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Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Der Aufschluss von Biomasse erreicht mit den bisher industriell eingesetzten Enzymsystemen nur geringe
Umsatzraten von Cellulose zu Glukose. Der in diesem Vorhaben eingeschlagene Weg sieht daher eine
Kombination von thermischen und enzymatischen Verfahren vor und zwar unter Einbeziehung von neuen
Enzymsystemen aus thermophilen Mikroorganismen und Pilzen. Durch Kopplung mit hydrothermischen

Aufschlussverfahren lassen sich hohe Umsatzraten erzielen.
Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Die Biomasse Roggenstroh wurde zunachst hydrothermisch durch hocherhitztes Wasser (200 °C) bei 50 bar
in einem Festbettreaktor aufgeschlossen. Dabei wurden keine weiteren Chemikalien (wie z. B. Schwefelsaure
oder Natronlauge) verwendet, um Umweltbelastungen zu vermeiden. Auflerdem war bei diesen
Hydrolysebedingungen die Bildung toxischer Nebenprodukte wie Hydroxymethylfurfural (HMF) und Furfural
stark herabgesetzt. Nach dieser hydrothermischen Behandlung lag die Hemicellulose in Form von
Oligosacchariden (Xylane) in der wassrigen Phase geldst vor. Die Cellulose befand sich im
Feststoffrickstand. Um die Cellulose und Xylane weiter zu hydrolysieren, schloss sich ein enzymatischer
Aufschluss mit neuartigen Enzymsystemen aus einer Mutante von Penicillium janthinellum V39 und
Aspergillus brasiliensis an. Eine mechanische Zerkleinerung (z. B. Mahlvorgang) des Feststoffes,
gleichbedeutend mit einem enormen Energieaufwand, war nicht notwendig. Der Xylanasekomplex aus
A. brasiliensis wandelte die Xylane in Xylose um, wahrend der Cellulasekomplex aus P. janthinellum V39 die
Cellulose in Glukose umsetzte. Die entstandenen Einfachzucker konnten durch geeignete Hefen (z. B. Pichia

stipitis) zu Ethanol vergoren werden.
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Ergebnisse und Diskussion

Die thermische Hydrolyse des Substrates Roggenstroh wurde erfolgreich durchgeflhrt. Dabei hat die
Temperatur den gréfiten Einfluss auf die Verflissigung des Substrats. Es zeigte sich, dass die Ausbeuten
der Zuckermonomere bei Behandlungsintensitaten von 210-230°C am hdéchsten sind. Hohere Intensitaten
fihren zum Abbau von Glukose und Xylose zu unerwiinschten Produkten wie Furfural und
Hydroxymethylfurfural (HMF).

Ein Festbettreaktor wurde in Betrieb genommen, der eine optimale thermische Vorbehandlung gewahrleistet.

Die Produktion cellulolytischer und xylanolytischer Enzymsysteme aus den mesophilen Pilzen Penicillium
janthinellum V39 und Aspergillus brasiliensis wurde erfolgreich induziert. Es liegen thermoaktive
Enzymkomplexe vor, die fir die Umwandlung langkettiger Saccharide zu Monosacchariden (Glukose und
Xylose) sehr gut geeignet sind. Die Umsatzraten liegen dabei bei 98,7% (Glukose aus Cellulose) bzw 99,7%

(Xylose aus Hemicellulose).

Durch Fermentationen konnte gezeigt werden, dass die ausgewahlten Pentose-fermentierenden Hefen
Xylose zu Ethanol umsetzen. Pichia stipitis ist dabei am besten geeignet. Untersuchungen zum Abbau der
Zuckermonomere zeigten, dass wahrend der Co-Fermentation von Saccharomyces cerevisiae mit den

Xylose-fermentierenden Hefen Glukose und Xylose zu Ethanol fermentiert werden.
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Fazit

Die Meilensteine des Projekts konnten erfolgreich erarbeitet werden. Mit dem vorliegenden Verfahren und

den eingesetzten Enzymsystemen konnte Roggenstroh effizient hydrolisiert und fur die alkoholische Garung

eingesetzt werden.
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Zusammenfassung

Die Nutzung nachwachsender Rohstoffe zur Gewinnung von Bioethanol stellt eine wichtige
MalRnahme zur Verringerung der Abhangigkeit von fossilen Rohstoffen und zur Reduktion
des klimaschadigenden Treibhausgases CO, dar. Das in diesem Projekt verwendete Rog-

genstroh erscheint als viel versprechender nachwachsender Rohstoff.

Die Versuche zur thermischen Vorbehandlung der Substrate Roggenstroh und Roggensilage
konnten im Institut fGr Thermische Verfahrenstechnik erfolgreich durchgefihrt werden. Durch
die Anpassung der Parameter Temperatur, Verweilzeit, Substratkonzentration und CO,-
Sattigung sind verschiedene Betriebsbedingungen eingestellt worden. Den grof3ten Einfluss
auf die Verflissigung des Substrats hatte dabei die Temperatur. Die Kinetik der Hydrolyse-
reaktionen konnte durch ein vereinfachtes Reaktionsmodell erfolgreich beschrieben werden.
Es hat sich gezeigt, dass bei mittleren Behandlungsintensitaten die Ausbeuten der fermen-
tierbaren Zuckermonomere am hdchsten waren (210-230°C). Bei héheren Intensitaten sind
die Glukose- und Xylosemolekile sehr schnell zu unerwiinschten Produkten wie Furfural und
Hydroxymethylfurfural abgebaut worden. Die Hemicellulose hat sich tendenziell etwas leich-
ter hydrolysieren lassen als die Cellulose. Prozentual sind die Ausbeuten an Monomeren,
bezogen auf die theoretisch méglichen, relativ gering. Da aber das Substrat an sich zu einem
hohen Prozentsatz verflissigt werden konnte, ist davon auszugehen, dass sich eine Vielzahl
an Oligomeren in den Proben befindet. Diese Oligomere sind besser als Monomere vor
thermischem Zerfall geschitzt und kénnen wahrend der Garung durch die zugegebenen
Enzymkomplexe weiter monomerisiert werden; entscheidend hierbei ist, dass diese Moleklle
durch die Verflissigung aus dem Verbund der Lignocellulose geldst und daher zuganglich
sind. Um den Erfolg der Versuche anhand der Oligomerkonzentrationen der Hydrolysate
beurteilen zu kdnnen, ist eine zuverlassige Oligomer-Analytik vonnéten, welche im Institut fur

Technische Mikrobiologie etabliert wurde.

Fur die enzymatische Hydrolyse des hydrothermisch vorbehandelten Roggenstrohs wurde
der mesophile Pilz Penicillium janthinellum mutagenisiert. Das Ziel war, durch spontan auf-
tretende Mutationen, eine im Vergleich zum Wildtyp gesteigerte Produktion von extrazellula-
ren Enzymen zu erreichen. Die Mutante V39 zeigt eine gesteigerte cellulolytische Aktivitat,
wobei vor allem die Aktivitat der B-Glukosidase sehr hoch ist. Aulkerdem wurden die extrazel-

lularen Enzyme von Aspergillus brasiliensis CBS 121619 verwendet.

Penicillium janthinellum V39 und Aspergillus brasiliensis wurden auf geeigneten Medien an-

gezogen. Die Produktion cellulolytischer Enzyme konnte induziert werden indem P. janthinel-

lum V39 in Minimalmedium mit Griinschnittpellets als alleinige Kohlenstoff-Quelle kultiviert

wurde. Die Produktion des Xylanase-Komplexes von A. brasiliensis konnte durch eine An-
1
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zucht in Minimalmedium mit 1% Birken-Xylan (Sigma) als einzige Kohlenstoff-Quelle indu-
ziert werden. Der Cellulase-Komplex von P. janthinellum V39 wurde erfolgreich fir den Ab-
bau der Cellulose genutzt wahrend der Xylanase-Komplex von A. brasiliensis erfolgreich flr
den Abbau der Hemicellulose genutzt wurde. Die Temperatur-Optima der Enzymkomplexe
betragen fur P. janthinellum V39 50°C und flr A. brasiliensis 75°C. Die pH-Optima liegen in
beiden Fallen bei pH 5.0. Der Umsatz des Cellulose-Anteils zu Glukose durch den Cellulase-
Komplex aus P. janthinellum V39 sowie der Umsatz des Xylan-Anteils zu Xylose durch den
Xylanase-Komplex aus A. brasiliensis lag jeweils bei Uber 98%. Somit liegen thermoaktive
cellulolytische und xylanolytische Enzymkomplexe vor, die eine hohe Aktivitat auf hydro-
thermisch aufgeschlossenem Roggenstroh zeigen und fiir die Biokonversion sehr gut geeig-
net sind. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass der Xylanasekomplex aus A. brasiliensis
durch Druck stabilisiert werden konnte und auch bei Temperaturen tber 75°C nach einer

Stunde noch aktiv war.

Die Vergarung der bei der Hydrolyse freigesetzten Zuckermonomere zu Ethanol wurde unter
Einsatz verschiedener Hefen untersucht. Die Fermentationen zeigten, dass Glukose und
Xylose von Saccharomyces cerevisiae und Pentose-fermentierenden Hefen zu Ethanol um-
gesetzt werden. Zusatzlich wurden Co-Fermentationen durchgefihrt, die zeigten, dass S.
cerevisiae das Wachstum der Xylose-fermentierenden Hefen nicht beeinflusst und auch kei-
ne Hemmung durch die Pentose-fermentierenden Hefen auf das Wachstum von S. cerevisi-
ae zu beobachten ist. Die Hefen sind in der Lage, Glukose und Xylose wahrend der Co-
Fermentation zu Ethanol umzusetzen. Der analytische Nachweis fur die Vergarung der Zu-

ckermonomere zu Ethanol wurde erfolgreich etabliert.
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1 Anlass und Zielsetzung des Projekts

In Anbetracht des tendenziell steigenden Rohélpreises, zukiinftiger Olverknappung, Abhan-
gigkeit von 6lfordernden Krisenregionen und vor allem der klimaschadlichen CO,-Emissionen
aus fossilen Brennstoffen ist es notwendig geworden neue, regenerative Energiequellen zu
erschlieRen. Einer dieser alternativen Kraftstoffe, der in den letzten Jahren stark an Bedeu-
tung gewonnen hat, ist Bioethanol. Bioethanol, das aus nachwachsenden Rohstoffen ge-
wonnen wird, l8sst sich mit Benzin mischen und kann in herkdmmlichen Ottomotoren mit
einem Anteil von bis zu 20% verbrannt werden. Sogenannte Flexi-Fuel-Vehicles (FFV), die
einen modifizierten Motor besitzen, kdnnen mit Ethanolgehalten von bis zu 95% betrieben
werden, aber auch herkdmmliches Benzin nutzen. Dazu wurde vom Europaischen Parlament
eine Richtlinie erlassen, die seit 2006 einen zweiprozentigen Mindestanteil der Biokraftstoffe
als Beimischung im Verkehrssektor vorsieht [2]. Bis 2010 sollen 5,75% erreicht sein. Diese
Zahlen beziehen sich auf den Energieinhalt der Ersatzstoffe. Langfristig (bis 2020) wird eine
20%ige Substitution konventioneller durch alternative Kraftstoffe im Bereich des StralRenver-

kehrs angestrebt.

Da Bioethanol ein 100%ig biogener Kraftstoff ist, kann der CO,-Kreislauf als geschlossen
angesehen werden. Beim Verbrennen von Bioethanol entsteht nur soviel Kohlendioxid, wie
der pflanzliche Rohstoff wahrend des Wachstums durch die Photosynthese gebunden hat.
Im Vergleich zu fossilen Brennstoffen ist Ethanol aus Pflanzen klimaneutral und tragt nicht

zum anthropogenen Treibhauseffekt bei.

Als Substrat fur die Produktion kommen verschiedene Rohstoffe wie zum Beispiel Zuckerri-
ben, Mais, Kartoffeln oder auch Zuckerrohr in Frage. Zusatzlich eignen sich auch Abfalle aus
der Landwirtschaft wie Stroh, Stangel, Halme oder auch Sagespane und Mulch; Bioethanol
aus letzteren Rohstoffen wird allgemein als Biokraftstoff der zweiten Generation bezeichnet

und hat den Vorteil, nicht mit der Nahrungsmittelindustrie zu konkurrieren.

Im Rahmen des Projekts wird Roggenstroh als Substrat verwendet, da es im Vergleich zu
anderen Substraten einige Vorteile aufweist. Zum einen ist Roggenstroh ginstig, zum ande-
ren verfugt es Uber einen relativ hohen Zuckergehalt, welcher wiederum nahezu ausschliel3-
lich auf Glukose (43,6%) und Xylose (20%) zurtuckgeht. Aus wirtschaftlicher Sicht bietet sich
Roggenstroh ebenso an, da in Deutschland bereits eine gewisse Anbauerfahrung vorhanden
ist und Roggen eine relativ anspruchslose Nutzpflanze ist, welche auch auf schwéacheren
Bdden angebaut werden kann (z. B. durch ,Direktsaat-Methoden®, die eine weitere Einspa-
rung von Energie- und Arbeitsaufwand bedeuten wirden). Ferner ist die Nachfrage in

Deutschland niedriger als das Angebot.
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Ziel des Projekts war es, Roggenstroh durch thermische und enzymatische Hydrolyse aufzu-

schlielen. Die Verfahren werden im Folgenden kurz beschrieben.

Thermische Vorbehandlung: Die thermische Vorbehandlung des Substrats mit Wasser unter
erhdhten Dricken und Temperaturen dient hauptsachlich zur Konditionierung der Biomasse
fur eine nachgeschaltete enzymatische Hydrolyse. Durch die Vorbehandlung wird eine Erho-
hung der Porositat sowie der spezifischen Oberflache des Substrats gewahrleistet, so dass

dieses fur die folgende Enzymbehandlung leichter zuganglich ist.

Enzymatische Konversion: Fir die enzymatische Umwandlung von thermisch vorbehandel-
tem Roggenstroh in die Monosaccharide Glukose und Xylose sollten geeignete Enzymsys-
teme gefunden werden, die einen hohen Umsatz der Cellulose und Hemicellulose bewerk-

stelligen.

Thermisch-enzymatische Behandlung: Als neuartiges Verfahren wurde der thermisch-
enzymatische Aufschluss untersucht, indem aus thermophilen Mikroorganismen isolierte

Enzymsyteme zum Einsatz kamen.

