Nahrstoffe vergart. Deutlich ausgepragt ist diese Tendenz bei Verwendung des Siliermittels als Star-
terkultur. Hier zeigte sich ein Zwischenmaximum mit einer Produktionsrate von 0,85 [g/L*h'1] gefolgt
von einer relativ konstanten Phase, die schlie3lich in einer deutliche Steigerung von Yp auf 1,03
[g/L*h'1] mundete. Im test von L. plantarum war eine &hnliche Dynamik detektierbar. Hier zeigte sich
nach einer initialen Yp von 0,67 [g/L*h'1] eine erhdhte Produktionsrate von 0,78 [g/L*h'1]. Dagegen
wiesen die restlichen Inokula eine héhere erste Steigung, gefolgt von einem tieferen Y in der zweiten
Steigung.

* Analyseergebnisse, August 2008
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Die Berechnung der spezifischen Produktionsraten Ypx ergab fir L. plantarum einen Wert von
0,96 [g/L*h'1]. L. acidophilus erreichte trotz héherer Milchsdurekonzentration, eine Ypyx von 0,35 [g/L*h
1]. Die hdchste spezifische Produktionsrate Ypx wies P. acidilactici (DSMZ 20238) mit einem Wert von
1,73 [g/L*h'1] auf. P. acidilactici (DSMZ 20238) empfiehlt sich somit fir den Einsatz in einem kontinu-
ierlich betrieben Reaktor.

Der Zuckergehalt von 24 [g/L] diente als Basis zur Berechnung der Ausbeute in g pro g verfigbarem
Substrat (Yusuot)- Entsprechend Yysqot zeigte L. acidophilus mit 0,85 £ 0,02 [g/g] die beste Performanz
und empfiehlt sich ebenfalls fur ein biotechnologisches Verfahren.

Infolge der Zunahme organischer Sauren im Ferment, insbesondere der Milchsdure, senkte sich der
pH-Wert bei allen Ansatzen ab (von 5,73 + 0,01 bis zu 3,66 + 0,01 P. acidilactici (20284 )). Obwohl die
Parameter, wie die Milchsdurekonzentration und die bakterielle Biomassezunahme, nach Ablauf der
Kinetikstudie immer noch anstiegen, wirkte der tiefe pH-Wert sehr wahrscheinlich als limitierender
Faktor und senkte die Vitalitdt der Mikroorganismen. Dementsprechend wirkte sich die pH-Senkung
auf die Ausbeute- und Umsatzkoeffizienten aus. Eine pH-Regulierung sollte diesem Effekt entgegen-
wirken, die Vitalitdt der Zellen und daruber hinaus die Ausbeute an Milchsaure steigern.

Die Kinetikstudie zeigte deutliche Unterschiede in der Eignung der verschiedenen Starterkulturen. Die
schlechtesten Ergebnisse wurden fur P. penfosaceus ermittelt. Mit einem p von lediglich 0,12 [g/L/h] in
der exponentiellen Wachstumsphase zeigt nur noch P. acidilactici (20238) eine geringflgig kleinere
spezifische Wachstumsrate von 0,11 [g/L/h], wobei die Milchsadurekonzentration von pentosaceus mit
14,6 £ 0,3 signifikant unter der Konzentration der Kontrollansatze war (17,2 + 2,0). Auch (Yysiot) die
Ausbeute in g pro g verfligbarem Substrat (Zucker) mit 0,61 £ 0,01 [g/g] und die bakterielle Biomasse-
zunahme von lediglich 2,2 + 0,1 [g/L] bestétigt diese Aussage.

