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Zusammenfassung

Vorgestellt wird ein neuartiges Messverfahren zur Bestimmung der Polarisierbarkeit von Bakterienzel-
len fUr den Einsatz in Biogaskulturen. Damit kann der physiologische Zustand, insbesondere die Vitali-
tat von Zellen, schnell und genau erfasst werden. Die Ergebnisse erlauben Rickschlisse auf die
Stoffwechselaktivitéat der Zellen in einer Biogasanlage. Gekoppelt wird die Atline-Methode mit einem
variabel positionierbaren Lanzenkdrper, mit dem kritische Zonen hinsichtlich der Mikroflora in der
Flussigphase in Biogasreaktoren detektiert werden kénnen. In diesem Lanzenkdrper sind prozess-
taugliche miniaturisierte elektrochemische Sensoren integriert und somit Messungen direkt im Fer-
mentermedium einer Biogasanlage mdglich. Die unmittelbar zu erfassenden Messgréfien sind der pH-
Wert, das Redoxpotential, die Temperatur und die Konzentration von geléstem Kohlendioxid.
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Einleitung

Der zellphysiologische Zustand stellt ein wichti-
ges Kriterium zur Bewertung eines Bioprozes-
ses dar. Leider ergeben sich bei Biogasprozes-
sen durch die Komplexitdt der Probenzusam-
mensetzung und die Notwendigkeit, eine anla-
genspezifische Bewertung durchzufthren, ver-
schiedene Herausforderungen. Durch sich dy-
namisch &ndernde mikrobielle Zusammenset-
zungen ist die Festlegung von Referenzzustan-
den schwierig, insbesondere bei der Anwen-
dung von Farbemethoden zur Einschéatzung
des Zellzustandes, denn deren Durchdrin-
gungsgrad hangt von der mikrobiellen Zusam-
mensetzung ab [1]. Wenn nicht direkt an Anla-
gen gemessen werden kann, verdndert sich
zudem der zellphysiologische Zustand durch
die Probenbehandlung.

Weiterhin laufen in einer Biogasanlage auf Mik-
roorganismen basierende Prozesse ab, die zum
Beispiel durch den pH-Wert, das Redoxpotenti-
al, die Temperatur und die dCO,-Konzentration
beeinflusst werden. Bisher gibt es jedoch nur
wenig Moglichkeiten zur Prozesskontrolle, so
dass viele Anlagen suboptimal arbeiten [2]. Zu-
dem ist zur Erreichung einer hohen Anlagenver-
fugbarkeit und folglich eines zuverlassigen Pro-
zessverlaufes die Kontrolle von der Sub-
strateinspeisung bis hin zur eigentlichen Pro-
dukterzeugung ausschlaggebend. Die grofRRe
Auswahl an Substraten, die sich hinsichtlich
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ihrer Zusammensetzung deutlich unterscheiden
kénnen, erschwert jedoch die Prozessiberwa-
chung, da infolgedessen eine Vielzahl an mog-
lichen Einflussquellen vorliegt, die Stérungen im
Prozessablauf hervorrufen kénnen. Aus diesem
Grund ist zur Optimierung des biologischen Ab-
bauprozesses in Biogasanlagen das Wissen
von physikalischen und chemischen GréRRen
unabdingbar.

Elektrooptische Methode

Einen Ansatz zur Charakterisierung zellphysio-
logischer Eigenschaften bietet das elektroopti-
sche Monitoring bakterieller Kulturen. Das hier
vorgestellte Messverfahren erlaubt erstmalig
die gleichzeitige Erkennung der ZellgréRe, Zell-
zahl und des Transmembranpotentials in Bakte-
rienkulturen. Diese Parameter liefern wichtige
Informationen Uber den physiologischen Zellzu-
stand, insbesondere Uber die Stoffwechselleis-
tung.