Fermentation: Durch Fermentationsversuche wurde gezeigt, dass die ausgewahlten Pento-
se-fermentierenden Hefen Xylose zu Ethanol umsetzen. Eine Co-Fermentation von Pentose-

fermentierenden Hefen und S. cerevisiae wurde etabliert.
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2 Material und Methoden
2.1 Eingesetzte Substrate

Fir die thermische und thermisch-enzymatische Hydrolyse wurde als Substrat Roggenstroh
verwendet, das von der Firma Cordes-Grasberg (Grasberg) bezogen wurde. Da es norma-
lerweise als Streu flr Pferdestalle verwendet wird, liegt es bereits gehackselt vor. Das Rog-
genstroh wurde mit Hilfe einer Labor-Schneidmuhle (Fa. IKA, MF 10 basic) auf eine Korn-
grofie <500 um zerkleinert. Das entstehende Mahlgut wurde anschlieRend mit einem Sieb in
ein Feingut (<90 pm) und ein Grobgut (90-500 uym) aufgetrennt. Fur die kontinuierlichen Hyd-
rolyseversuche kam lediglich das Feingut zum Einsatz. Flr einige diskontinuierliche Versu-

che wird auch auf das Grobgut zurickgegriffen.

Da die Zerkleinerung des Strohs einen erheblichen zeitlichen Aufwand bedeutet, wurde eine
zweite Charge des Roggenstrohs bei der Firma Microtec, Bobingen, auf die gewiinschte Par-

tikelgréRe fremdvermanhlen.

In einigen Versuchen wurde auflerdem Roggensilage eingesetzt (Bezugsquelle: Firma Ma-
schinenring Harburg, Buchholz). Die Silage aus der Roggenganzpflanze stammte von einem
Hof aus Welle und wird normalerweise als Tierfutter verwendet. Da die Roggensilage einen
sehr hohen Feuchtegehalt aufwies, wurde sie zunachst flir 24 h bei 60°C im Trockenschrank
gelagert. Die getrocknete Silage wurde dann analog zum Roggenstroh gemahlen, gesiebt

und das Feingut fur die Versuche eingesetzt.

2.2 Eingesetzte Enzyme

Far die diskontinuierlichen Versuche zum thermisch-enzymatischen Aufschluss wurde eine
kaufliche Cellulase (Endoglucanase) aus dem thermophilen Mikroorganismus Talaromyces
emersonii verwendet. Dieses Enzym hat sein Temperatur-Optimum bei 70°C und ein pH-
Optimum von 4,5-4,6. Pro Versuch wurden 10 ml der Enzymlésung mit der Gesamtkonzent-
ration von 1000 Units (nach BCA-Standard [3]) zur Roggenstrohsuspension hinzugegeben.

Das Enzympraparat stammte von der Fa. Megazyme International Ltd., Irland.

Zudem wurden eigene Enzymsysteme eingesetzt, die aus Fermentationsiberstanden im 2 L-
Malstab im Institut fur Technische Mikrobiologie an der TU Hamburg-Harburg stammen.
Dabei handelte es sich um Cellulasekomplexe aus den thermophilen Pilzen Corynascus he-
terothallicus (DSM-Nr.: 1807) und Talaromyces emersonii (DSM-Nr.: 2432) und aus den me-
sophilen Pilzen Aspergillus brasiliensis (CBS121619) sowie Penicillium janthinellum V39, der

im Rahmen eines Unterauftrages zur Verfiigung gestellt wurde.
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Neben den nativen Enzymsystemen aus Pilzen wurden auch rekombinante Cellulasen aus
Bakterien getestet. Dies geschah im Rahmen des DBU-Projektes ,ldentifizierung, Charakte-
risierung und Bereitstellung von thermostabilen Cellulasen zum Einsatz in einem kombinier-
ten Verfahren zum thermisch-enzymatischen Aufschluss von Cellulose fur die Bioethanoler-

zeugung“ (Thermocellulasen, AZ 13160).

Diese nativen Enzymkomplexe und rekombinanten Enzyme wurden auch fur den zeitlich

getrennten thermisch-enzymatischen Abbau des Roggenstrohs getestet.

2.2.1 Mutagenese und Kultivierung von Penicillium janthinellum

Die industrielle Herstellung cellulolytischer Enzyme erfolgt in erster Linie durch Trichoderma-,
Penicillium- und Aspergillus Stamme. Cellulasen werden induktiv gebildet und als extrazellu-
lare Enzyme ins Kulturmedium abgegeben. Die vorliegenden Untersuchungen konzentrieren

sich auf die Enzymbildung bei P. janthinellum.

Der mutierte Stamm von Penicillium janthinellum V39 wurde von der Fachhochschule Lau-
sitz, Senftenberg, zur Verfliigung gestellt und wurde durch Kombination von chemischer Mu-

tagenese (Ethyl-Methyl-Sulfonate) und UV-Bestrahlung gewonnen [4].

Durch eine geeignete Kultivierung konnte die Cellulase-Produktion zusatzlich gesteigert wer-
den. Als Induktoren dienen neben der Cellulose wahrscheinlich die Disaccharide Cellobiose
und Sophorose, wahrend Glukose zur Repression der Biosynthese flhrt. Aus Arbeiten von
Schulz und Hirte [5] ist zudem bekannt, dass verschiedene in pflanzlichen Griinschnittpellets

enthaltene Wirkstoffe die Enzymbildung férdern.

Die Kultivierung des Pilzes wurde wie in Schulz et al. beschrieben durchgefiihrt [5, 6]. Das
dabei verwendete GAS-Medium (Griinmehl-Ammoniumsulfat) enthielt 1-3% Heweten 20 und
20 Vol% Grinmehlhydrolysat bei einem pH-Wert von 5,3. Wahrend der Fermentation betrug
die Temperatur im Kulturgefald 28°C bei ca. 600 U/min. Der Kultivierungszeitraum betrug ca.
15 Tage. Beimpft wurde mit 10" Sporen einer 7 Tage alten Vorkultur. Die Inkubation der
Stammkulturen erfolgte in Petrischalen auf Potato-Dextrose-Agar (PDA) (0,4% Potato- Ex-
trakt, 2% Glukose, 1,5% Agar, pH 5,6). Die entsprechenden Griinschnittpellets (Klee, Luzer-

ne, Mais, Wiesengras) wurden von Futtermittelwerken bezogen.

Die Enzympraparate wurden wie folgt aufgearbeitet. Nach Abschluss der Kultivierung wurde
das Mycel, einschlieRlich Medienriickstande, durch Filtration vom Kulturiiberstand separiert.
Dieser Kulturtiberstand wurde bei -80°C eingefroren und anschliefiend bei RT aufgetaut. Die
Kulturbriihe wurde erneut filtriert und mittels Ultrafiltration um den Faktor 10 eingeengt. Das

Konzentrat wurde bei -80°C eingefroren und anschlielend lyophilisiert.

6
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Im KulturGberstand, wie auch im Lyophilisat wurde auf folgende Art und Weise die Enzymak-
tivitat bestimmt. Die Messung der Gesamtcellulase-Aktivitat erfolgte nach Mandels et al. [7].
Die Bestimmung der R-Glukosidase erfolgte mittels 1,2 mM pNP-glucopyranosid (4-
Nitrophenyl-3-D-glucopyranosid, C1,HsNOg von Sigma Aldrich) in 50mM Na-Acetat Puffer
pH 5,0. Als Stopplésung diente eine (1 M Na,CO; von Roth) Lésung. Die Reaktionen wurden
jeweils mit 500ul 1 M Na,CO; gestoppt. Fir die Bestimmung der Enzymaktivitat wurden zwei
parallele Ansatze vorbereitet, die jeweils 200 pul Enzymprobe und 800 yl Substrat enthielten.
Die Extinktionen wurden zum einen nach 2 Minuten bei 40°C Inkubation und zum anderen
nach 12 Minuten bestimmt (Wellenlange von A = 405 nm). Die Enzymaktivitat der Exogluca-
nase erfolgte mittels 1,2 mM pNP-cellobiosid (4-Nitrophenyl-3-D-cellobiosid, C4gH25NO43 von
Sigma Aldrich) in 50mM Na-Acetat Puffer pH 5,0. Als Stoppldsung diente eine (1 M Na,CO;
von Roth) Lésung. Die Reaktionen wurden jeweils mit 500ul 1 M Na,CO; gestoppt. Das Sub-

strat wurde immer frisch hergestellt oder bei -20°C gelagert.

2.2.2 Aktivitatsmessung der cellulolytischen Enzyme aus Penicillium janthinellum

Die Messung der Cellulaseaktivitat erfolgte zunachst im Filterpapiertest (FPU Assay accord-
ing to Fermentation Commission, IUPAC, changed to Commission on Biotechnology, JU-
PAC, prepare a document prescribing standard assay procedures for cellulase enzyme sys-
tem: Cellobiase Assay; Filter Paper Assay for Saccharifying Cellulase; Carboxymethyl Cellu-
lase Assay for Endo-3-l, 4-glucanase; Additional Assay Procedure for Endoglucanase; Eval-

uation of Cellulase under Process Conditions [8]).

2.2.3 Kultivierung von Aspergillus brasiliensis

Die Anzucht von A. brasiliensis auf unterschiedlichen C-Quellen hat gezeigt, dass eine An-
zucht in Minimalmedium mit 1% Birken-Xylan (Sigma) als alleinige C-Quelle die Produktion
des Xylanase-Komplexes am starksten induzierte (Abb. 24). Der Pilz wurde 6 Tage bei 28°C
und 220 rpm kultiviert. AnschlieRend wurde durch Filtration das Pilzmycel vom Medium ge-
trennt. Die im Medium befindlichen Enzyme wurden durch eine fraktionierte Ammoniumsul-
fatfallung (30-90%) gefallt und konzentriert.

2.2.4 Aktivitatsmessung der xylanolytischen Enzyme aus Aspergillus brasiliensis

Die Messung der Units erfolgte nach BCA-Standard mit Birken-Xylan (Sigma) als Substrat
[3].

2.3 Experimenteller Aufbau

Kontinuierlich betriebener Rohrreaktor: Fir die Durchfiihrung der kontinuierlichen Hydrolyse-

versuche mit heilem Wasser unter erhdhten Driicken und Temperaturen wurde eine neue

7
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Apparatur aufgebaut, deren FlieRschema Abb. 1 zu enthehmen ist. Mit dieser Anlage waren
kontinuierliche Hydrolyseversuche mit verschiedenen Substraten mdglich. Die kleingemahle-
nen Substrate wurden zu diesem Zweck als Feedsuspension vorgelegt und mit Hilfe der
Feedpumpe durch einen elektrisch beheizten Vorwarmer geleitet. Hierbei war darauf zu ach-
ten, dass das Feed nicht derart stark vorgewarmt wird, dass die Hydrolysereaktion bereits
einsetzt. Am Mischpunkt traf das vorgeheizte Feed auf einen heillen Wasserstrom, welcher
wiederum mittels der Wasserpumpe der Vorlage entnommen und durch zwei weitere elektri-
sche Vorwarmer stark aufgeheizt wurde. Durch den Mischvorgang kam es zu einem schlag-
artigen Anstieg der Temperatur. Die Lésung durchlief dann den Reaktor, in dem die eigentli-
che Hydrolysereaktion stattfand. Der Reaktor war als kontinuierliches Strémungsrohr ausge-
legt und bestand aus mehreren gewickelten Viertelzoll-Edelstahlrohren, welche Uber Hoch-
druckverschraubungen miteinander verbunden waren. Der Reaktor befand sich in einem
Elektro-Ofen, um isotherme Reaktionsbedingungen gewahrleisten zu kénnen. Die ge-
wulnschte Verweilzeit im Stromungsreaktor konnte durch die Variation der Forderleistung der
Pumpen und/oder durch den Ein- bzw. Ausbau einzelner Reaktorelemente angepasst wer-
den und lag im Bereich zwischen wenigen Sekunden und ca. 15 Minuten. Nach dem Austritt
aus dem Reaktor wurde das Reaktionsgemisch in einem wassergekuhlten Doppelrohrwar-
medlbertrager auf Umgebungstemperatur abgekihlt, wodurch die Hydrolysereaktion zum
Erliegen kam. Uber das federbelastete Uberstromventil wurde der gewlinschte Betriebsdruck
eingestellt. Nach dem Passieren des Ventils lag das Reaktionsgemisch drucklos vor, so dass
das Hydrolysat aufgefangen und Proben zur weiteren Analyse gezogen werden konnten. Die
auftretenden Massenstrome wurden wahrend des Betriebes mit Hilfe von Waagen und einer
Stoppuhr gemessen und notiert. Die resultierende Verweilzeit im Reaktor konnte unter Be-
ricksichtigung der Verdiinnung am Mischpunkt, der Dichteanderung des Mediums unter Be-
triebsbedingungen, des Reaktorvolumens und der ermittelten Massenstrome bestimmt wer-

den.
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Abb. 1: FlieRschema der kontinuierlichen Hydrolyseapparatur

Uber einen Mehrkanalregler lieRen sich die gewiinschten Temperaturen fiir den Reaktorofen
sowie die drei elektrischen Vorwarmer einstellen. Die resultierenden Temperaturen innerhalb
der Apparatur wurden wahrend des Betriebes an diversen Stellen mit Hilfe von NiCr/Ni-

Thermoelementen gemessen und Uber eine eigens entwickelte Software ausgegeben.

Sollte Kohlendioxid wahrend der Versuchsdurchfliihrung als Katalysator eingesetzt werden,
so wurde dieses dem TUHH-internen Netz entnommen, verflissigt und in einem CO,-
Autoklaven vorgelegt. Mittels einer HPLC-Pumpe und eines Massendurchflussmessgerats

(Rheonik) liel sich das CO; in der gewunschten Menge dem Heil3wasserstrom zuspeisen.

Als Feedlésung wurden einprozentige (10 g Substrat in 1 L Wasser) Substratsuspensionen
eingesetzt. Diese relativ stark verdiinnten Lésungen war erforderlich, um eine pumpfahige
Suspension gewahrleisten zu kénnen. Als Suspendierhilfe wurden der Feedlésung 0,05 g/l

Triton-X beigemengt.