Etliche verschiedene Substrate wurden bereits fir die fermentative Produktion von Milchsdure durch
Milchsaurebakterien untersucht. Das reinste Produkt entsteht bei der Fermentation von reinem Zu-
cker, was mit tieferen Aufreinigungskosten verbunden ist. Dennoch ist dies wirtschaftlich ungunstig, da
reiner Zucker als Substrat teuer und Milchsdure hingegen ein billiges Produkt ist (Hofvendahl et al.,
2000). Stattdessen werden immer mehr Abfallprodukte aus der Agrar- und Forstwirtschaft fir die
Milchsdureproduktion verwertet. Das gebrauchlichste Substrat fur die fermentative Milchsaureproduk-
tion ist Molke, ein Abfallprodukt aus der Kaseproduktion (Silva et al., 1995). Im Vergleich zu dieser
Studie zeigt L. helveticus (ATCC 15009) bei der fermentativen Milchsdureproduktion aus Molke eine
héhere Milchsdurekonzentration von 49 [g/L] als z.B. P. acidilactici (20238) mit 17,9 [g/L], jedoch er-
reicht P. acidilactici (20238) die hdhere spezifische Produktionsrate (1,73 [g/L*h'1]) als L. helveticus
(ATCC 15009) mit einem Ypx von 1,3 [g/L*h'1]. Studien mit L. casei (SU No 22) zeigten eine Yygjot VON
0,44 [g/g] und eine Milchsaurekonzentration von 22 [g/L]. Im Vergleich zeigte L. acidophilus mit einem
Ywusiot VOn 0,85 [g/g] und einer Milchsaurekonzentration von 20,5 [g/L] héhere Werte. Im Vergleich mit
der Fermentation von Biomasse wie z.B. Luzerne mit Hilfe von Enterokokken, zeigt die hier untersuch-
te mikrobielle Produktion von Milchsaure aus GPS ein dulerst zufriedenstellendes Resultat. Bei un-
kontrolliertem pH, ebenfalls in einem Batch-Verfahren, erreicht Enterokokken faecium eine Milchsdu-
rekonzentration von lediglich 8,3 [g/L] und einem kleinen Yysxot von 0,27 [g/g]. Im Vergleich zeigt z.B.
L. buchneri ein Yysiot von 0,84 [g/g] und eine Milchsdurekonzentration von 20,1 [g/L]. Dementspre-
chend kdnnten einige Inhaltstoffe des GPS eventuell auch férderlich fir das Wachstum einiger Bakte-
rien sein.

Entsprechend der bakteriellen Biomassezunahme, zeigten alle Anséatze der Kinetikstudie nach Ablauf
der Fermentationsdauer von 66 h immer noch eine leicht ansteigende stationdre Phase. Auch die
restlichen Parameter wie der KBE und die Milchsdureproduktion wiesen auf eine fortlaufende Dauer
der Fermentation hin. Diesbezuglich wurde die Langzeitfermentation zeitlich auf 240 h ausgedehnt.

5.5.2 Langzeitfermentation - Produktion von Milchsaure aus GPS

Die Langzeitfermentation (240 h) wurde im Batch-Verfahren (M = 10/1; Multifors Fermenter) mit allen
Starterkulturen, analog zur Kinetikstudie, durchgefiihrt. Das Siliermittel wurde nicht weiter untersucht,
da die Mischkultur des Siliermittels nicht definiert, bzw. charakterisiert war. Die Untersuchung der
Reinkulturen als Starterkultur wurde favorisiert.

Die Gattung Lactobacillus und Pediococcus wurden je in Kombination eines Kontrollansatz ohne Star-
terkultur untersucht. Anhand der Kontrollen, konnte belegt werden, dass der Einsatz einer Starterkul-
tur einen deutlichen Einfluss auf die Milchsdureproduktion hat.
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Die Milchsaurekonzentrationen der Fermentationsreihe zum Test der Gattung Pediococcus fiel gene-
rell tiefer aus, als die gemessen Werte der Testreihe zur Gattung Lactobacillus (im Mittelwert ca. 2,4
[g/L] tiefer). Die Ausbeuten waren nach 66 h generell hdher als in der Kinetikstudie. Die Multifors Fer-
mentationseinheiten boten sehr wahrscheinlich bessere Kultivierungsbedingungen, sodass fur L. aci-
dophilus nach 66 h eine Milchsaurekonzentration von 25,0 [g/L] gemessen werden konnte. Wohinge-
gen die Konzentration in den Serumflaschen lediglich 20,5 £ 0,5 [g/L] betrug. Wie in der Kinetikstudie,
zeigt P. pentosaceus auch in der Langzeitfermentation nach einer Fermentationsdauer von 66 h die
niedrigste Milchsaurekonzentration (14,1 [g/L]). Entgegen den Ergebnissen der Kinetikstudie war L.
plantarum das Bakterium mit der héchsten maximalen Milchsdurekonzentration von 27,3 [g/L] nach
einer Fermentationsdauer von 209 h. L. plantarum empfahl sich somit fir den biotechnologischen
Produktionsprozess von Milchsaure aus GPS.