Zur Bestimmung der Zellpolarisierbarkeit in Bi-
ogaskulturen wurde eine bestehende Messme-
thode an die Anforderungen von Biogasproben
angepasst und in einem tragbaren System an-
gewendet. Ein elektrisches Wechselfeld wirkt
bei 4 Frequenzen zwischen 200 kHz und
2100 kHz auf die Zellen ein, und die photomet-
rische Erfassung der optischen Dichteanderung
der Zellsuspension ergibt ein Spektrum der Po-
larisierbarkeit der Zellen in Abhangigkeit der
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Frequenz. Um reproduzierbar zu messen, wer-
den zunachst grobe Partikel aus den Proben
durch Filtration abgetrennt. Anschlief’end wird
das Filtrat verdiinnt, abermals filtriert und dies-
mal das Retentat resuspendiert. Dabei werden
eine immer gleiche optische Dichte und eine
ahnliche Leitfahigkeit eingestellt. Die so vorbe-
reitete Suspension wird schlief3lich in die Mess-
kammer eingeleitet, die von zwei orthogonal
zueinander positionierten Lichtquellen durch-
leuchtet wird. Zwei ebenso orthogonal ange-
ordnete Sensoren erfassen das jeweilige
Durchlichtsignal. Im Spannungsfeld richten sich
die Zellen aus, was zu einer Verschiebung der
Extinktionsstérke fuhrt. Waren im ungeordneten
Zustand die Extinktionen in beiden Richtungen
gleich hoch, so sinkt diese nun entlang der Aus-
richtung, wahrend die orthogonal dazu gemes-
sene steigt. Die Dauer zwischen der Erreichung
der stationaren Zustdnde bei Anregung ist ein
MalR fur die Polarisierbarkeit der langlichen Zel-
len.

Mehrere Biogaskultivierungen im Labormal3-
stab, in Batch-Betriebsweise, wurden durchge-
fuhrt. In den Versuchen kamen Kulturen aus
Klaranlagen und Biogasanlagen zum Einsatz.
Geflttert mit Maissilage, wurden die Kulturen
Uber 20 Tage hinweg analysiert. Neben der Po-
larisierbarkeit wurden bei allen Versuchen
Standardparameter erfasst.

Unterzieht man die erhaltenen Daten fir alle
Frequenzen einer Hauptkomponentenanalyse
(PCA), so ergibt sich eine Korrelation zwischen
den Prozessdaten, wie der Entwicklung der Bi-
ogasbildungsrate (Abb. 1), dem FOS/TAC-Wert
und der Essigsdurekonzentration, zu den elekt-
rooptischen Messwerten. Die Polarisierbarkeit
der Zellen liefert damit eine Aussage Uber den
physiologischen Zustand und ermdglicht das
Einstellen geeigneter Prozessbedingungen zur
Erhéhung von Stoffwechselleistungen.

400 0.5
&— FOS/TAC
I —w— Methanproduktion

T 300 1 t 0.4
== “IR
E 1A
= |
S 200 | 03 @
] [} &
8 i 8
& 100 n 02
5 ‘s 5o T T
= i e o sl
3] A S S X
= 0 *: Y 0.1

‘ : ‘ ; 0.0

0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit [d]

-

Abb. 1: Polarisierbarkeit und Methanbildungsrate in

einer Batch Kultur mit Kldrschlamm als Inokulum
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Elektrochemische Untersuchungen

Fur die ortsauflésenden Messungen von elekt-
rochemischen Prozessparametern in Biogasre-
aktoren wurde ein Lanzenkdrper, der mehrere
Meter in die Flussigphase eingebracht werden
kann, konstruiert (Abb. 3) [3]. In den aus Edel-
stahl gefertigten Lanzenkopf in Abb. 2 sind mi-
niaturisierte Elektroden zur Bestimmung von
pH- Wert, Redoxpotential, Temperatur und der
dCO,- Konzentration integriert. Die Daten kén-
nen mit Hilfe eines Messgerates (KM 3000) der
Firma Sensortechnik Meinsberg GmbH online
aufgezeichnet werden. Der Datenlogger wurde
aulerhalb des Fermenters wind- und wasser-
geschitzt angebracht.