Diskontinuierlich betriebener Rihrkessel: Der in Abb. 2 dargestellte Batchreaktor mit einem
Innenvolumen von 250 mL wurde fiir die Durchfiihrung der thermisch-enzymatischen Versu-

che verwendet. Der Reaktor bestand aus einem zylindrischen Stahlmantel mit einer heraus-
9
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nehmbaren Teflonauskleidung. Der Deckel wurde mittels eines Kegelflanschverschlusses
und zweier Griffschrauben befestigt. Der Reaktor konnte durch einen Heizmantel auf Tempe-
raturen bis zu 240°C aufgeheizt werden. Im Deckel waren ein in den Reaktor hineinragender
Temperaturfihler und ein Manometer angebracht. Ein weiterer Temperaturfihler befand sich

im Heizmantel. Beide Temperaturfuihler waren mit einer Temperaturregeleinheit verbunden.

Thermoelement

ok l
K rin 1Y
| Probennahme
{~e] 1
\ ‘ 1
' \ ()  Kompressor
() HPLC-Pumpe
PN ‘ ~1 ‘ '-.I
o /] j ] Co,
Enzymlosung Batch-Reaktor

Abb. 2: FlieRschema der diskontinuierlichen Hydrolyseapparatur

Fir die Homogenisierung des Reaktorinhaltes wurden ein Rihrstdbchen und ein im Boden
des Heizmantels integrierter Magnetriihrer eingesetzt. Durch ein Deckelventil konnte der
Behalter an eine Stickstoffflasche oder einen CO,-Kompressor angeschlossen werden, um

den gewlnschten Betriebsdruck im Inneren des Autoklaven (max. 100 bar) zu erreichen.

Zu Beginn des Versuches wurde der Behalter mit max. 200 mL entionisiertem Wasser und
der gewinschten Menge Stroh sowie 0,05 g/L Triton-X beflillt. Die maximal einsetzbare Sub-
stratkonzentration betrug ca. 7%, da hdhere Feststoffanteile nicht mehr dauerhaft rihrbar

sind.

Durch Anziehen der Griffschrauben wurde der Reaktor verschlossen. Es wurde ein geringer
Uberdruck von einigen bar eingestellt, damit sich beim Aufheizen des Reaktors die Teflon-
auskleidung nicht verformt. Die gewlinschte Temperatur wurde mit Hilfe der Regeleinheit
eingestellt. Nach Erreichen der Zieltemperatur wurde der Druck durch langsame Zugabe von

Stickstoff oder Kohlendioxid erhdht. In den meisten Fallen wurde CO, verwendet, um den

10
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gewiinschten Uberdruck zu erzielen, da sich unter Betriebsbedingungen durch die Bildung
von Kohlensaure ein pH-Wert von ca. 3 einstellt, der fur die verwendeten Enzyme gut geeig-

net war [9].

Das Aufheizen auf Reaktionsbedingungen nahm je nach Zieltemperatur eine gewisse Zeit in
Anspruch. Es wurde festgelegt, dass die Reaktionszeit dann beginnt (t = 0), wenn der Reak-
tor die gewlinschte Temperatur erreicht hat. Die Aufheizzeit wurde somit nicht als Bestandteil
der Reaktionszeit angesehen. Bei der Durchfiihrung thermisch-enzymatischer Versuche war
dieser Effekt jedoch zu vernachlassigen, da die Enzymldsung erst nach Erreichen der ge-

wlnschten Betriebsbedingungen tber eine HPLC-Pumpe in das System gespeist wurde.

Nach Ablauf der gewlnschten Reaktionsdauer konnten tber ein weiteres Deckelventil mittels
eines Tauchrohrs aus der Flussigphase Proben enthommen werden. Um die Reaktion abzu-
brechen, wurden die Proben in einem Aceton-Trockeneis-Gemisch abgekihlt und bis zur

Analyse im Kuhlschrank aufbewahrt.

Semi-kontinuierlich betriebener Festbettreaktor: Aufbauend auf den Versuchsergebnissen,
die mit dem diskontinuierlich betriebenen Rihrkessel und dem kontinuierlich betriebenen
Rohrreaktor gewonnen wurden, konnten zwei Festbettreaktoren in Betrieb genommen wer-
den. Die semikontinuierliche Prozessfuhrung des Festbettreaktors vereinte im Gegensatz zu
den beiden anderen Reaktortypen wesentliche Vorteile. Einerseits waren lange Verweilzeiten
der Biomasse leicht realisierbar, andererseits wurden geléste Zucker aus dem Reaktor
transportiert, ohne dass unerwiinschte Abbauprodukte entstanden sind. Dariliber hinaus
musste die Biomasse nicht unndétig zerkleinert werden, so dass Substratkonzentrationen

hoéher als 7% leicht erreicht werden konnten.

11
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Abb. 3: FlieRschema des semikontinuierlich betriebenen Festbettreaktors (50 ml)

Der in Abb. 3 dargestellte Labor Festbettreaktor hatte ein Volumen von 50 ml und konnte

durch einen elektrischen Ofen auf bis zu 350°C aufgeheizt werden.

Das Reaktionsmedium, in diesem Fall reines Wasser, wurde durch den Festbettreaktor ge-
pumpt und sofort nach dem Verlassen des Ofens gekihlt und entspannt. NiCr/Ni-
Thermoelemente am Ein- und Ausgang des Reaktors erlaubten eine exakte Beschreibung
des Temperaturverlaufs im Reaktor. Der Betriebsdruck wurde durch einen Vordruckregler (1

— 100 bar) nach der Kuhleinheit eingestellt.

Ausgehend von den Ergebnissen des 50 ml Festbettreaktors wurde ein 1000 ml Festbettre-
aktor im Technikum der TU Hamburg-Harburg aufgebaut. Abb. 4 zeigt das FlieRbild des An-
lagenaufbaus. Beheizt wurde der Reaktor durch ein elektrisches Heizband das Temperatu-
ren bis zu 300°C ermoglichte. Das Wasser konnte mit Hilfe eines Beipasses auf die ge-
wlnschte Temperatur erwarmt werden. Dazu wurde im Wesentlichen der experimentelle

Aufbau des kontinuierlich betriebenen Rohrreaktors verwendet.
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Abb. 4: FlieRschema des semikontinuierlich betriebenen Festbettreaktors (1000 ml)

2.4 Analytik

Die Analytik der Hydrolysat-Zusammensetzungen wurde im Institut flir Technische Mikrobio-
logie und im Zentrallabor der TU Hamburg-Harburg vorgenommen. Es wurden in der Regel
drei verschiedene Analysen durchgefiihrt, welche im Folgenden kurz beschrieben werden

sollen.

HPLC-Kohlenhydrat-Analyse (Institut fir Technische Mikrobiologie): Die verwendete HPLC-
Saule Aminex HPX-42A (BioRad) erlaubte den Nachweis aller relevanten Zuckermonomere
(Cellobiose, Xylobiose, Glukose, Xylose und Arabinose) sowie der Abbauprodukte HMF und
Furfural. Zusatzlich ermdglichte sie den quantitativen Nachweis von Oligosacchariden bis zu

einem Polymerisationsgrad von Dp 20.

HPLC-Ethanol-Analyse (Institut fir Technische Mikrobiologie): Die flir den Nachweis von
Ethanol verwendete HPLC-Saule Aminex HPX-87H (BioRad) ermdglichte zusatzlich den

Nachweis der Zuckermonomere Glukose und Xylose.
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DOC-Bestimmung (Zentrallabor der TUHH): Die Bestimmung des DOC (dissolved organic
carbon = geldster organischer Kohlenstoff) diente zur Berechnung der Substratverflissigung
(f) geman Gleichung (1).

_ DOC

- TOC W

wobei TOC = total organic carbon (gesamter organischer Kohlenstoff des Ausgangssub-

strats, festgelegt Uber die Substratkonzentration (i.d.R. 1%), deren Trockenmasse (95,75%)
sowie Kohlenstoffgehalt (498,9 g/kg)).
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Zusammensetzung verwendeter Substrate

In Tab. 1 ist die Zusammensetzung der Substrate Roggenstroh und Roggensilage aufge-
fuhrt. Das Roggenstroh verfugte Uber einen hohen Zuckergehalt (67%), welcher nahezu
ausschliel3lich auf Xylose (20%) und Glukose (43,6%) zurickzufihren war. Der Gehalt von

Lignin am Roggenstroh betrug 22%.

Die Roggensilage hatte eine dhnliche Zusammensetzung wie das Roggenstroh, jedoch war
der Zuckergehalt 10 Prozentpunkte niedriger. Dies liegt darin begriindet, dass ein Teil der
Kohlenhydrate bereits zu Milchsdure umgewandelt wurde. Deswegen wurde der Grofiteil der

Versuche mit Roggenstroh durchgefihrt.

Die Zusammensetzung des Roggenstrohs zeigt, dass die Gehalte an Mannose und Galakto-

se im Vergleich zur Xylose nahezu vernachlassigbar sind.

Da der Gehalt an Arabinose ebenfalls gering war, wurde dieser Zucker in der Auswertung
zunachst nicht bericksichtigt. Stattdessen wurden lediglich die Monomere Glukose und Xy-

lose betrachtet.

Tab. 1: Zusammensetzung der verwendeten Substrate (Analyse der Bundesforschungsanstalt fur

Forst- und Holzwirtschaft)

Zuckerbestimmung [%]
Probe Hydrolyse- | X Zucker | Xylose | Glukose [Mannose|Galactose|ArabinoseRamnose| Summe
riickst. [%] [abs. %] |[% abs.] | [% abs.] | [% abs.] | [% abs.] | [% abs.] | [% abs.] | [% abs.]
Roggenstroh
22,0 67,0 20,0 | 43,6 0,4 0,7 2,4 _ 89,0
(1. Charge)
Roggensilage 15,7 571 13,6 39,9 0,4 0,5 2,7 _ 72,9

3.2 Thermische Vorbehandlung
3.2.1 Roggenstroh

In Abb. 5 sind die Ergebnisse der kontinuierlichen Hydrolyseversuche von einprozentiger
Roggenstrohsuspension in Abhangigkeit des Gewichtungsfaktors R, aufgetragen. Die Sub-
stratverflissigung bei der thermischen Hydrolyse nahm sowohl mit der Temperatur als auch

mit der Reaktionszeit zu. Um die unterschiedlichen Kombinationen aus Temperatur und
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Verweilzeit zu vereinheitlichen, konnte der Gewichtungsfaktor Ry (engl. severity factor) ver-

wendet werden, der fur eine reine Wasserbehandlung definiert ist als:

R, :t~exp(T _looj (2)

mit t = Reaktionszeit in min und T = Temperatur in °C [10].

Der Verflussigungsgrad f nahm mit zunehmender Behandlungsintensitat zu, da vermehrt
intra- und intermolekulare Bindungen gespalten wurden. Eine zusatzliche Sattigung des Re-

aktionsmediums mit CO flihrte nicht zu einer signifikanten Steigerung der Verflissigung.
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Abb. 5: Verflissigungsgrad von einprozentiger Roggenstroh-Suspension im kontinuierlichen Betrieb
bei 100 bar in Abhangigkeit der Behandlungsintensitat

Theoretisch bewirkte das Einlésen von CO; in das nahekritische Wasser eine Erniedrigung
des pH-Wertes und somit eine Beschleunigung saurekatalysierter Hydrolyseschritte, jedoch
war im untersuchten Druck- und Temperaturbereich kein katalytischer Effekt des Kohlendi-
oxids zu beobachten. Auch anhand von Literaturdaten lieRen sich keine einheitlichen
Schlussfolgerungen bezliglich des Einflusses von CO, als Katalysator der Hydrolysereaktion
in heilem Wasser ziehen: Die Forschungsgruppe um van Walsum beschaftigte sich mit der
thermischen Hydrolyse verschiedener Substrate im Batch-Betrieb und untersuchte den Ein-

fluss von CO, auf die Hydrolyse-Ergebnisse [11, 12]. Bei der Hydrolyse von Maisstroh lieRen
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sich die Xylose-Ausbeuten durch die Zugabe von CO, zum nahekritischen Wasser deutlich
steigern [11]. Bei analogen Untersuchungen mit Espenholz als Substrat konnte jedoch kein

positiver Effekt des Kohlendioxids auf die Hydrolysereaktion nachgewiesen werden [12].

Da sich bei den eigenen Untersuchungen kein positiver Effekt des Kohlendioxids zeigte,

wurde in den folgenden Abbildungen auf eine Kennzeichnung der CO,-Versuche verzichtet.

Eine hohe Verflissigungsrate des Substrats war nicht zwangslaufig gleichbedeutend mit den
besten Versuchsergebnissen, wie ein Blick auf Abb. 6 verdeutlicht. In der Darstellung ist zu
beachten, dass 50 mg/l die untere Nachweisgrenze der Monomeranalytik darstellte. Die Xy-
losekonzentration stieg ab einem log(Ro)-Wert von 3,5 stark an, erreichte bei ca. 4 ein Maxi-
mum, um dann wieder stark abzufallen, wahrend die Glukose in einem breiteren Bereich
entstand, allerdings nicht so hohe Konzentrationen erreichte. Das ist damit zu erklaren, dass
die Hemicellulose wesentlich einfacher zu hydrolysieren war, wahrend die Cellulose durch

ihre kristallinen Bereiche nicht komplett monomerisiert werden konnte.
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Abb. 6: Konzentration der Zuckermonomere Xylose und Glukose bei der thermischen Behandlung
von einprozentiger Roggenstrohsuspension im kontinuierlichen Betrieb bei 100 bar in Abhangigkeit
der Behandlungsintensitat

Der Rickgang beider Konzentrationen im Bereich der intensiveren Behandlung ist darauf

zurlckzufuhren, dass auch die Zuckermonomere ihrerseits Abbaureaktionen unterlagen. Die

Xylose wurde u. a. zu Furfural, die Glukose zu Hydroxymethylfurfural (HMF) abgebaut. Abb.

7 zeigt die Entstehung dieser beiden Produkte in Abhangigkeit der Behandlungsintensitat.
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Die Entstehung der Abbauprodukte begann etwa bei log(Ry)=4 und erreichte einen Héhe-
punkt zwischen 4 und 5 (HMF) bzw. 6 (Furfural). Es zeigten sich zwei Maxima, die denen der
Monomerbildung in Richtung starkerer Behandlung folgten. Weiterhin nahm die Konzentrati-
on der Abbauprodukte bei noch gréReren log(Ry)-Werten ab, da auch diese zu anderen or-
ganischen Verbindungen abgebaut wurden, was die steigende Verfllissigung (Abb. 5) besta-
tigte. Die hohe Konzentration des aus Glukose entstehenden Hydroxymethylfurfurals im Ver-
gleich zur Glukosekonzentration kénnte daraus resultieren, dass die Glukose schon friihzei-
tig abgebaut wurde und das Abbauprodukt stabiler als die Glukose war und daher erst bei

starkerer Belastung selbst in andere organische Folgeprodukte zerfiel.

