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Zusammenfassung

Flichtige Fettsauren (engl. volatile fatty acids, VFA) wie Essig-, Propion-, Butter- und Valeriansaure
sind wichtige Inhaltsstoffe flr die Beurteilung der Stabilitdt von Biogasprozessen. Insbesondere bei der
Verarbeitung organischer Abfélle unterschiedlicher Herkunft wie Speiseresten zu Biogas ist die zeitnahe
Uberwachung dieser Zwischenprodukte fiir die Prozesssicherheit entscheidend. Eine weitere Motivation
fur das Online-Monitoring von VFA ergibt sich aus der Zielstellung, Biogasprozesse so zu flexibilisieren,
dass mit den entsprechenden Anlagen auch grolRere Bedarfsschwankungen im Stromnetz
berlcksichtigt werden kdnnen. Bislang werden die VFA in Biogasprozessen als Summenparameter
beispielsweise durch eine Bestimmung des Verhaltnisses aller VFA zum gesamten anorganischen
Kohlenstoff (FOS/TAC) oder sporadisch durch Laboranalysen an manuell entnommenen Proben
gemessen. Diese Vorgehensweise beinhaltet neben einem erheblichen Zeitverzug auch eine Reihe von
Fehlerquellen, die die Zuverlassigkeit dieser Offline-Messungen signifikant einschranken. Es besteht
deshalb der dringende Wunsch, fir die Weiterentwicklung von Biogasprozessen zuverlassige Sensoren
oder Messsysteme zu schaffen, mit denen die VFA online ohne gréRReren Zeitverzug zuverlassig in
einem engen Zeitraster Uberwacht werden kénnen.

Im Beitrag werden Ubersichtsweise zwei innovative erfolgversprechende Ansatze zur Lésung dieser
Messaufgabe vorgestellt, bei denen einerseits neue, mit elektroaktiven Biofilmen bedeckte Elektroden
sowie andererseits lebende Hefezellen zum Einsatz kommen, die optisch auf eindringende Analyte
reagieren. Auflerdem wird ein in der Praxis bereits erfolgreich getestetes automatisches Messsystem
fur VFA vorgestellt, das die quasi-kontinuierliche und hochselektive Messung von VFA in einem
kontinuierlichen Strom von Biogas-Kondensat ermdglicht. Ein breiter Messbereich von 0,015 bis 20 g/L
(Essigsaure) und eine relativ lange Betriebszeit ohne Wartung (>1 Monat) sind charakteristische
Merkmale dieses neu entwickelten Messsystems.
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Einleitung

Die Umwandlung organischer Stoffe zu Biogas
durch Garprozesse erfolgt in mehreren Stufen
Uber eine Reihe von Zwischenprodukten [1].
Fir die Charakterisierung der Kinetik der ein-
zelnen Stufen, die dynamische Prozessrege-
lung und die Gewahrleistung der Prozess-
sicherheit ist eine genaue Kenntnis der Kon-
zentrationen der Zwischenprodukte im Fer-
menter, ihrer rdumlichen Verteilung und ihrer
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zeitlichen Entwicklung notwendig [2]. Insbe-
sondere der Einfluss fluchtiger Fettsduren
(VFA) wie Essig-, Propion-, Butter- und Valeri-
ansaure ist in den letzten Jahren intensiv un-
tersucht worden [3]. Im Resultat dieser Arbeiten
gehdren die Konzentrationen dieser Inter-
mediate zu den wichtigsten Indikatoren fur die
Stabilitdt von Biogasprozessen [4]. Vor allem
bei der Abfallvergarung und beim dynamischen
Betrieb von Biogasanlagen fur die flexible Be-
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reitstellung von Elektroenergie ist das kontinu-
ierliche prozessnahe Monitoring von VFA zur
Gewabhrleistung der Prozessstabilitéat erforder-
lich [5]. Bislang erfolgt die Beobachtung dieser
Konzentrationen in Biogasprozessen nahezu
ausschlieBlich durch die externe Offline-Ana-
lyse von manuell enthommenen Proben. Neben
hohen Kosten ist diese Vorgehensweise mit
weiteren Nachteilen verknUpft:
* relativ grol’e Messfehler durch Probenahme
und Probentransport,
* geringe zeitliche Dichte der Messwerte und
* hoher Zeitversatz zwischen Probenahme und
Messergebnis.
Da mit dieser Methode bislang ein zeitnahes
zuverlassiges Prozessmonitoring von VFA nicht
moglich war, wurden verschiedene Ent-
wicklungsansatze verfolgt, die ein Online-Mo-
nitoring ermoglichen kénnten bzw. deren tech-
nische Eignung bereits nachgewiesen wurde [6-
12]. Aus dem Stand der Forschung und
Entwicklung lasst sich jedoch auch schlussfol-
gern, dass zuverldssige und kostengunstige
Methoden und Geréate fir die VFA-Bestimmung
in Biogasmedien, die sich ohne hdéheren Auf-
wand auch an bestehende Biogasanlagen
adaptieren lassen, weiterhin eine aktuelle Ziel-
stellung fur die Branche darstellen. Die in die-
sem Beitrag beschriebenen Arbeiten sind auf
diese Zielstellung gerichtet. Die verschiedenen
dargestellten Grundansatze werden im folgen-
den Abschnitt beschrieben. Sie bestehen darin,
1. die Reaktionen unterschiedlicher biologi-
scher Systeme wie Bakterien und Hefe-
zellen auf VFA elektrisch bzw. optisch zu
erfassen sowie
2. die VFA automatisch, langzeitstabil und
hochselektiv mit einem feldtauglichen GC-
Messsystem online zu bestimmen.