6. Schlussfolgerungen

Zu Beginn des Forschungsprojekts wurde der GPS als problematisch eingestuft. Seine Entsorgung
verursachte Kosten, welche die Installation der Vorpressung zur Verminderung des Energie-
verbrauchs weniger attraktiv erscheinen liess. Die im vorliegenden Bericht dargelegten Ergebnisse
zeigen nicht nur diverse Mdglichkeiten die Problematik zu entscharfen, sondern verdeutlichen, dass
der Presssaft eine wertvolle Ressource ist und als solche genutzt werden kann.

Biogasproduktion

Die erhobenen Daten zeigten, dass der GPS zur Biogasproduktion eingesetzt werden kann. Eine
mdgliche Lésung des Problems, ,Entsorgung des GPSY, ist somit grundsatzlich gefunden worden.
Transportkosten fiir die Verfrachtung des GPS zur Biogasanlage wirken der Problemlésung entgegen.
Zurzeit sind die meisten Biogasanlagenbetreiber nicht gewillt, die Kosten des Transports zu Uberneh-
men. Bei steigender Konkurrenz um Biomasse kdnnte sich dieser Sachverhalt jedoch zugunsten des
Trocknungsanlagenbetreibers entwickeln.

Bioethanolproduktion

Konnte gezeigt werden, dass der GPS mittels eines simplen Verfahrens zu einem flissigen Energie-
trager (Ethanol) fermentiert werden kann. Der niedrige Zuckergehalt (24 [g/L]) war im verwendeten
GPS zu gering, als dass eine fir die Ernte ausreichende Ethanolkonzentration mittels Saccharomyces
cerevisiae erreicht werden konnte. Bei erhdhtem Gesamtzuckergehalt des GPS (< 100g/L) sowie un-
ter Verwendung spezialisierter Mikroorganismen kdnnte eine Ethanolproduktion sinnvoll sein. Der
Trocknungsanlagenbetreiber kénnte die ethanolische Garung leicht, aufgrund des simplen Verfahrens,
selber durchfiihren. Die (Ernte) evt. via Destillation kdnnte ebenfalls durch den Betreiber selbst durch-
gefuhrt werden. In diesem Fall wirde eine Restbiomasse entstehende, die wiederum entsorgt werden
muss. Somit scheint die Verfrachtung des vergorenen GPS zu einer zentralen Sammel- und Erntestel-
le als sinnvoller Losungsansatz. Diese Ernteanlage, ob Destillation oder Pervaporation, kénnte mit
einer warmeproduzierenden Biogasanlage gekoppelt werden, sodass die Energieversorgung sowie
die Entsorgung der Fermentationsriickstéande sinnvoll durchgefihrt werden kénnen

Produktion organischer Sauren

Die Produktionskosten organischer Sauren (Milchsaure) sind in hohem Masse von den Rohmaterial-
kosten abhangig. Dementsprechend liegt der Fokus auf den Einsatz billigerer Alternativen wie z.B.
Grinbiomasse aus der Agrarwirtschaft. Der GPS aus Trocknungsanlagen der Trockenfuttermittelher-
stellung eignet sich fur die fermentative Produktion von Milchsaure. Die untersuchten Milchsaurebak-
terienstamme der Gattung Lactobacillus und Pediococcus, sowie ein kommerziell erhaltliches Silier-
mittel eignen sich generell fir die Fermentierung des GPS. Je nach Organismus zeigten sich deutliche
Unterschiede in der erzielbaren Milchsduremenge.