Aus Tab. 2 wird deutlich, dass bereits geringe Mengen der Hauptabbauprodukte HMF und
Furfural die Ethanolproduktion aus den entsprechenden Zuckermonomeren deutlich hem-
men [13]. Diese Zahlen beziehen sich auf den Stoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae
(Glukose) und Pichia stipitis (Xylose). Daher war die Bildung der Hemmstoffe Furfural und
HMF zu vermeiden. Bei Behandlungsintensitaten von log(Ry)<4 liel® sich das Substrat bereits
zu ca. 40% verflissigen, ohne dass nennenswerte Konzentrationen an unerwlinschten Ab-
bauprodukten entstanden sind. Ein log(Rq)-Wert von 4 entsprach etwa einer 1,5-min(tigen

Behandlung bei 230°C oder einer 6-mintigen Behandlung bei 210°C.

Tab. 2: Einfluss von HMF und Furfural auf die Ethanolproduktion [13]

% Inhibition (EtOH)
Konzentration [g/l]

Glukose Xylose
Furfural 2 89 95
HMF 5 95 91,4
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Abb. 7: Konzentration der Abbauprodukte HMF und Furfural bei der thermischen Behandlung von
einprozentiger Roggenstrohsuspension im kontinuierlichen Betrieb bei 100 bar in Abhangigkeit der
Behandlungsintensitat

Wurden die Datenpunkte aus Abb. 6 fir die verschiedenen untersuchten Temperaturen ge-
gen die Verweilzeit aufgetragen, so ergaben sich charakteristische Kurvenverlaufe, die am
Beispiel von Glukose flr vier verschiedene Temperaturen in Abb. 8 dargestellt sind. Es wird
erneut ersichtlich, dass mit steigender Temperatur die Glukose schneller aus der Cellulose
freigesetzt wurde, sie jedoch auch schneller wieder abgebaut wurde. Es ist weiterhin zu er-
kennen, dass die experimentell ermittelten Datenpunkte sich gut durch das verwendete Re-

aktionsmodell beschreiben lassen.

Das Reaktionsmodell beruht auf der Annahme zweier aufeinanderfolgender Reaktionen ers-

ter Ordnung gemaf Gleichung (3):

Polymere—— Monomere—“—» Abbauprodukte (3)

Gleichung (3) ist sowohl fur die Glukose als auch fir die Xylose anwendbar, wobei die ent-
sprechenden Polymere Cellulose und Hemicellulose betrachtet werden mussen. Die jeweili-
gen Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir die Bildungs- (k{) und Zersetzungsreaktion
(k®) werden durch Anpassen der Kurvenverlaufe an die experimentellen Datenpunkte ermit-
telt und sind in Tab. 3 aufgeflhrt.
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Abb. 8: Glukose-Ausbeute ci/c; Uber der Zeit bei 210, 230, 250 und 270°C und 100 bar im kontinuier-
lichen Betrieb mit einprozentiger Roggenstrohsuspension; Messpunkte und Modellierungskurven

Tab. 3: Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten ki und k¢ fir die Bildung und den Abbau von Glukose

und Xylose im kontinuierlichen Betrieb bei 210-270°C und 100 bar mit einprozentiger Roggenstroh-

suspension
Glukose Xylose
T [°C] ki [1/s] ke [1/s] ki [1/s] ke [1/s]
210 1,35:10" 4,5:10° 4,810 1,6:10°
230 2,2:10* 9,0-10° 8,3-10™ 4,1-10°
250 4,2-10™ 1,8:107 3,5-10° 2,6:107
270 1,7:10° 5,1-107 3,6-10° 4,2:10%

Anhand der sogenannten Arrhenius-Auftragungen gemaf Gleichung (4) lassen sich fir die

jeweiligen Reaktionen die Aktivierungsenergien E, und Stof3faktoren A bestimmen.

E

Ink =In A-—&
RT
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Die Arrhenius-Plots sind beispielhaft fir Glukose in Abb. 9 dargestellt. Die linearen Zusam-
menhange unterstitzen die Annahme, dass es sich um zwei Reaktionen erster Ordnung

handelt. Die resultierenden Aktivierungsenergien und Stol3faktoren sind in Tab. 4 aufgefuhrt.
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Abb. 9: Arrhenius-Plots fur die Bildung (oben) und den Zerfall (unten) von Glukose gemaf Tab. 2

Tab. 4: Aktivierungsenergien EA und Stol3faktoren A der kinetischen Betrachtung geman Tab. 3

Glukose Xylose
ki’ k¢ ki k¢
StoRfaktor A [1/s] 4,67 10° 9,53-10° 3,44-10° 8,95:10"
Aktivierungsenergie
89,1 86,6 82,0 127,3
Ea [kJ/mol]

Unter den gegebenen Bedingungen waren im kontinuierlichen Betrieb nur Versuche mit ca.
1% Roggenstroh in Wasser moglich. Das in Wasser unldsliche Roggenstroh prazipitierte vor
allem in den Ventilen und Pumpenképfen, wodurch nach kurzer Zeit alle Versuche mit hdhe-
ren Feststoffkonzentrationen abgebrochen werden mussten. Um sicherzustellen, dass die

Ergebnisse der 1%igen Suspensionen auch auf héhere Konzentrationen Ubertragen werden
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kénnen, wurden mehrere Versuchsreihen mit Guarkernmehl als Verdickungsmittel durchge-
fuhrt. Durch das Verdickungsmittel konnten 5%ige Roggenstrohsuspensionen im kontinuier-
lich betriebenen Rohrreaktor untersucht werden. Die gemessenen Verflliissigungen bei un-
terschiedlichen Temperaturen und Verweilzeiten sind in Abb. 10 dargestellt. Die Trendlinie
verdeutlicht die Substratverflissigung der 1%igen Suspension in Abhangigkeit des Ro-
Wetes. Die Datenpunkte veranschaulichen, dass die Substratkonzentration keinen Einfluss
auf die Substratverflissigung hat. Die Ergebnisse an Hand der 1%igen Suspension sind so-

mit Ubertragbar auf hdhere Feststoffkonzentrationen.
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Abb. 10: Verflissigung von Roggenstroh im kontinuierlich betriebenen Rohrreaktor bei 100 bar in
Abhangigkeit des Ro-Wertes

Alternativ wurde zu Untersuchungen hoher konzentrierter Strohsuspensionen ein Batch-
Reaktor verwendet. Abb. 11 zeigt die Konzentrationen der entstandenen Produkte aus Rog-
genstroh im diskontinuierlichen Betrieb bei 200°C und 30 min fir verschiedene Substratkon-
zentrationen. Da sich Suspensionen mit einem Feststoffgehalt von ca. 10% nicht mehr rih-
ren lieRen, war auch im Batch-Betrieb die maximale Substratkonzentration auf ca. 7% be-

grenzt.

Die Konzentration von Glukose nahm mit steigendem Feststoffgehalt leicht ab. Die Xylose-
konzentration nahm sogar sehr deutlich ab, sofern der einzelne Datenpunkt bei 34 mg/g au-
Rer Acht gelassen wird. Die geringflgige Abnahme der Glukosekonzentration ging einher mit

einer entsprechenden Zunahme der HMF-Konzentration, dem Hauptabbauprodukt der Glu-
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kose. Auch die Konzentration an Furfural (Hauptabbauprodukt der Xylose) nahm geringflgig
zu, jedoch nicht in dem Male, wie die Xylosekonzentration abnahm. Ferner war eine geringe
Abnahme der Gesamt-Verflissigung mit steigendem Feststoffanteil zu beobachten (Ergeb-
nisse nicht dargestellt). Aus Literaturdaten[14-16] geht hervor, dass eine Erhéhung der Fest-
stoffkonzentration bei vergleichbaren Experimenten stets zu einer Abnahme des pH-Wertes
fuhrt. Bezuglich des Einflusses auf die Bildung der einzelnen Produkte sind die Literaturan-

gaben hingegen nicht einheitlich.
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Abb. 11: Produktbildung aus Roggenstroh in Abhangigkeit des Stroh-Massenanteils in der Substratlo-
sung im diskontinuierlichen Betrieb bei 200°C, 30 min und 100 bar N,-Druck
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3.2.2 Roggensilage

Abb. 12 zeigt den Verflissigungsgrad f in Prozent Gber dem Gewichtungsfaktor R, fur Versu-

che mit einprozentiger Roggensilage-Suspension im kontinuierlichen Betrieb:
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Abb. 12: Verflissigungsgrad von einprozentiger Roggensilage-Suspension im kontinuierlichen Betrieb
bei 100 bar in Abhangigkeit der Behandlungsintensitat

Der Verflissigungsgrad stieg zunachst stark an, bis bei einem log(Rq)-Wert von ca. 4,5 ein
konstantes Niveau von etwa 55% erreicht wurde. Die Verflissigung war, wie auch beim
Stroh, auf das vermehrte Spalten von intra- und intermolekularen Bindungen mit steigender
Behandlungsintensitat zurickzufihren. Auch bei den Roggensilage-Versuchen war keine
signifikante Steigerung des Verflissigungsgrades durch Sattigung des Mediums mit CO,

festgestellt worden, weshalb auf eine entsprechende Kennzeichnung verzichtet wurde.

Die Entstehung der Zuckermonomere Xylose und Glukose sowie deren Abbauprodukte Fur-
fural und Hydroxymethylfurfural sind in Abb. 13 und Abb. 14 dargestellt. Die Maxima der Ab-
bauprodukte folgten denen der Zuckermonomere in Richtung starkerer Behandlung (Xylose),
bzw. fanden sich bei der gleichen Behandlungsintensitat (Glukose). Allerdings zeigte sich
hier ein Unterschied zu den Glukose-Ausbeuten der Roggenstroh-Versuche: Die Konzentra-
tion von HMF blieb unter der von Glukose, eine starke Glukose-Zersetzung wie bei den
Strohversuchen blieb aus; insgesamt war so die Glukose-Ausbeute etwas hoéher. Eine Erkla-
rung hierfir konnte sein, dass sich die Silage durch das anaerobe Ansduern Laktat-

produzierender Mikroorganismen leichter hydrolysieren liel3. Die Silage wies einen pH-Wert
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von ca. 4 auf, was deutlich saurer war als das Substrat Stroh (pH 5). Weiterhin kénnte der
niedrigere pH-Wert durch Anwesenheit der organischen Sauren die Bildung der Abbaupro-
dukte erschwert haben, wie es auch schon bei van Walsum & Shi unter Verwendung von
Maisstroh beobachtet worden ist [11]. Die Konzentrationen von Xylose und Furfural waren in

etwa gleich stark, jedoch wurde fiir beide Substanzen nicht das Niveau der Roggenstrohver-

suche erreicht.
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Abb. 13: Konzentrationen von Glukose und Hydroxymethylfurfural (HMF) bei der thermischen Be-
handlung von einprozentiger Roggensilage-Suspension im kontinuierlichen Betrieb bei 100 bar in Ab-

hangigkeit der Behandlungsintensitat
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Abb. 14: Konzentrationen von Xylose und Furfural bei der thermischen Behandlung von einprozenti-
ger Roggensilage-Suspension im kontinuierlichen Betrieb bei 100 bar in Abhangigkeit der Behand-
lungsintensitat

Die erhohte Substratverfliissigung mit steigender Behandlungsintensitat war auch anhand
der Farbung der Hydrolysate auszumachen. Abb. 15 zeigt einige thermisch vorbehandelte
Substrate fiir verschiedene Temperaturen bei ansonsten konstanten Bedingungen. Wahrend
die Farbe nach einer relativ milden Vorbehandlung nahezu identisch mit der Farbe der ein-
gesetzten Feedsuspension war, wurde das Hydrolysat mit steigender Vorbehandlungstem-
peratur immer klarer. Wie auch im Fall des Roggenstrohs musste eine erhdhte Verflissigung
aufgrund der Bildung der Nebenprodukte jedoch nicht zwangslaufig das optimale Versuchs-
ergebnis darstellen. Auch bei der Roggensilage setzte die Bildung der unerwinschten

Hemmstoffe bei einer Behandlungsintensitat von ca. log(Rq)>4 ein.
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Abb. 15: Verfarbung des Substrats nach der thermischen Behandlung von einprozentiger Roggensi-
lage-Suspension im kontinuierlichen Betrieb bei 100 bar und 2,1...2,7 min fir verschiedene Tempera-
turen; v.l.n.r.: 190, 210, 250, 270, 290°C

3.2.3 Thermische Vorbehandlung von Roggenstroh im Festbettreaktor

Aufbauend auf den Versuchsergebnissen des vorhergehenden Abschnittes wurden zwei
semikontinuierliche Festbettreaktoren entwickelt. Dieser Reaktoraufbau erlaubte eine zeitlich
unbegrenzte Reaktionszeit der wasserunldslichen Biomassefraktion. Geloste Komponenten
wurden durch das den Reaktor durchstromende Wasser aus der Reaktionszone transpor-
tiert. Der grol3e Vorteil dieses Reaktoraufbaus war das hohe Biomasse zu Wasser Verhaltnis
sowie der Einsatz von ungemahlener Biomasse. Da keine rihr- bzw. pumpfahigen Dispersi-

onen notwendig waren, konnte das ganze Stroh thermisch vorbehandelt werden.

Thermisches Verhalten von Roggenstroh: Lignocellulose setzt sich aus den drei Hauptbe-
standteilen Cellulose, Hemicellulose und Lignin zusammen. Jeder dieser drei Bestandteile
zeigt ein eindeutiges thermisches Verhalten. Eine gute Ubersicht tiber das thermische Ver-
halten der Modellsubstanzen Cellulose und Lignin geben Brunner et al. [17]. Jedoch spielen
die Wechselwirkungen der drei Bestandteile in komplexer Biomasse eine entscheidende
Rolle, daher wurde zunachst untersucht welcher Teil des Roggenstrohs bei einer bestimmten
Temperatur verflissigt werden konnte. In diesem Sinne wurde das in Abb. 16 dargestellte
thermische Elutionsprofil von Roggenstroh bestimmt. Dazu wurde das ungemahlene Stroh
mit konstantem Durchfluss von reinem Wasser durchstromt und die Temperatur schrittweise
erhoht.
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Abb. 16: Thermisches Elutionsprofil von Roggenstroh im Festbettreaktor (1000 ml) bei 100 bar. Die
gestrichelte Linie trennt die Temperaturbereiche, in welchen die Hemicellulose (links) bzw. die Cellu-
lose (rechts) verfliissigt werden.