Messmethoden

A) Biologische Sensorik

Bei dem in Abb.1 gezeigten bioelektrochemi-
schen Sensor werden elektroaktive Bakterien
wie Geobacter sp. als Rezeptoren verwendet.
Diese Bakterien sind in der Lage, im Rahmen
ihres Energiestoffwechsels organische Sub-
stanzen wie Acetat vollstandig zu CO2 zu oxi-
dieren und polarisierte Elektroden als termina-
len Elektronenakzeptor ihrer Atmungskette zu
nutzen (,Elektrodenatmung®) [13]. Solche elek-
troaktiven Bakterien bilden selbststdndig Bio-
filme aus und Ubertragen Elektronen u.a. direkt
durch membrangebundene Cytochrome oder
sogenannte ,nanowires” auf die mit ca. 0,4V
gegen Standardwasserstoff-Elektrode polari-
sierten Elektroden. Die Acetatkonzentration
wird auf diese Weise als Stromfluss erfasst.
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Potentiostat

CH3COO" + 4 H,0'

- 2HCO3 + 9 H*
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Abb. 1: Bioelektrochemischer Sensor unter
Nutzung von Biofilmen aus Bakterien
der Gattung Geobacter sp. (?: Der
Elektronentransfer im Biofilm wird
gegenwadrtig intensiv erforscht.)

Eine weitere Mdglichkeit stellt die in den letzten
Jahren intensiv untersuchte gentechnische
Modifizierung von Hefezellen dar, durch die
dann verschiedene Analyte in der Umgebung
dieser Zellen detektierbar sind. Der Nachweis
erfolgt durch Aufnahme dieser Analyte in die
Zellen, wie in Abb. 2 skizziert, und die selektive
Exprimierung bestimmter Gene, die wenige
Stunden nach Erstkontakt eine von aullen
optisch messbare Fluoreszenz auslésen.

CH,COOH CH,COOH
pH<4,76 @
H+
H~7 H* ”
? CH,C00" EHSC00
CH,CO0O H*

CH,COO-
Transkriptions-
o T kription
rans
—_— der Zielgene
Zellkern

CH,COO-

Abb. 2: Schematische Darstellung der Auf-
nahme und Metabolisierung von Es-
sigséure durch eine Hefezelle (modi-
fiziert nach [14])

Zur Herstellung solcher Hefezellen fur die
Detektion von Essigsaure wurde die Promotor-
sequenz (genetischer "Schalter"), an die ein
Essigsaure-spezifischer  Transkriptionsfaktor
bindet und damit den Promotor/"Schalter" akti-
viert, mit einem Gen fir ein rot-fluoreszie-
rendes Protein verknipft. Die Einbringung des
entsprechenden genetischen Konstruktes in
Hefezellen ist im Beitrag von Tietze et al. in
diesem Tagungsband genauer beschrieben.
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Da es sich bei diesen Sensorhefen um gen-
modifizierte Organismen handelt, missen diese
fur die Feldmessung so in einer Messzelle
gehalten werden, dass sie in Kontakt mit dem
Messmedium kommen, jedoch nicht frei in die
Umgebung austreten koénnen. Eine solche
Messzelle, die auch die optische Auswertung
der Fluoreszenz der Zellen ermdglicht, ist im
Beitrag von Schirmer et al. in diesem Ta-
gungsband beschrieben.