Den Ergebnissen zufolge ist die Verwendung einer Starterkultur vor allem bei kontinuierlichen Verfah-
ren interessant, da z.B. mittels L. acidophilus, die optimale Garungsdauer auf 18 h gesenkt werden
konnte. Fur einen einfacheren Batch-Betrieb kdnnte eine Spontangarung ohne Inokulum ausreichen
um wirtschaftliche Mengen zu erhalten, jedoch kénnten Fehlgarungen nicht ausgeschlossen werden.
Daher wird generell die Verwendung einer Starterkultur empfohlen. Die Fermentation des Graspress-
saftes mit L. acidophilus erbrachte die h6chste Milchsdurekonzentration von 20,5 + 0,5 [g/L], wobei die
spezifische Produktionsrate 0,35 [g/L*h'1] vergleichsweise gering ausfiel. Im Vergleich mit anderen
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Starterkulturen zeigte P. acidilactici (20238) die gréfte spezifische Produktionsrate von 1,73 [g/L*h'1],
jedoch eine tiefere Milchsdurekonzentration (17,9 + 0,2 [g/L]).

Tendenziell zeigten Starterkulturen der Gattung Lactobacillus konstantere Resultate, welche auch
durch die Fermentation in der Langzeitstudie bestatigt wurden. Als ungeeignet konnte das Milchs&u-
rebakterium Pediococcus pentosaceus angesehen werden. Bezuglich der Wirtschaftlichkeit des GPS-
Konversionsverfahrens kann angenommen werden, dass ohne Verwendung einer Starterkultur, fur
eine GPS-Menge von 80 m® und einem Preis von 90 CHF/L Milchséure (geringste Qualitat), der
Milchsaureertrag zu einer Wertschépfung (exkl. Kosten fur Ernte/Aufreinigung/Transportkosten) von
ca. 120°000 SFr. pro Jahr und Anlage flihren koénnte. Die Verwendung einer Starterkultur wirde eine
Steigerung von ca. 30°000 SFr pro Jahr (exkl. Beschaffungskosten) bedeuten. In Abhangigkeit vom
Zuckergehalt des GPS kdnnte eine Wertschépfung von Gber 700°000 SFr generiert werden.

Fazit

Die Implementierung eines Bioraffineriezweiges sowie der energetischen Nutzung des GPS birgt
diverse Herausforderungen fir die Agrar- und Energiewirtschaft/-forschung und dazu einen enormen
Optimierungsbedarf. Grasernteverfahren, Pressung, Fermentation, Ernte des Fermentationspro-
dukts sowie geeignete Aufreinigungsverfahren sollten hinsichtlich lhrer Optimierbarkeit Gberprift
werden.

Dariliber hinaus ist ein integrativer Ansatz zur biotechnologischen Biomassenutzung anzustreben, in
dem die verschiedensten Stoffstrome der schweizerischen Agrar- und Forstwirtschaft zusammenge-
fasst werden und als Ressource nutzbar bemacht werden.

7. Status des laufenden Projektes

Das Projekt befindet sich bezlglich der Laborstudien in einer abschliessenden Phase (Schema 2). Die
Versuche zur Ethanol-, Biogas- sowie Milchsaureproduktion aus GPS sind weitestgehend abge-
schlossen. Analoge Versuchsreihen mit Maispresssaft werden zurzeit unternommen und sollten vor-
aussichtlich Ende Marz 2010 abgeschlossen sein.

2 2 5
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E3 Prozoscoptiricrung
E4 Pzllelieruny
ES Zwisehznbencht
E& E-gebnisberight
ET Endabrechnung
Ethanol-, Biogas Deadline: Start
Milchsaureproduktion Versuche zu: Bioreaktordesign
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Lagerung, Haltbarkeit = Ende
Versuche
Graspresssaft
Schema 2: Projektiibersicht mit zeitlichen Verlauf; absolvierte Leistungen und geplante Schritte.
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Die folgende Liste gibt eine tabellarische Ubersicht (iber den Status des Projekts, der bis zum Redak-
tionsschluss erreicht worden war.