Abb. 16 zeigt den gemessenen DOC am Ausgang des Reaktors bei unterschiedlichen Tem-
peraturen. Die gelésten Bestandteile bei Temperaturen zwischen 110°C und 160°C waren
auf leicht I6sliche Komponenten im Stroh zurlickzuflihren. Das Chromatogramm der Probe A
(Abb. 17.A) verdeutlicht, dass Kohlenhydrate wie Glukose und Fructose in der Probe vor-
handen waren. Diese liefden sich auf Starkereste oder freie Zucker zurtickfihren. Eine Hyd-
rolyse-Reaktion war erst ab einer Temperatur von ca. 160°C zu beobachten. Die Zusam-
mensetzung der Probe B (Abb. 17.B) verdeutlicht, dass bei einer Temperatur von 180°C
ausschlieBllich verschiedene Xylane und Xylose in der Probe geldst waren. Die Feststellung,
dass in einem Temperaturbereich zwischen 170°C und 215 °C ausschlieldlich die Hemicellu-
lose der Biomasse verflissigt wurde, wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben
[18, 19]. Neu war die Erkenntnis, dass Temperaturen bis 200°C nicht ausreichen um die ge-

samte Hemicellulose zu verfliissigen.

Der Celluloseanteil im Roggenstroh wurde erst bei Temperaturen tber 250°C hydrolysiert.

Die Zusammensetzung der Probe C bei 255°C ist in Abb. 17.C dargestellt. Im Gegenteil zu

Probe B (190°C) konnten in Probe C (255°C) keine Oligomere detektiert werden. Probe C

bestand nahezu ausschlieRlich aus Glukose und dem Abbauprodukt der Glukose HMF. Die-

ses Ergebnis stimmt mit Resultaten aus der Literatur Gberein. Bobleter et al. konnten zeigen,

dass Cellobiose wesentlich instabiler in heillem Wasser ist als Glukose bzw. HMF[18]. Der
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Feststoffriickstand am Ende dieser Versuche (maximale Temperatur 280°C) entsprach 10
bis 15% der urspriinglich eingesetzten Menge. Dieser Feststoffriickstand bestand zu 96,6%
aus Klasonlignin und zu 0,3% aus Asche. Es konnten keine Zucker detektiert werden (Analy-

se der Bundesforschungsanstalt fir Forst- und Holzwirtschaft, Hamburg).
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Abb. 17: HPLC Chromatogramme der flissigen Proben bei 116°C (A), 190°C (B) und 255°C (C) ent-
sprechend Abb. 16. Hauptpeaks: (A) Glukose (retention time 16.87 min), Fructose (18.04); (B) Xylose
(18.75), Furfural (37.75); (C) Glukose (16.81), Fructose (18.09), HMF (31.96), Furfural (37.69)

Verflissigung der Hemicellulose: Im vorhergehenden Abschnitt wurde die Verflissigung der
verschiedenen Fraktionen im Roggenstroh bei steigender Temperaturen beschrieben. Die

Ergebnisse zeigen, dass eine Verflissigung des Celluloseanteils nur bei hohen Temperatu-
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ren moglich war. Zusatzlich entstand ein nicht vernachlassigbarer Anteil an unerwinschten
Abbauprodukten, die die Gesamtausbeute reduzierten. Bei milderen Bedingungen konnte
nahezu die gesamte Hemicellulose verflissigt werden, als fester Riickstand blieb ein cellulo-
sereicher Feststoff. Vorversuche zeigten, dass sowohl die geldsten Xylane im Hydrolysat als
auch der cellulosereiche Feststoffriickstand gute Substrate fir einen enzymatischen Auf-

schluss darstellten.

Unter diesen Voraussetzungen wurde eine Reihe an Versuchen durchgefihrt, mit dem Ziel
einen moglichst hohen Anteil der Biomasse zu verflissigen, die Menge an Abbauprodukten
zu minimieren und gleichzeitig einen enzymatisch gut abbaubaren Feststoffrickstand zu

erzeugen. Das eingesetzte Wasser zu Biomasse Verhaltnis war 10:1.

Abb. 18 zeigt die Konzentrationen an gelosten Kohlenstoffen (DOC) bei Versuchstemperatu-
ren zwischen 140°C und 230°C am Ausgang des Reaktors. Die Ergebnisse verdeutlichen,
dass erst ab Temperaturen um 160°C eine Reaktion beobachtet werden konnte. Bei 140°C
wurden lediglich wasserlésliche Komponenten im Stroh herausgewaschen. Mit zunehmender
Temperatur begann und endete die Hydrolyse friiher. Zur Darstellung des zeitlichen Verlaufs
der Verflissigung f wurde folgendes Modell basierend auf einer Reaktion 1. Ordnung entwi-

ckelt, und auf die Ergebnisse an Hand des Laborfestbettreaktors Ubertragen.
f= ;l’max ) (1_ eXp(_ki t)) (3)

mit Amax = maximale Verflissigung in s,
ki = Reaktionsgeschwindigkeitskonstante in 1/s

t = Reaktionszeit in min und T = Temperatur in °C.
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Abb. 18: Thermische Elutionsprofile von Roggenstroh im Festbettreaktor (50 ml) bei 50 bar und ver-
schieden Temperaturen,ty = 9 min

Abb. 19 zeigt den Verflissigungsgrad f in Abhangigkeit der Reaktionszeit und der Tempera-

tur. Das entwickelte Model (3) kann die experimentellen Daten in einer zufriedenstellenden

Genauigkeit darstellen. Die Annahme einer Reaktion erster Ordnung wird durch die Darstel-

lung der ermittelten Reaktionskonstanten k; im Arrheniusgraph bestatigt (vergl. Abb. 20). Die

Ergebnisse verdeutlichen, dass bei einer bestimmten Temperatur nur ein bestimmter Anteil

der Biomasse verflissigt werden konnte. Dieser Anteil wurde erstmals durch den in dieser

Arbeit neu eingeflihrten Faktor Amax beschrieben.
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Abb. 19: Verflissigung von Roggenstroh im Festbettreaktor (50 ml) bei 50 bar und verschieden Tem-
peraturen,tyyo = 9 min, experimentelle Daten und Model

Ao =77 4)

mit M, = I6slicher Anteil in g und Mg = gesamt Masse in g

Amax beschreibt den Anteil der Biomasse, der bei einer bestimmten Temperatur maximal ver-
flussigt werden konnte. Sollte es sich dabei tatsachlich um einen festen Faktor handeln, soll-
te dieser auch durch die vorhergehenden Ergebnisse bestatigt werden. Abb. 21 zeigt den
Anteil der Biomasse der maximal bei verschiedenen Temperaturen und verschieden Appara-
turen gelést werden konnte. Die gute Ubereinstimmung verdeutlich die Ubertragbarkeit von

Amax auf verschiedene Reaktorkonzepte.
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Abb. 21: Maximale Verflissigung von Roggenstroh aus
nen Temperaturen

mehreren Reaktorkonzepten bei verschiede-

Zusammensetzung des Hydrolysats und des Feststoffriickstandes nach der thermischen

Vorbehandlung: In der Literatur werden mehrere Methoden zur Bestimmung der Gesamt-
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menge an gelésten Zuckern (Mono- und Oligomere) beschrieben. Alle Methoden sind relativ
ungenau, da bei einer sauren Hydrolyse sowohl Oligomere als auch Zucker abgebaut wer-
den. Am weitesten verbreitet ist ein saurer Aufschluss mit H,SO,, eine Standard-Methode
dazu ist durch die NREL' gegeben. Die Zuckermenge nach der sauren Hydrolyse wird mit-

tels HPLC-Analysen bestimmt.

Die Zusammensetzungen der Hydrolysate nach Versuchen zwischen 230°C und 160°C sind
in Tab. 5 dargestellt. Die Anteile von Glukose und Xylose sind in Gewichtsprozent bezogen
auf die gesamt Zuckermenge im unbehandelten Stroh gegeben. Die Werte fur HMF und Fur-
fural beziehen sich auf die Gesamtmenge an Glukose und Xylose im Stroh. Der Anteil an
Glukose im Hydrolysat kann durch Starkereste im Roggenstroh und einen Glukoseanteil in
der Hemicellulose erklart werden. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass ab einer Temperatur
von ca. 215°C die gesamte Hemicellulose verflissigt werden kann. Die Abnahme der Xylo-
sekonzentration bei 230°C I&sst sich auf Abbaureaktionen zurtckflhren.

Tab. 5: Zusammensetzung des Hydrolysats nach unterschiedlichen Vorbehandlungstemperaturen;
NB: nicht bestimmt

T[°C] 3.2.3.1.1.1 Glukose Xylose [%] HMF [%] Furfural [%] Zucker [%)]

[%]
230 7.4 80,2 4,4 3,6 32,6
215 7,9 98,0 2,4 1,2 37,8
200 7,0 91,5 1,6 NB 35,5
185 6,7 90,8 0,9 NB 34,6
170 10,6 56,7 0.2 NB 29,2

*(Beinhaltet Glukose, Xylose und Arabinose)

Die Analyse der Feststoffrickstdnde wurde in Form eines Fremdauftrags an der Bundesfor-
schungsanstalt fur Forst- und Holzwirtschaft (Hamburg-Bergedorf) durchgefuhrt. Die Ergeb-
nisse sind in Abb. 22 dargestellt. Bei einer Vorbehandlungstemperatur von 215°C erreichte
der Anteil an Glukose im Feststoff ein Maximum von 81%, es konnte nahezu keine Xylose
mehr nachgewiesen werden. Der Anteil an Lignin blieb nahezu konstant zwischen 20% und

25% bei allen untersuchten Feststoffproben.

! NREL: National Renewable Energy Laboratory, Golden, CO (USA)
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Abb. 22: Zusammensetzung des Feststoffriickstands bei 50 bar und verschiedenen Temperaturen im

Festbettreaktor (50 ml), t420 = 9 min (Analyse der Bundesforschungsanstalt fir Forst- und Holzwirt-
schaft)

3.3 Gleichzeitige und separate thermische und enzymatische Behandlung
3.3.1 Bereitstellung thermoaktiver cellulolytischer Enzyme aus Pilzen und Bakterien

Fir den enzymatischen Aufschluss von Roggenstroh im Rahmen des Projektes wurden ver-
schiedene cellulolytisch aktive thermophile und mesophile Pilze ausgewahlt. Aulerdem wur-
den im Rahmen des DBU-Projektes ,Thermocellulasen“ AZ 13160-32 rekombinante thermo-

stabile Enzyme getestet.

Tab. 6: Ubersicht (iber die verwendeten Pilze

Pilz Identifikationsnummer Optimale Kultivie- Optimale Temperatur der
rungs-Temperatur Enzymkomplexe
Talaromyces DSM 2432 45°C 80°C
emersonii
Corynascus het- DSM 1807 45°C 60°C
erothallicus
Aspergillus brasi- CBS 121619 28°C 75°C
liensis
Penicillium janthi- o o
nellum V39 ) 24°C 50°C
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Die cellulolytischen Enzymsysteme wurden charakterisiert. Dafir wurden die Pilzstdmme
C. heterothallicus und T. emersonii auf einem Minimalmedium bei 45°C und 220 rpm flr
10 Tage Kkultiviert. Die alleinige Kohlenstoffquelle wurde hierbei variiert. Als Kohlen-
stoffquellen wurden sowohl I6sliche Cellulosen (Carboxymethylcellulose und Hydroxyethyl-
cellulose) als auch unldsliches Cellulosepulver und Roggenstroh verwendet. Die cellulolyti-
schen Aktivitaten der extrazellular vorliegenden Cellulase-Komplexe beider Pilze wurden
mittels BCA-Assay bestimmt [3]. Beide Pilzstdmme zeigten vergleichbar hohe cellulolytische
Aktivitaten, allerdings wurden diese von unterschiedlichen Kohlenstoffquellen induziert. Wah-
rend die Cellulase-Produktion von T. emersonii bei einem Wachstum auf 1%igem unlosli-
chen Cellulosepulver mit 1,05 U/ml Uberstand am starksten induziert wurde, zeigte C. hete-
rothallicus die hdchsten Aktivititen von 1,4 U/ml Uberstand bei einem Wachstum auf
1%igem Roggenstroh als alleinige Kohlenstoffquelle (Abb. 23). Das Wachstum beider Pilze
und somit auch die Cellulase-Produktion auf den I6slichen Cellulosen Carboxymethylcellulo-
se und Hydroxyethylcellulose war minimal, was diese als geeignete Kohlenstoffquellen aus-
schloss. Die pH-Optima fir die Cellulasesysteme beider Pilzstdmme liegen bei pH 4,0, wobei
die Temperatur-Optima im Falle von T. emersonii bei 80°C und im Falle von C. heterothalli-

cus bei 60°C lagen.

E 08 B C heterothallicus

0,6 M T. emersonii

1%Cellulose 0,5%Roggenstroh  1%Roggenstroh
Kohlenstoffquelle

Abb. 23: Bestimmung der cellulolytischen Aktivitaten der Uberstande von T. emersonii und C. hete-
rothallicus, nachdem die thermophilen Pilze auf unterschiedlichen Substraten als alleinige Kohlen-
stoffquelle angezogen wurden.

Der mesophile Pilz A. brasiliensis wurde ebenfalls 10 Tage in Minimalmedium auf unter-
schiedlichen Kohlenstoff-Quellen angezogen, allerdings sollte in diesem Fall die Xylanase-
Produktion induziert werden. Dabei stellte sich heraus, dass eine Anzucht auf 1% Birken-
holz-Xylan (Sigma) am produktivsten war (Abb. 24). Die Aktivitaten wurden mittels BCA-Test

gemessen [3].