Zur Beurteilung der Vitalitdt der Hefezellen ist
eine Messmethode entwickelt worden, die auf
der Impedanzspektroskopie beruht. Nahere
Angaben zu dieser Methode finden sich im
Beitrag von Posseckardt et al. in diesem Ta-
gungsband.

Gegenliber herkdmmlichen Analysemethoden
bietet die Messung von VFA mit Bakterien bzw.
zelluldaren Systemen den entscheidenden
Vorteil, dass hier nur der bioverfligbare Anteil
der VFA im Garmedium gemessen wird [15].

B) Automatisches Messsystem

Das Schema des automatischen Messsystems
fur VFA aus Biogasprozessen ist in Abb. 3
dargestellt. Das Grundkonzept beruht auf der
Erkenntnis, dass sich die VFA-Konzentrationen
im Garmedium weitgehend im Biogas-Konden-
sat abbilden [16]. Das in einem integrierten
Kihler gesammelte Biogaskondensat wird mit
einer neu entwickelten Injektionseinheit in ein
feldtaugliches GC-Messsystem eingespritzt.
Das gesamte System wird Uber eine neuartige,
speicherprogrammierbare Steuerung (SPS)
gefuhrt. Die eingespritzte Analytmenge |asst
sich an die gefundenen VFA-Konzentrationen
anpassen, so dass Auflésung und maximal
messbare Konzentrationen dynamisch opti-
mierbar sind. Die Einspritzung erfolgt in einen
Split-Injektor, der etwa 1/30 des Analytes auf
die FFAP-Trennsaule fuhrt.

Biogas-Fluss

N

Schritt- Q@wve FFAP-Séule FID

RV [5576

Spritzen-
pumpe Split- Hz Luft

Injektor] |

Abb. 3:  Schema des automatisierten Online-
Messsystems zur VFA-Bestimmung
in Biogasprozessen:

MP Membranpumpe, MV1/2 Magnet-
ventile, PE Peltierelement,

Kond. Kondensat-Kihler, RV Riick-
schlagventil, FID Flammenionisa-
tionsdetektor, FFAP Polyethylen-
glykol-2-nitroterephthalsdureester
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Ergebnisse

A) Biologische Sensorik

Fir den in Abb. 1 gezeigten bioelektrochemi-
schen Sensor wurden bereits der Messbereich,
die Ansprechzeiten sowie Querempfindlichkei-
ten gegenlber Propionat und Butyrat unter-
sucht [17, 18]. Wie in Abb. 4 gezeigt, lasst sich
Acetat unter Laborbedingungen zwischen 0,5
und 4 mmol-L" in Echtzeit bestimmen [17]. Die
Querempfindlichkeiten gegeniber Butyrat und
Propionat sind minimal und auf3ern sich in Form
eines additiven Basisliniensignals (Abb. 4 und
[18]). Versuche in Fermentern unter realen
Prozessbedingungen zeigen einen linearen
Zusammenhang zwischen Stromsignal und
Acetatkonzentration [19]. Zum Schutz des
Rezeptors vor toxischen Substanzen und zur
Vermeidung von Wechselwirkungen mit
anderen Mikroorganismen ist dessen
Abschirmung mit einer Membran vorgesehen
[20, 21]. Zur Uberwachung des Sensors in situ
ist die elektrochemische Impedanzspektrosko-
pie vorgesehen. Erste umfassende Untersu-
chungen mit dieser Methode zeigen, dass es
schwierig ist, zwischen einer Biofilminaktivie-
rung und einer Konzentrationsanderung des
Analyten (Acetat) zu differenzieren. EIS-Mes-
sungen beim Ruhepotential und/oder bei sehr
niedrigen Frequenzen ermdglichen eventuell
eine bessere Abgrenzung beider Vorgange.

o 04 Acetat = Mischung
§ 03 - = =
<
E02 _ =
To1] —
0.0
05 1 2 4 05 1 2 4
(\"E 04 Butyrat Propionat
S 0.3
<
Eo2
=~
0.1 c D
= = = = _ —— —_— JR—
0.0
05 1 2 4 05 1 2 4
¢/ mmol L ¢/ mmol L