Abb. 2: Sondenkopf mit
eingebauten Elektroden

Abb. 3: Lanze im
Fermenter installiert

Die verwendeten Sensoren sind in Abb. 4 expli-
zit dargestellt. Der Durchmesser der Elektroden
betragt ca. 3 mm und sie besitzen eine Lange
von ca. 4 cm. Bei der Redoxelektrode handelt
es sich um einen in Glas eingeschmolzenen
Platindraht. Die pH-Elektrode ist eine kugelfor-
mige miniaturisierte Glaselektrode. Fur die
Messung beider Parameter wird eine separate
Flissigelektrolyt-Elektrode mit einer 3 M KCI-
Lésung als Innenelektrolyt verwendet. Zur
Temperaturmessung dient ein Pt-1000 Mess-
fuhler [4].

Gelost-Kohlendioxid-Sensor
pH-Elektrode

Referenzelektrode
Temperaturfihler

Redoxelektrode

Abb. 4: miniaturisierte Sensoren

Die Funktion des elektrochemischen Kohlendi-
oxidsensors beruht auf dem potentiometrischen
Messprinzip (Severinghaus-Prinzip), d.h. CO,
permeiert aus dem Messmedium durch eine
sehr dinne gaspermeable Polymermembran in
den carbonathaltigen Innenelektrolyten des
Sensors und bewirkt eine definierte, reprodu-
zierbare Anderung des pH-Wertes, die mit einer
pH-Glaselektrode gemessen wird. Die ablau-
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fenden chemischen Reaktionen sind den Glei-
chungen 1 bis 3 zu entnehmen.

CO, + H,0 <> H,CO, ™
H,CO, <> H" + HCO; @)
3)

HCO; <> H" +CO;~

Der Aufbau des CO,-Sensors ist schematisch in
Abb. 5 dargestellt.

Innenelektrolyt
= Referenzelektrode
Messmedium
pH-Elektrode
Vi I\i Polymermembran
CO2 CO2 CO2

Abb. 5: schematischer Aufbau des membran-
bedeckten dCO,-Sensors

Der Sensor besteht aus innovativ modular zu-
sammengesetzten Bauteilen (s. Abb. 6). Der
auliere Sensordurchmesser betrdgt 4 mm. Der
Elektrolytbecher kann zur Membran- und Elekt-
rolytregeneration entfernt werden. Das Aus-
gangssignal U des Sensors ist Uber einen wei-
ten Konzentrationsbereich dem Logarithmus
der CO,-Konzentration im Messmedium propor-
tional (Gl. 4).

U=U,+S-F, -log[CO,] (4)

Uy = Sensorpotential bei einer CO2-Konzentration
von 1 mg/L, S = Steilheit, Fy = Faraday-Konstante

Abb. 6: dCO,-Sensor,
bestehend aus modular
zusammengesetzten
Bauteilen

Abb. 7: Vorrichtung zur
Kalibrierung der
dCO2>-Sensoren

Die Kalibrierung der dCO,-Sensoren erfolgte
ohne den Einsatz von Kalibriergasen mit Hilfe
des in Abb. 7 dargestellten Kalibriergefélles.
Die Kalibrierung sollte bei gleich bleibender
Temperatur, deren Wert mdglichst nahe an der
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zu erwartenden Messtemperatur liegen soll, in
mindestens zwei Losungen mit jeweils definier-
tem Gehalt an geléstem CO, durchgefihrt wer-
den. Diese Standardlésungen werden herge-
stellt, indem aus einer bekannten Konzentration
an Hydrogencarbonat oder Carbonat in Wasser
durch Ansduern bis unter pH = 4 Kohlendioxid
freigesetzt wird. Wichtig ist, dass der Gasaus-
tausch mit der Umgebungsluft unterbunden
wird, d.h., der Sensor muss abgedichtet in das
Kalibriergefal hineinragen, das vollstdndig mit
der Kalibrierldsung luftblasenfrei gefiillt ist.