36



Bioethanol — Abschlussbericht AZ 13157-32

18

16

14 - —

12 -

10 -

8 o

6 -

4 o

2 -

0 b T T T T

o\ AN N N Y
& & & & S
NI A
o N W
.\:§Z> ~\$\® .\ﬁ\'b N »
N N & <)\1’ &
o o NS XV
NS R XV Q )
& e & & KR
&S & & §@
Q o) Q\’sb\ \2\%

Abb. 24: Bestimmung der cellulolytischen Aktivitaten der Uberstéande von A. brasiliensis nachdem der
mesophile Pilz auf unterschiedlichen Substraten als alleinige Kohlenstoffquelle angezogen wurde.

Der mesophile Pilz P. janthinellum wurde im Fachbereich Bio-, Chemie- und Verfahrens-
technik der Fachhochschule Lausitz im Rahmen eines Unterauftrages chemisch und physi-
kalisch mutagenisiert. Ziel war es eine Mutante zu erhalten, die eine gesteigerte Cellulase-
Produktion aufweist. Es entstanden 3 verschiedene Mutanten, von denen V39 die insgesamt

hdchsten Aktivitaten aufwies (Tab. 7).

Durch diese Mutante konnten Enzympraparate zur Verfligung gestellt werden, die die Er-
gebnisse von Schulz et al. sogar teilweise Ubertrafen (siehe unten). Insgesamt konnten En-

zympraparate von mehr als 50 g mit dem zuvor beschriebenen Verfahren hergestellt werden.

Tab. 7: Vergleich zwischen den cellulolytischen Aktivitdten der Kultur-Uberstande des Wildtyps und
der Mutanten von P. janthinellum

FPS-Aktivitat
Stamm [U/ml] Endoglucanase | B-Glukosidase
Wildtyp 0,6 89 0,7
V16 2 286 0,6
V39 2,3 320 0,5
V41 2,3 280 0,1
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Darstellung einzelner Enzymaktivitaten des hergestellten Praparates (die angegebenen En-

zymaktivitaten beziehen sich auf ein Milligramm Lyophilisat):

Cellulasekomplex:

Praparat: 0,71 U/mg (Vergleichspraparat von Schulz et al.: 0,61 U/mg [5])
B-Glukosidase:

Praparat: 0,48 U/mg (Vergleichspraparat von Schulz et al.: 0,12 U/mg [5])
Endoglucanase:

Praparat: 23 U/mg (Vergleichspraparat von Schulz et al.: 21 U/mg [5])
Exoglucanase:

Praparat: 0,1 U/mg (Vergleichspraparat von Schulz et al.: 0,1 U/mg [5])

Auch P. janthinellum V39 wurde auf unterschiedlichen Substraten angezogen und zeigte die
hochsten cellulolytischen Aktivitaten (2,25 U/mL) bei einer Kultivierung auf Griinschnitt-

Pellets, die zuvor mit 25% Phosphorsaure aufgeschlossen wurden (Abb. 25).
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25%Phosphorsdure 25%Salpetersaure 25%Salzsdure
Hydrolysebedingunge des Griinschnitt-Pellets

Abb. 25: Bestimmung der cellulolytischen Aktivitaten der Uberstande von P. janthinellum nachdem
der mesophile Pilz auf unterschiedlichen Grinschnitt-Pellets als C-Quelle angezogen wurde, die mit
verschiedenen Sauren (jeweils 25%) aufgeschlossen worden sind.

Besonderer Wert wurde auf eine durchgehend hohe Aktivitat der B-Glukosidase gelegt, da
sie das ausschlaggebende Enzym flir die Umsetzung des Roggenstrohs zu Glukose ist. Die
Aktivitat (0,7 U/mL) der B-Glukosidase von P. janthinellum V39 wurde auf ihre Temperatur-
und pH-Stabilitat hin untersucht (Abb. 26 und Abb. 27)
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Abb. 26: Temperaturstabilitat der B-Glukosidase aus P. janthinellum V39
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Abb. 27: pH-Stabilitat der p-Glukosidase aus P. janthinellum V39

Die B-Glukosidase zeigte auch nach 24 Stunden bei Temperaturen bis 55°C fast keinerlei
Aktivitatsverlust. Zudem war sie in einem sehr breiten pH-Spektrum von pH 3,0 bis pH 9,0
Uber einen Zeitraum von mindestens 4 Stunden aktiv. Bei einem pH-Wert von 4,0, bei dem
die Hydrolyse von Roggenstroh stattfand, war nach 4 Stunden eine Restaktivitat von ca. 70%
vorhanden.

3.3.2 Kombinierte thermisch-enzymatische Hydrolyse

Fur die thermisch-enzymatische Hydrolyse im Batch-Betrieb wurden die in den Kapiteln 2.2
und 3.3.1. beschriebenen Enzymsysteme verwendet. Es wurde eine Stabilisierung der En-

zyme durch den angelegten Druck und somit ein hoherer Umsatz erwartet [20, 21].

Bei dem kauflichen Enzym aus Talaromyces emersonii handelte es sich um eine Endogluca-
nase, die aus Cellulose Oligomere unterschiedlicher Polymerisationsgrade bildet. Die Oligo-

mer-reichen Hydrolysate wurden daher im Institut fir Technische Mikrobiologie mit der
HPLC-Analytik untersucht.

39



Bioethanol — Abschlussbericht AZ 13157-32

Die untersuchten Betriebsbedingungen erstreckten sich von 80 bis 140°C sowie 5 bis 60 min
bei 100 bar CO,-Druck.

Wie die Versuche zeigten, konnten keine hoheren Aktivitaten festgestellt werden als unter
Atmospharen-Druck. Die Enzyme konnten durch den angelegten Druck nicht stabilisiert wer-
den und zeigten bei Temperaturen uber 100°C keine Aktivitat mehr. Aullerdem setzte die
kaufliche Endoglucanase keine Glukose-Monomere frei und ist deshalb ungeeignet. Ebenso
konnte keiner der verwendeten Enzym-Komplexe eine hohere Aktivitdt im Druck-Reaktor

aufweisen.

Bei Temperaturen Uber 100°C konnte bei keinem der anderen verwendeten Enzyme noch
eine Aktivitat festgestellt werden. Temperaturen unter 100°C sind wiederum zu niedrig, um

das Roggenstroh thermisch aufzuschlief3en und fiir die Enzyme zuganglich zu machen.

Eine kombinierte thermisch-enzymatische Hydrolyse von Roggenstroh ist demnach mit den

untersuchten Enzymsystemen nicht effizient.

Versuche mit den Xylanasen aus Aspergillus brasiliensis zeigten jedoch, dass es zu einer
Stabilisierung der Enzyme und damit zu héheren Restaktivitdten kam, je héher der Druck ist.

Dies flihrte jedoch nicht zu einem besseren Umsatz des Roggenstrohs (Abb. 28).

Dafiir wurde im Batch-Reaktor in einem HPLC-Gefa® 1 mL Probe von Roggenstroh-
Hydrolysat mit 32 U des Xylanase-Komplexes aus Aspergillus brasiliensis versetzt. Der Ver-
such lief 60 Minuten bei 80°C unter jeweils variierendem Druck. Anschlie®end wurde die
Restaktivitat des Xylanasekomplexes gemessen. Abb. 28 zeigt wie viel Restaktivitat der En-

zyme noch vorhanden war.
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Abb. 28: Restaktivitdt des Xylanasekomplexes aus A. brasiliensis in Abhangigkeit vom angelegten
Druck. Eingesetzt wurden jeweils 32 U pro Ansatz.
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Es ist sehr deutlich zu erkennen, dass der Enzymkomplex mit Druck stabilisiert werden konn-
te. Je hdher der angelegte Druck war, desto héher war auch die Restaktivitat, die nach dem
Versuch bestimmt wurde. Wahrend bei 0 bar keine Aktivitdt mehr vorhanden war, konnten
bei 100 bar noch 2,7 U gemessen werden (8,44% Restaktivitat). Hohere Driicke konnten
leider nicht untersucht werden, weil der Reaktor nur flr einen Druck bis 100 bar ausgelegt

war.

3.3.3 Separate thermische und enzymatische Hydrolyse

Es konnte gezeigt werden, dass eine thermische Hydrolyse mit anschlieRender enzymati-
scher Hydrolyse die hdchste Ausbeute an Monosacchariden lieferte. Daflr wurde der Cellu-
lase-Komplex aus P. janthinellum V39 fir den Cellulose-Abbau verwendet und der Xylanase-

Komplex aus A. brasiliensis fiir den Abbau der Hemicellulose.

Um die geeignetsten Bedingungen der thermischen Vorbehandlung zu ermitteln, wurde
Roggenstroh bei Temperaturen von 170-230°C im Festbettreaktor thermisch aufgeschlos-
sen. Bei diesen Temperaturen ging die Hemicellulose in Lésung wahrend die Cellulose wei-
terhin als Feststoff vorlag (Abb. 16). Es entstanden demnach eine flussige Fraktion, in der
die Xylane der Hemicellulose geldst vorlagen, und eine feste Fraktion, die die Cellulose ent-
hielt. Abbauprodukte wie HMF oder Furfuraldehyd traten bei diesen Bedingungen nur in ge-

ringen, nicht bestimmbaren Mengen (<50 mg/L) auf.

Die beiden Fraktionen wurden getrennt voneinander mit dem Enzym-System aus Penicillium
janthinellum V39 behandelt. Die festen Fraktionen des thermisch aufgeschlossenen Rog-
genstrohs wurden in Universalpuffer mit einem pH von 4,0 aufgenommen und 30 Stunden
bei 50°C mit dem Cellulasekomplex aus P. janthinellum inkubiert. Die flissige Fraktion, die

die geldsten Xylane enthielt, wurde unverandert eingesetzt. Der pH-Wert lag bei ca. 4,0.

Dabei stellte sich heraus, dass die Enzyme sehr gut fur den Abbau der Cellulose geeignet
sind (Abb. 29), auf den geldsten Xylanen der Hemicellulose zeigten sie jedoch wenig Aktivi-
tat. Es konnten nur 59% der Xylane umgesetzt werden. Deswegen wurde fur den Hemicellu-

lose-Abbau der Xylanase-Komplex von Aspergillus brasiliensis verwendet.

Abb. 29 zeigt, dass eine thermische Vorbehandlung von 200°C am besten geeignet war, um
eine moglichst hohe Glukose-Ausbeute zu erzielen. Mit 98,7% konnte fast die komplette Cel-

lulose in Glukose umgewandelt werden.
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Abb. 29: Glukose-Ausbeute [%] nach enzymatischem Abbau der thermisch aufgeschlossenen Cellu-
lose-Fraktion mit dem Cellulase-Komplex aus P. janthinellum V39 (RT = Raumtemperatur)

Im Vergleich zu der bei Raumtemperatur (RT) behandelten Probe ist zu erkennen, dass eine

thermische Vorbehandlung unumganglich ist.

Die flissigen Fraktionen des thermisch aufgeschlossenen Roggenstrohs wurden mit dem
Xylanase-Komplex aus Aspergillus brasiliensis bei 75°C fir 20 Stunden inkubiert. Es stellte
sich heraus, dass auch fir die Xylose-Ausbeute eine Vorbehandlung von 200°C am geeig-
netsten ist. 99,7% der im Hydrolysat in Form von Oligosacchariden gelésten Xylose konnte
nach der Behandlung als Monomer wiedergefunden werden (siehe Abb. 30 und Abb. 31).
Die Xylose hat eine Retentionszeit von 17,23 Minuten in Abb. 30 und 17,29 Minuten in Abb.
31. Der starke Peak in Abb. 31 mit einer Retentionszeit von 7,34 Minuten ist auf das Protein

(Enzym) zurlckzuflihren.
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Abb. 30: Chromatogramm: flissige Fraktion des Abb. 31: Chromatogramm: flissige Fraktion des

bei 200°C thermisch behandeltem Roggenstroh bei 200°C thermisch behandeltem Roggenstroh
nach enzymatischer Behandlung mit dem Xylana-
sekomplex aus A. brasiliensis

In Abb. 30 ist auRerdem zu erkennen, dass eine thermische Behandlung bei 200°C einen
sehr kleinen Peak bei einer Retentionszeit von 38,00 Minuten zeigt. Dabei handelt es sich
um Furfural. Die Menge ist jedoch so gering (< 50 mg/L), dass sie analytisch nicht genau

bestimmt werden konnte und stellt kein Problem fiir die weiteren Versuche dar.

Auf Grund der Tatsache, dass die Ausbeuten an Glukose (98,7%) und Xylose (99,7%) bei
der Verwendung von nativen Enzymkomplexen aus P. janthinellum V39 und A. brasiliensis
kaum noch zu steigern sind, konnte auf die Klonierung von Cellulasen und Xylanasen ver-

zichtet werden.

Insgesamt konnten 96% der Xylane und 92% der Glukane, die ursprunglich im Roggenstroh

enthalten sind, zu den Monosacchariden Xylose und Glukose umgesetzt werden.

3.4 Ethanolische Garung
3.4.1 Xylose-fermentierende Hefen

Bei der thermisch/enzymatischen Hydrolyse des Roggenstrohs wurde neben Glukose auch
Xylose freigesetzt, die von Pentose-fermentierenden Hefen zu Ethanol umgesetzt werden
kann. Da das Substrat Roggenstroh 20% Xylose enthalt, wurde zur Steigerung der Ethanol-
Ausbeute neben der Vergarung von Glukose durch Saccharomyces cerevisiae (Sc) die Ver-
garung von Xylose durch Pentose-fermentierende Hefen im Institut fir Technische Mikrobio-
logie untersucht. Fir die Fermentation von Xylose wurden die Hefen Pichia stipitis (Ps),
Candida shehatae (Cs), Pachysolen tannophilus (Pt) und Kluyveromyces marxianus (Km)
ausgewahlt und es wurde untersucht, ob diese Hefen neben Glukose auch Xylose flr die
Ethanolproduktion nutzen. Im Anschluss daran wurde getestet werden, ob die Xylose-
fermentierenden Hefen durch eine Co-Fermentation mit S. cerevisiae die bei der thermi-
schen bzw. thermisch-enzymatischen Hydrolyse freigesetzte Xylose zu Ethanol umsetzen

kdénnen.