Abb. 4: Chronoamperometrisches Signal des
in Abb. 1 gezeigten bioelektrochemi-
schen Sensors, Eanode: 0,397 V vs.
SHE in 50 mM Phosphatpuffer; A:
Acetat; B: dquimolare Mischung aus
Acetat, Propionat, und Butyrat, C:
Butyrat und D: Propionat. Boxen:
mittlere 50 % der Messwerte; Whis-
ker: Minimum und Maximum [18]

Die Reaktion genmodifizierter Hefezellen auf
undissoziierte Essigsdure im Nahrmedium
durch Fluoreszenz ist in Abb. 5 dargestellt. Eine
nicht dem Analyt ausgesetzte Kontrollgruppe
zeigt kein Signal.
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Abb. 5: Mikroskopische Aufnahmen der Sen-
sorhefen in An- oder Abwesenheit von
15 mM Essigsédure (BF: Hellfeld, FL:
Fluoreszenz, OL: Uberlagerung). Die
weillen Balken entsprechen 10 um. Die
Mikroskopie  erfolgte  mit  einem
Keyence Biozero 8000 (Objektiv: Plan
Apo 20x NA 0,75) bei 20-facher Ver-
gréerung.

Eine groRere Anzahl dieser genmodifizierten
Hefezellen, die in einer Durchflusszelle immo-
bilisiert sind, reagieren in gleicher Weise auf
den Kontakt mit Essigsaure, wie die entspre-
chende Kurve in Abb. 6 bestatigt. Die Zeitdauer
zwischen Erstkontakt und Anstieg des
Fluoreszenzsignals betragt mehrere Stunden.
5000
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—— 30 mM Essigsaure
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Abb. 6: Fluoreszenzsignal einer Vielzahl gen-
modifizierter Hefezellen bei Inkubation
in Essigsédure-haltigem Néhrmedium
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B) Automatisches Messsystem

Eine Besonderheit des in Abb. 3 gezeigten
automatischen Messsystems mit chromatogra-
phischer Trennung besteht in der im Split-In-
jektor fest installierten Einspritzkanile. Dadurch
wird der sonst beobachtete Verschlei? des
Septums vermieden und die Einspritzposition
variiert nicht. Am Austritt der Kanlle herrscht
somit immer die Temperatur des Injektors, die
hier auf 150 °C geregelt wird. Diese Injektion mit
heiler Kanile ermdglicht die Ausbildung
kurzerer und hoéherer Peaks, wie die
Chromatogramme in Abb. 7 belegen.

600

=~ Essigsaure
£
— 400
©
= Propionséure
0 200 Kanulentemperatur / °C
=] —— 5. 30
= — 150

0 r

3 6 7

5
Zeit / min

Abb. 7: Chromatogramme einer Kalibrierl6sung
mit der Essigsdurekonzentration 980
mg/L  und der Propionséurekon-
zentration 540 mg/L bei Einspritzung
mit kalter und heiBer Kaniile, einge-
spritztes Volumen = 21 uL.

Im automatischen Betrieb wurden Standard-
I6sungen injiziert und Chromatogramme auf-
gezeichnet, von denen Beispiele in Abb. 8
dargestellt sind. Die Resultate belegen, dass
sich Peakhdhe und Peakflache aller gemesse-
nen VFA linear zueinander andern. Die bei der
Kalibrierung gewahlten Konzentrationen bilden
sich bei Propion-, Butter- und Valeriansaure
nicht in dem Malf ab, wie es die Sensitivitat des
eingesetzten FID erwarten lasst, da es beim
Einspritzen wahrscheinlich zu einem
Siedeverzug kommt. Schwankungen von
Peakhdhe und —flache aller gemessenen VFA
zwischen  nacheinander  aufgenommenen
Chromato-grammen unterschreiten unter sonst
gleichen Bedingungen die Grenze + 12 % vom
Messwert und sind flr den geplanten Einsatz
des Messsystems ausreichend gering. Da diese
Schwankungen der einzelnen VFA-Werte
untereinander keine Korrelation aufweisen,
wirken sich zufallige Fehler beim eingespritzten
Volumen offenbar deutlich weniger aus, als die
zufalligen Fehler bei der chromatographischen
Trennung, Detektion und anschlieRenden
Peakauswertung. Um eine mdglichst lange
Standzeit der verwendeten Kapillarsaule zu
ermoglichen, wurde die Saulentemperatur im
Messbetrieb konstant gehalten.
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Abb. 8: Chromatogramme zweier Kalibrierl-
sungen mit den Essigsdurekonzentra-
tionen 120 und 60 mg/L, den Propion-
und Buttersdurekonzentrationen 6 und
3 mg/L und den Valeriansdurekon-
zentrationen 3 und 1,5 mg/L beim Ein-
spritzvolumen 25 ulL und Peakpara-
meter von 10 aufeinanderfolgenden
Chromatogrammen der Kalibrierlésung
mit 60 mg/L Essigséure