Aufgabenfelder Status

e Charakterisierung der Pressséfte ABGESCHLOSSEN

o Vorversuche zur Presssaftverwertbarkeit ABGESCHLOSSEN

e Fokussierung auf marktfahige Produkte BIOGAS, ETHANOL, MILCHSAURE

- Graspresssaft abgeschlossen

- Maispresssaft begonnen

e Biotechnologische Produktion der Produkte Multiparalleler Fermenter
- Langzeitfermentation abgeschlossen
Spezieller Reaktor zur Biomassekonversion
- Vorversuche (durchgefiihrt)
- Planung (begonnen)

- Entwicklung (Folgeprojekt; Innovation)

8. Anhang

Methoden

Tabelle 1 Spurenelementlésung nach (Stams et. al., 1992)

Séaure Spurenelemente 1ml/L Medium [mM]

FeCl, 7,5

H3BO, 1

ZnCl, 0,5

CuCl, 0,1

MnCIz 0|5

CoCl, 0,5

NiCl, 0,1

HCI 50

Alkalische Spurenelemente 1ml/L Medium [mM] Salzlésung g/L

Na,WO, 0,1 NH,CI 0,3

Na;MoO, 0,1 NaCl 0,3

NaOH 10 CaCly*2H,0 | 0,11

Na,SeO; 0,1 MgCl,*6H,0 | 0,1
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Ergebnisse

Biogasproduktion
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Bioethanolproduktion
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Produktion organischer Sauren (Milchsaure)
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Abb. 6 Milchsdurekonzentration, KBE, bakterielle Biomassezunahme und pH-Wert wahrend der Fermentation
des GPS; ohne Inokulum (a, b); Siliermittel als Inokulum (c, d) im Verlauf der Zeit; Milchsdurekonzentration (A),
KBE (o), bakterielle Biomasse (o), pH-Wert (0); (n=3)
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Abb. 7 Milchsaurekonzentration, KBE, bakterielle Biomassezunahme und pH-Wert der Gattung Pediococcus im
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Abb. 8 Milchsaurekonzentration, KBE, bakterielle Biomassezunahme und pH-Wert der Gattung Lactobacillus im
GPS im Verlauf der Zeit; L. plantarum (a, b), L. acidophilus (c, d) und L. buchneri (e, f); Milchsaurekonzentration (A),
KBE (o), bakterielle Biomasse (o), pH-Wert (0); (n=3)
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Abb. 9 Milchsauregarung in den Multifors Fermentern; Milchsdurekonzentration in g/L (a) und pH-Wert (b) im
Verlauf der Zeit, Substrat GPS (), Lactobacillus plantarum (o), Lactobacillus acidophilus (A), Lactobacillus buchneri
(0); Milchsaurekonzentration in g/L (c) und pH-Wert (d) im Verlauf der Zeit, Substrat GPS (¢), Pediococcus acidilac-
tici (o), Pediococcus acidilactici (A), Pediococcus pentosaceus (o); (n=1)

Tabelle 2

Vergleich von Studien (liber die Milchsdureproduktion von verschiedenen Substraten und ver-
schiedenen Milchséurebakterien ausschliesslich im Batch-Verfahren

Substrat Organismus pH Substrat MS Yumsitot  Yex Ref.

[9/L] [9/L] [o/d] [g/L*h]
Graspresssaft L. plantarum 5,8 24 (Zucker) 17,8 0,74 0,96 -
Graspresssaft L. acidophilus 5,8 24 (Zucker) 20,5 0,85 0,35 -
Graspresssaft L. buchneri 5,8 24 (Zucker) 20,1 0,84 0,52 -
Graspresssaft P. acidilactici (20238) 5,8 24 (Zucker) 17,9 0,75 1,73 -
Graspresssaft P. acidilactici (20284 ) 5,8 24 (Zucker) 20,1 0,84 0,25 -
Graspresssaft P. pentosaceus 5,8 24 (Zucker) 14,6 0,61 0,49 -
Luzerne Ent. faecium 6,2 - 8,3 0,27 - Cavazzoni et al.
Luzerne Ent. faecium 5,8 (k) - 27 0,91 - Cavazzoni et al.
Molke L. casei (SU No 22) - - 22 0,44 - Roukas et al.
Molke L. delbrueckii sp. Bulgaricus - 44 0,95 Mehaia et al.
Molke L. helveticus (ATCC 15009) - - 49 1,1 1,3 Schmidt et al.
Molasse’ L. delbrueckii 6,2 20 (Zucker) 16 - - Aksu et al.
Riibenmolasse L. lactis 7,5 78 (Zucker) 40 - - Ohashi et al.

(k) = konstanter pH-Verlauf (Hofvendahl and Hahn-Hé&gerdal 2000)
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