Fermentationen zur Untersuchung des Wachstums auf Glukose bzw. Xylose wurden im La-
bormalstab durchgefiihrt und mittels photometrischen Messungen analysiert (Abb. 32 und
Abb. 33). Vergleicht man die beiden Abbildungen, ist zu erkennen, dass alle funf Hefestam-
me auf Glukose besser wuchsen als auf Xylose. Pichia stipitis zeigte sowohl auf Glukose als

auch auf Xylose das beste Wachstum.
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Abb. 32: Wachstum der Hefen in Komplexmedium (2% Glukose, pH 5, 30°C)
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Abb. 33: Wachstum der Hefen in Komplexmedium (2% Xylose, pH 5, 30°C)

Des weiteren wurde die Vergarung von Glukose und Xylose und die Produktion von Ethanol
durch Pichia stipitis untersucht und mittels HPLC analysiert (Abb. 34 und Abb. 35). Bei einer
Anzucht auf Glukose wurde das Wachstumsmaximum nach ca. 24 Stunden erreicht und
blieb dann konstant bei einem Wert von ca. 8 (Optische-Dichte-Messung bei A = 600 nm).
Auch bei der Anzucht auf Xylose war nach ca. 24 Stunden das Wachstumsmaximum er-
reicht, allerdings lag dieses nur bei einem Wert von ca. 5,5 (ODgg). Die Ethanolkonzentration
lag bei einer Anzucht auf Glukose nach 24 Stunden bei ca. 1% und stieg nicht weiter an,

auch bei der Anzucht auf Xylose konnte der Wert von 1% erreicht werden, allerdings erst

nach 72 Stunden.
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Abb. 34: Grafische Darstellung der Parameter Wachstum, Zucker und Ethanol-Konzentration
von P. stipitis in Komplexmedium (2% Glukose, pH 5, 30°C)
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Abb. 35: Grafische Darstellung der Parameter Wachstum, Zucker und Ethanol-Konzentration
von P. stipitis in Komplexmedium (2% Xylose, pH 5, 30°C)

Es konnte gezeigt werden, dass P. stipitis Xylose effektiv zu Ethanol vergaren kann. Dabei

waren die Wachstumsraten sogar besser als die von S. cerevisiae und den anderen drei

Hefestammen.

In einem weiteren Garungsversuch wurde P. stipitis in einem Medium angezogen, das so-
wohl Xylose als auch Glukose enthielt. In Abb. 36 ist zu sehen, dass erst Glukose abgebaut
wurde und anschlief’end, wenn diese verbraucht ist, die Xylose umgesetzt wurde. P. stipitis

ist demnach gut geeignet, die Monosaccharide Xylose und Glukose, die bei der Hydrolyse

von Roggenstroh entstehen, zu Ethanol umzuwandein.
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Abb. 36: Grafische Darstellung der Parameter Wachstum, Zucker und Ethanol von P. stipitis in Kom-
plexmedium (1% Glukose + 1% Xylose, pH 5, 30°C)

Auch das Fermentationsverhalten von vier weiteren Hefen wurde getestet (Tab. 8). Sowohl
beim Wachstum als auch bei der Ethanolproduktion zeigte Pichia stipitis im Vergleich zu den
anderen Hefe Stammen die héchsten Werte, wenn 1% Glukose und 1% Xylose im Medium

vorlagen (Werte gelb unterlegt)
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Tab. 8: Ubersicht Uber das Fermentationsverhalten der Hefen in Komplexmedium (1% Glukose +
1% Xylose, pH 5, 30°C), (Ausbeute = EtOH/ verbrauchten Zucker)

S. cerevisiae C. shehatae K. marxianus

Zeit [h] 0 24 48 72 0 24 48 72 0 24 48 72
ODgoonm 0,04 | 3,71 | 3,44 | 3,65 | 0,03 | 402 | 412 | 453 | 0,04 | 4,79 | 5,00 | 5,01
Glukose-

Konz. [%] 1,08 0 0 0 1,05 0 0 0 1,05 0 0 0
Xylose- 1,07 | 1,05 | 0,91 | 0,86 | 1,06 | 1,02 | 0,80 | 0,76 | 1,06 | 1,06 | 0,85 | 0,84
Konz. [%]

Fthanol- | o | 068 | 060|058 | 0 |060| 051 |05 | 0 |053]|043|043
Konz. [%]

Ausbeute - 0,62 | 0,48 | 0,45 - 0,55 | 0,39 | 0,37 - 0,51 | 0,34 | 0,34

P. tannophilus P. stipitis

Zeit [h] 0 24 48 72 0 24 48 72

ODgoonm 0,03 | 569 | 547 | 529 | 0,04 | 6,05 | 6,26 | 6,3

Glukose-

Konz. [%] 1,06 0 0 0 1,08 | 0,02 0 0

Xylose-

Konz. [%] 1,06 | 1,10 | 0,86 | 0,92 1,12 | 0,90 | 0,12 0

Ethanol-

Konz. [%] 0 0,61 | 0,48 | 0,51 0 0,67 | 1,18 | 1,24

Ausbeute - 0,6 0,38 | 0,43 - 0,52 | 0,56 | 0,56

Es wurde getestet, ob eine Co-Fermentation mit S. cerevisiae und den Xylose-

fermentierenden Hefen die Ausbeute an Ethanol erhoht.

In Abb. 37 sind Zellen von P. stipitis und S. cerevisiae in einer Co- Fermentation zu erken-

nen.
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Abb. 37: Hefezellen von S. cerevisiae und P. stipitis in einer Co-Fermentation

In Tab. 9 sind die Ergebnisse der Co-Fermentationen zusammen gefasst. Beim Vergleich
der Ethanolausbeuten mit denen der Xylose-fermentierenden Hefen in der Einzelfermentati-

on (
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Tab. 8) ist zu erkennen, dass diese vergleichbar sind.

Tab. 9: Ubersicht tGiber das Co-Fermentationsverhalten der Hefen im definierten Medium mit 0,3%
Hefeextrakt (1% Glc + 1% Xyl, pH 5, 30°C), (Ausbeute = EtOH/ verbrauchten Zucker)

S. cerevisiae/ S. cerevisiae/
C. shehatae K. marxianus
Zeit [h] 0 24 48 72 0 24 48 72
ODsgonm 0,01 2,8 3,1 | 295 | 0,03 | 4,21 | 391 | 4,2
Glukose-
Konz. [%] 0,91 0 0 0 0,94 | 0,16 0 0
Xylose- | 59, | 097 | 076 | 0,74 | 1,02 | 1,15 | 0,99 | 1,04
Konz. [%]
Ethanol-
Konz. [%] 0 0,6 0,5 | 0,48 0 0,45 | 0,45 | 0,51
Ausbeute - 0,68 | 0,42 | 04 - 0,69 | 0,46 | 0,55
S. cerevisiae/ S. cerevisiae/
P. tannophilus P. stipitis
Zeit [h] 0 24 48 72 0 24 48 72
ODsoonm 0,01 | 2,8 | 3,03 3,3 0,05 | 4,23 | 4,49 | 4,81
Glukose-
Konz. [%] 0,95 0 0 0 0,97 0 0 0
Xylose- | 497 | 106 | 0,85 | 0,84 | 0,99 | 0,89 | 0,34 | 0,06
Konz. [%]
Ethanol-
Konz. [%] 0 0,59 | 0,51 | 0,55 0 0,69 | 0,89 | 1,17
Ausbeute - 0,69 | 0,48 | 0,51 - 0,65 | 0,55 | 0,62

Es konnte gezeigt werden, dass der Hefestamm Pichia stipitis sehr gut fur die Fermentation
von Glukose und Xylose geeignet ist. Sowohl bei Wachstum auf Glukose als auch bei der
Ethanol-Ausbeute wies P. stipitis bessere Werte auf als S. cerevisiae, aullerdem war P. stipi-
tis in der Lage — nachdem Glukose abgebaut wurde — die komplette Xylose zusatzlich zu

Ethanol umzusetzen. Eine Co-Fermentation mit S. cerevisiae brachte dabei keine Vorteile.
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4 Okologische Relevanz des Projekts

Die 6kologische und 6konomische Analyse des angestrebten Verfahrens wurde durch Herrn
Prof. Dr.-Ing. Kaltschmitt vom Institut fir Energetik und Umwelt (TUHH) durchgefiihrt (siehe
Anhang).

Um die 6kologischen Auswirkungen und Herstellungskosten einer Bioethanolproduktion aus
Stroh zu untersuchen und einzuordnen, wurden 4 unterschiedliche Konzepte untersucht. Sie
unterscheiden sich in den eingesetzten Rohstoffen (Melasse, Weizen und Stroh) und in der
verfahrenstechnischen Ausgestaltung (u.a. Anlagengroe, Reststoffverwertung, Energiebe-
reitstellung). Die Untersuchung hat gezeigt, dass innovative Verfahren zur Herstellung von
Bioethanol aus Stroh gegenliber den heutigen Verfahren zwar noch keine ékonomischen
Vorteile haben, sehr wohl jedoch den Aufwand an nichtregenerativer Primarenergie und die
Treibhausgasemissionen verringern kénnen. Dies geht auch aus Abb. 38 hervor, in der die
THG-Emissionen der betrachteten Konzepte im Vergleich zu fossilen Kraftstoffen dargestellt
sind. Auffallig sind die niedrigen THG-Emissionen aus dem Anlagenbetrieb fur landwirt-
schaftliche (d.h. dezentrale) Produktion aus Weizen und das strohbasierte Konzept. Zu erkla-
ren ist dies mit dem Einsatz von regenerativer Energie aus Biomasse fur die Prozessbereit-
stellung, wahrend im Melasseverfahren und bei Weizenanlagen in industriellem Malstab
fossile Brennstoffe eingesetzt werden. So verringern sich die direkten betriebsbedingten
THG-Emissionen. Wenn neben der Warmebereitstellung flr die Anlage auch Strom aus
Kraft-Warme-Kopplung ins Netz eingespeist wird, kann dies Uber eine Gutschrift berlcksich-
tigt werden, die in Abb. 38 in gelb aufgetragen ist. Sie enthalt auch Gutschriften fir andere
Nebenprodukte wie z.B. DDGS, die herkdmmliche Produkte wie z.B. Soja-Futter teilweise

ersetzen.

Neben fossilem Energieaufwand und Treibhausgasemissionen wurden noch versauernd
wirkende Emissionen in SO,-Aquivalenten berechnet. Die Bioethanolproduktion zeigt keine
Vorteilhaftigkeit gegenuber fossilen Kraftstoffen, was vor allem mit der versauernden Wir-

kung der bei der Diingung zu erklaren ist.

Insgesamt ist zu beriicksichtigen, dass die Ergebnisse einer Okobilanz immer fallspezifisch
sind und stark von den Gegebenheiten an der jeweiligen Anlage abhangen. So hat z.B. die
Wahl von Kohle oder Erdgas flr die Prozessenergiebereitstellung einen gro3en Einfluss auf

das Ergebnis der Klimagasbilanz.

Aus der Analyse geht hervor, dass das Verfahren zur Herstellung von Bioethanol aus Stroh —
gegenuber den heutigen Verfahren — die Klimabilanz stark verbessern kann. Die Klimagas-
emissionen bei der Herstellung von Bioethanol aus Stroh sind wesentlich niedriger vergli-

chen mit denen aus Melasse oder Getreide. Die spezifische Klimagasemission in CO-
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Aquivalenten liegt bei einer Verwendung von Stroh bei 8 kg/GJ, im Fall von Melasse werden

49 kg/GJ emittiert und bei einer Verwendung von Weizen sogar 85 kg/GJ.

Fiar eine 6konomische Vorteilhaftigkeit mussen die Kosten jedoch weiter gesenkt werden.
Die Gestehungskosten der Ethanolproduktion aus Stroh liegen bei 0,64 € wahrend der Pro-
duktpreis fur Benzin (2007-05/2008) bei 0,40 € lag.
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Abb. 38: Treibhausgasemissionen untersuchter Konzepte in CO2-Aquivalenten je GJ Kraftstoff
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5 Technischer und wirtschaftlicher Nutzen

Far die Industriepartner haben sich die folgenden positiven Effekte aus dem Projekt ergeben:

SternEnzym (SE) war es durch das Projekt mdglich, die Kompetenz im Bereich der Verwer-
tung pflanzlicher Rohstoffe deutlich zu erhéhen. Gleichzeitig ergaben sich innerhalb der Pro-
jektgruppe Gelegenheiten zum ,Networking“ mit Unternehmen, zu denen SE anderenfalls
keinen Kontakt gefunden hatte. Wahrend der Laufzeit des Projektes kam es ferner zur An-
bahnung von Geschéften, bei denen Alkoholproduktionsanlagen unter Beteiligung von SE
neu installiert werden bzw. verlagert werden sollen (letzteres ist noch in der Vorbereitung).
Diesen Kunden sollen auch die Erkenntnisse des Projektes vorgestellt werden, um eine Pri-

fung eines Teils der Ergebnisse im industriellen Malstab zu erreichen.

Die Firma Mothes hat bereits die Erfahrungen mit der Verarbeitung faseriger Rohstoffe in

eine industrielle Hochdruckanlage, die derzeit errichtet wird, einflieRen lassen.

Durch Publikationen aus dem Projekt hat sich die AuRendarstellung der beteiligten Industrie-
partner verbessert, indem Kompetenz auf dem Gebiet der Lignocelluloseverwertung gezeigt

wurde.

Die im Rahmen des Projektes entwickelte Cellulase aus Penicillium janthinellum Ubertrifft
sowohl in den Haupt- als auch in den Nebenaktivitaten bisher verfligbare Vergleichspaparate
sehr deutlich (z.B. ca. 2.5-fach bei der Cellulaseaktivitat bei pH 4.5). Sie bietet damit das
Potential zur Herstellung einer "eigenen" Cellulase fur eine Reihe von Anwendungen auch

aullerhalb der ,Bio-Ethanol“-Gewinnung:

e Trinkalkohol: Verringerung der Viskositat der Maischen und Ausbeuteerhéhung

e Biogas: Ausbeuteerh6hung

o Pulp & Paper: Glattung der Fasern, verbesserte Aufbereitung von Altpapier (Toner-
entfernung)

o Textilverarbeitung, ,Stonewashing“: Faserschonung im sauren pH-Bereich

o Silage: Beschleunigte Reifung, verbesserte Verdaulichkeit

e Starkeindustrie: Verringerung der Viskositat, verbesserte Starke- und Proteinextrakti-
on

¢ Fruchtsaft: Erhdhung der Ausbeute, Trubstabilisierung

¢ Pflanzenextraktion (Sekundarmetabolite): Ausbeuteerhéhung

e Backen: Verbesserung der sensorischen Eigenschaften, insbesondere von Vollkorn-
Dauerbackwaren; Verringerung der Wasseraufnahme und infolgedessen Energieein-

sparung bei der Knackebrot- und Waffelherstellung; sowie Verbesserung der Teig-
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verarbeitungseigenschaften bei der Brot- und Brotchenherstellung (, Teigtrocknung®

bei niedrigen Enzymzugabemengen)

Daher wird eine kommerzielle Herstellung in Eigenregie bei einem Kontraktpartner der SE
gepruft.