Adsorptionszeiten und Peakbreiten nehmen
wegen dieser isothermen Prozessfihrung mit
zunehmender  Retentionszeit  erwartungs-
gemal zu und die Sensitivitat fir die hoheren
VFA verringert sich geringfligig.

In Abb. 9 ist eine mit dem automatischen
Messsystem aufgenommene Tagesverlaufs-
kurve der Essigsaurekonzentration im Kon-
densat einer Biogas-Anlage dargestellt. Die
Anlage wurde bei relativ niedrigen Raum-
belastungen unter 1 kg OTS/m?3-d betrieben, so
dass im Garmedium und im Biogas nur sehr
geringe Essigsaurekonzentrationen zu erwar-
ten waren. Das Ergebnis belegt, dass die untere
Messgrenze des Systems den Nachweis im
Kondensat auch bei dieser Prozessfuhrung

noch ermdglicht.
20

@
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™
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o

Abb. 9: Typische  Tagesverlaufskurve  der
Essigsdurekonzentration im Biogas-
Kondensat einer Anlage mit geringer
Raumbelastung. (Mess. Peakfldche)

IS

c(ES im Kondensat) [mg/L]
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Zusammenfassung

Im Beitrag wurden verschiedene Ansatze vor-
gestellt, die auf die prozessnahe Messung
flichtiger Fettsduren (VFA) bei der Biogasher-
stellung gerichtet sind und sich in ihren Mess-
prinzipien als auch in ihren Parametern grund-
legend unterscheiden. Der bioelektrochemi-
sche Sensor nutzt elektroaktive Bakterien und
kann die biologisch verfligbaren Acetat-lonen
im Garmedium direkt in den gewinschten
Konzentrationsbereichen  nachweisen.  Fur
einen kunftigen grof3technischen Einsatz dieses
Sensors sind weitere Forschungsarbeiten
notwendig, die auf die Erhdhung der mechani-
schen Stabilitat des Biofilms und auf die sichere
Beurteilung der Vitalitdt der Sensorbakterien
gerichtet sind.

Das innovative Messverfahren zur Detektion
von Essigsaure unter Nutzung genmodifizierter
Hefezellen erfasst die nicht-dissoziierte Essig-
saure und ist durch eine hohe Sensitivitat und
Selektivitat gekennzeichnet. Im Vergleich zu
den anderen Ansatzen weist es relativ lange
Ansprechzeiten auf. Hier stehen weiterhin
Fragestellungen im Fokus, die die Haltbarkeit
der Sensorzellen sowie Inhaltsstoffe im Mess-
medium betreffen, die sich unglnstig auf die
Vitalitdt der Zellen auswirken kdnnen. Auch
dieses Verfahren bietet den Vorteil der selek-
tiven Messung des biologisch verfluigbaren
Anteils von Essigsaure.

Das weiterhin vorgestellte feldtaugliche auto-
matisierte Messsystem zur hochselektiven Be-
stimmung der wichtigsten VFA in Biogas-Kon-
densaten lasst sich mit Uberschaubarem Instal-
lationsaufwand an bestehende Biogasanlagen
adaptieren. Der breite Messbereich von 0,015
bis 20 g/L fir Essigsaure und von 0,001 bis
10 g/L fur die weiteren VFA ermdglicht den
Einsatz bei nahezu allen bislang bekannten
Biogas-Applikationen. Erste Betriebserfahrun-
gen zeigen, dass ein wartungsfreier Betrieb
Uber mehrere Wochen mdglich ist und das
System Uber mehrere Monate im Dauerbetrieb
eingesetzt werden kann.
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