Zur Charakterisierung der Sensoren wurden
Kennlinien in Abhangigkeit der CO,-Konzen-
tration von drei Kalibrierlésungen (30, 100 und
1000 mg/L) aufgenommen (Abb. 8). Abb. 9
zeigt die Elektrodenfunktion von einem memb-
ranbedeckten CO,-Sensoren bei 40 °C.
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Abb. 8: Kalibrierkurven eines dCO,-Sensors bei einer
Temperatur von 40 °C, zeitliche Anderung
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Abb. 9: Kalibrierung eines dCQO,-Sensors bei einer
Temperatur von 40 °C

Die miniaturisierten Sensoren, eingebaut in den
Sensorkopf und fixiert an ein 3 m langes Edel-
stahlrohr, wurden im Fermentermedium einer
Biogasanlage uber mehrere Wochen getestet.
In der Anlage werden hauptséachlich Maissilage,
Frischmais und silierte Riiben verarbeitet bzw.
dem Fermenter zugefuhrt.

In Abb. 10 sind die Ergebnisse einer Messkam-
pagne dargestellt. Die Langzeitmessung lief
Uber 54 Tage. Am ersten Tag der Installation
der Lanze traten Unregelmafigkeiten bei der
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Messung des pH-Wertes und des Redoxpoten-
tials auf. Diese Stdérungen kdnnen durch eine
kurzzeitige Verschmutzung des Diaphragmas
der Referenzelektrode eingetreten sein. Die
Kurvenverlaufe der pH-Glaselektrode und die
der Platinelektrode zur Redoxpotentialmessung
verhalten sich gegenldufig. Der pH-Wert des
Messmediums steigt kontinuierlich an und zeigt
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einen deutlich stabileren Potentialverlauf um
pH=7,5 nach 24 Tagen Messzeit. Das Re-
doxpotential sinkt zu Beginn der Aufzeichnun-
gen und erreicht dann ein stabiles Messsignal
bei ca. -580 mV. Weiterhin kann man beobach-
ten, dass die CO,-Konzentration ab Tag 44 der
Messkampagne ansteigt, bis hin zu einer Kon-
zentration von 100 mg/ L.
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Abb. 10: Verlauf der CO2-Konzentration, pH-Wert, Temperatur und Redoxpotential in einem Biogasfermenter

Diskussion

Die elektrooptische Methode eignet sich
grundsatzlich zur Bewertung des zellphysiolo-
gischen Zustandes in Komplexkulturen. Insbe-
sondere Zellen, die Mikroben der Acido- und
Acetogenese reprasentieren, werden detek-
tiert, da sie oftmals eine langliche Form haben.
Eine geringe Polarisierbarkeit entsteht vor al-
lem bei geringen lonengehalten der Zellen, wie
sie bei Substratlimitierung auftreten, aber auch
bei Spurenelementmangel. Beide Stadien, die
zu Stérungen in Biogasprozessen fluhren kén-
nen, kénnten mit der Methodik detektiert wer-
den. Derzeit werden daher verschiedene
Storszenarien im Labormalstab nachgestellt
und der Einfluss auf die Polarisierbarkeit ge-
messen. Es wird die Frage geklart, ob die Me-
thode ein prozessanalytisches Werkzeug zur
Optimierung von Biogasprozessen darstellt.

Das entwickelte Lanzensystem mit integrierter
Sensorik ermdglicht eine ortsaufgeléste Mes-
sung verschiedener elektrochemischer Para-
meter in der Flissigphase einer Biogasanlage.
Hierbei kbnnen Zusammenhange bzw. Paralle-
len zwischen der elektrochemischen und elekt-
rooptischen Methodik aufgezeigt werden und
eine Optimierung bzw. Steuerung von biologi-
schen Prozessen in Biogasanlagen erfolgen.
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