6 Diskussion und Fazit

Die Versuchsapparatur flr die kontinuierliche Hydrolyse in Wasser unter erhéhten Driicken
und Temperaturen konnte im Institut fir Thermische Verfahrenstechnik erfolgreich aufgebaut
und betrieben werden. Am Beispiel von Roggenstroh und Roggensilage sind zahlreiche Ver-
suche durchgefiihrt worden, deren Ergebnisse unverzichtbare Erkenntnisse beziiglich der

weiteren Untersuchungen lieferten.

Die zeitlich getrennte thermische und enzymatische Hydrolyse liefert sehr gute Ergebnisse,

wobei die Ausbeute an Glukose bei 98,7% und die Ausbeute an Xylose bei 99,7% liegt.

Die Enzymsysteme aus Penicillium janthinellum V39 und Aspergillus brasiliensis sind somit

fur den Abbau von Roggenstroh bestmdéglich geeignet.

Damit konnte ein Verfahren erarbeitet werden, dass ohne den Einsatz von Chemikalien ei-
nen Umsatz der Polysaccharide des Roggenstrohs zu Monosacchariden zu fast 100% ge-

wahrleistet.

Die kombinierte thermisch-enzymatische Hydrolyse liefert keine Verbesserung der Enzymak-
tivitaten beim Abbau des Roggenstrohs. Zwar kénnen die Enzyme durch Druck stabilisiert
werden und zeigen Aktivitat Gber einen langeren Zeitraum, der Abbau des Roggenstrohs ist
jedoch schlechter als bei der zeitlich getrennten Hydrolyse. Der Grund hierflir sind die relativ
niedrigen Temperaturen (< 100°C), die das Stroh nicht ausreichen zuganglich fir die Enzy-

me machen und fir die Enzyme teilweise schon zu hoch sind.

Die im Projektantrag vermerkten Meilensteine sind erreicht worden.
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10 Anlagen

Conversion of Lignocellulosic Materials and Model Compounds in Sub- and Super-

critical Water
Gerd Brunner, Tobias Albrecht

Institute for Thermal and Separation Processes, Hamburg University of Technology

Abstract

The degradation of lignocellulosic biomass was studied with respect to the complete solubili-
sation of insoluble organic wastes in an agueous medium. Background is the conversion of a
model waste specified by the European Space Agency (ESA) in context with the develop-

ment of a life support system for long-term manned missions.

Hydrothermal conversion of lignocellulosic biomass was investigated on the compounds cel-
lulose, lignin, the complex waste specified by ESA, wheat straw, and indigestible residues
from a methane reactor. Treatment was carried out continuously in a plug flow reactor at
pressures from 15 to 25 MPa and at temperatures from 240 to 500°C with residence times
ranging from a few seconds to three minutes. Pure lignin and lignocellulosic biomass could
be liquefied by hydrolysis up to 70-80 %. Effluents were subsequently treated by biological
degradation. Overall efficiency of COD removal increased to 90-95 %. No toxic effects on the
microorganisms were observed. The oxidation of lignocellulose in near-critical water by hy-
drogen peroxide converted all carbonaceous material, mostly to gaseous products, only
about 10 % of the initial carbon load remained in the aqueous phase, with the main product

being acetic acid.
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Hydrolysis Kinetics of Biopolymers in Subcritical Water
Rogalinski T., Liu K., Albrecht, T., and Brunner G.

Institute for Thermal and Separation Processes, Hamburg University of Technology

Abstract

The unique properties of water at elevated temperatures and pressures, namely the altera-
bility of ionic product, dielectric constant, and density, make it an interesting and promising
reaction medium. Several investigations have been made in order to obtain valuable prod-
ucts from biopolymers or, more general, biomass. Biopolymers can react with high tempera-
ture water in very short residence times and with high rates of conversion. The achievable
products are manifold and can be varied to a large extent by changing the operating condi-
tions. The possibilities of sub- and supercritical water can even be significantly expanded by

adding a catalyst like carbon dioxide.

This work deals with the hydrolysis kinetics of different kinds of biopolymers, namely starch,
cellulose (polysaccharides), and proteins (polypeptides). Kinetics was conducted over a
broad range of experimental conditions using a continuous-flow reactor. In all three cases,
the obtained experimental results could be described by a reaction model according to the
approach of a single consecutive reaction following first order kinetics. The rate constants of
the hydrolytic conversion were determined for the resulting monomers (glucose and amino
acids), and the values were found to strongly depend on the type of bond. The peptide bonds
in proteins exhibited a much higher stability compared to the (3-1,4- and -1,6-glycosidic link-
ages in cellulose and starch, respectively. The stability of the resulting monomers and their
conversion to further degradation products were determined. The addition of carbon dioxide
to water under hydrothermal conditions resulted in a significant increase in acid catalyzed

reaction rates, which could be confirmed by the obtained rate constants.
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Semi-Continuous Liquid Hot Water Pretreatment of Rye Straw

Thomas Ingram’, Tim Rogalinski’, Vera Bockemiihl?>, Garabed Antranikian?, Gerd Brunner'

'Hamburg University of Technology, Thermal Separation Processes,

2Hamburg University of Technology, Technical Microbiology

Abstract

This article is based upon the findings of our recent publication dealing with the liquid hot
water (LHW) hydrolysis of lignocellulosic materials in different reactor types [1]. As an ad-
vancement of these results, semi-continuous fixed-bed reactors were constructed aiming at
the efficient hydrolysis of rye straw at elevated temperatures as a pretreatment process for
bioethanol production. The temperature range between 170°C and 230°C was found to be
most suitable for the thermal pretreatment of rye straw. The resulting liquid hydrolyzates as
well as the solid residues were enzymatically converted to monomeric sugars (xy-
lose/glucose) using cellulases and xylanases from Penicillium janthinellum. 95% of the initial
xylan and 92% of the glucan was converted using a pretreatment temperature of 200°C-
215°C. The solubilization of the biomass in the fixed-bed reactor could be described by a
reaction model following first-order kinetics. For that reason, the Imax-factor was introduced,
which describes the maximum ratio of biomass that can be hydrolyzed at a certain tempera-
ture, related to the initial mass. The usage of a fixed-bed reactor combines several advan-
tages compared to other reactor types, namely high solid-to-water-ratios, the prevention of
degradation product formation, and considerable energy savings since no biomass comminu-

tion is necessary.
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Hydrolysis of lignocellulosic biomass in water under elevated temperatures and pres-

sures
Tim Rogalinski, Thomas Ingram, Gerd Brunner’

Hamburg University of Technology, Thermal Separation Processes

Abstract

The hydrolysis of rye straw and rye silage in liquid previous termhot waternext term (LHW) as
a pretreatment process for the utilization of lignocellulosic material (LCM) was investigated.
Two different types of reactors, a batch autoclave (BA) and a continuous-flow (CF) appara-
tus, were used in this work. For both setups a certain time was needed to heat the reactor up
to the desired temperature. The temperature profiles for both reactors were calculated and
accurately predicted in order to assure comparable and defined operating conditions. For this
purpose, a modified severity factor was used that accounted for the different temperatures
during the heat-up phase in the reactors. The experimental results show that high degrees of
biomass solubilization are possible using LHW, however, the yield of undesired degradation
products increases with treatment severity as well. The particle size of the biomass and the
substrate concentration seem to have no influence on the solubilization. The solubilization of
rye silage seems to be easier compared to rye straw as parts of the protecting hemicellu-
lose—lignin matrix have already been degraded by lactobacilli. The glucose formation and
decomposition from rye straw were investigated using a simplified model according to the
pattern of a single consecutive reaction following first-order kinetics and the results were
compared to literature data dealing with the LHW treatment of starch as well as pure cellu-
lose. Taking into consideration the advantages and disadvantages of the reactor types used,

an optimal reactor concept is proposed for future investigations.
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Ethanol by Means of Supercritical Fluid Technology
Brunner, G.

Institute for Thermal and Separation Processes, Hamburg University of Technology

Abstract

Plant materials, processed for recovery of valuable compounds consist of a major part of
lignocellulosic material. In context with the investigation of better use of the plant material,
conversion of this part to ethanol is one way to make better use of the solar energy incorpo-
rated. From the point of view of SFE technology several questions arise: Are there SFE re-
lated processes which can be applied? Can these processes be operated under commercial
and competitive conditions? Do they contribute positively to the energy balance of process-
ing plant materials? What are the target areas for application of those processes? For the
target product of ethanol of > 99.8 wt. %, there are several plant material sources available.
The carbohydrate compounds of these materials can be hydrolysed by near critical water.
CO, dissolved in water may be used as catalyst. Hydrolysis can be favourably further en-
hanced by enzymatic catalysis. The product streams from the hydrolytic treatment are fer-
mented. The resulting diluted ethanol solution is processed by multistage counter-current
supercritical carbon dioxide extraction to ethanol of 99.8 wt.% concentration. Non-
fermentable residues may be subjected to a second hydrolysis or transferred to a biogas
production. Solid residues of the biogas reactor, in particular lignin containing fractions, can
be oxidised with near and supercritical water to mainly gas and a smaller fraction of mainly

short chain fatty acids, which can be reintroduced to the biogas reactor.
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Microbial Community Genomics (Microcomgenomics) for discovery of novel cellu-

lases
M. Katzer, N. I. StoRer, B. Minow and G. Antranikian

Institute of Technical Microbiology, Hamburg University of Technology, Hamburg, Germany

The use of microbial communities as source of genomic DNA for the construction of metage-
nomic libraries enables discovery of novel biocatalysts that are present in natural habitats. A
combination of enrichement techniques and subsequent metagenomics of the enriched mi-
crobial community “Microcomgenomics” was carried out for the isolation of novel genes and
the corresponding enzymes. This approach exploits the genetic diversity of mixed cultures

when grown on selected carbon sources, such as cellulose and hemicellulose.

Water and soil samples from hot springs (60-90°C) were collected from Sao Miguel (Azores,
Portugal) and enriched on different carbon sources including cellulose and xylan. The en-
richment cultures were grown under aerobic as well as anaerobic conditions. Gene libraries
were constructed using lambda ZAP® Vector (Stratagene) after isolation of DNA from the

microbial community and screening was performed on AZCL HE-Cellulose and Xylan plates.

Two cellulase encoding genes were cloned with and without His-Tag in E coli Tuner™ (DE3)
cells. The gene cel5 2268 bp long encodes a protein with a molecular mass of 85 kDa (755
amino acids). The cellulase gene cel5 exhibits 87 % identity to cel D from Anaerocellum
thermophilum. Another gene cel 3 (1614 bp long, molecular mass 59kDa) showed 87.5 %

identity to the endoglucanase from Alicyclobacillus acidocaldarius.

Both recombinant enzymes are active with carboxymethylcellulose and crystalline cellulose
between 40 and 80°C and pH of 4-9. Maximal activity was measured at 60°C (Cel 3.2) and
70°C (Cel 5.1).
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Novel thermoactive cellulases from the anaerobic thermophilic bacteria Anaerobranca

gottschalkii and Fervidobacterium gondwanense
Barbara Piela and Garabed Antranikian

Institute of Technical Microbiology, Hamburg University of Technology, Hamburg, Germany

Cellulose, the most abundant organic polymer in nature, is hydrolysed by the synergistic ac-
tion of different enzymes including endoglucanases, exoglucanases and B-glucosidases.
Aiming at finding robust thermoactive cellulases we focussed on two thermophilic anaerobic
bacteria, the thermoalkaliphile Anaerobranca gottschalkii [1] and the extreme thermophile

Fervidobacterium gondwanense.

The genome of Anaerobranca gottschalkii was found to contain two open reading frames,
which were designated as cel2 and cel8. The ORF cel2 encodes the endoglucanase Cel2,
which consists of 348 amino acids and has a molecular mass of 38 kDa. The amino acid
sequence of Cel2 exhibits 49.6% identity to the sequence of an endoglucanase of the hyper-
thermophilic archaeon Pyrococcus furiosus. The second endoglucanase Cel8 has a molecu-
lar mass of 36.1 kDa and consists of 327 amino acids. Analysis of the amino acid sequence
of Cel8 revealed 58% identity to a cellulase of Caldanaerobacter subterraneus subsp. teng-
congensis. Both open reading frames have been cloned and successfully expressed in Es-
cherichia coli.

Furthermore, a thermoactive cellulase was found by screening the gene library of the ex-
treme thermophile Fervidobacterium gondwanense. The cellulase encoding gene shows low
similarities to other endoglucanases (36.3% identity to an endoglucanase of Thermotoga

maritima).

Further information regarding substrate specificity and kinetic properties of the selected

thermoactive cellulases will be presented.

[1] Prowe, SG. and Antranikian, G. (2001) Anaerobranca gottschalkii sp. nov., a novel ther-
moalkaliphilic bacterium that grows anaerobically at high pH and temperature. Int. J. Syst.
Evol. Microbiol., 51: 457-65.
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Bioconversion of rye straw at elevated temperatures

Vera Bockemiihl', Thomas Ingram?, Tim Rogalinski?, Felix Hahn', Lutz Popper®, Irina Smir-

nova?, Gerd Brunner? and Garabed Antranikian'
'Institute of Technical Microbiology, Hamburg University of Technology, Hamburg, Germany

’|Institute of Thermal Separation Processes, Hamburg University of Technology, Hamburg,

Germany

*Research and Development, SternEnzym, Ahrensburg, Germany

Abstract

Due to the shortage of fossil resources the bioconversion of biomass to high value products
such as fine chemicals and biofuels has recently attracted the interest of scientists from aca-
demia and industry. The choice of the most suitable substrate and the process will be crucial
for the success of the future biobased industry. In mainstream processes large quantities of
chemicals, such as sulfuric acid, are added to hydrolyze the cellulosic material in order to
make it accessible for enzyme action. Here, we propose a novel process that allows the effi-
cient conversion of rye straw to utilizable products without the use of chemicals. Liquid hot
water treatment at elevated temperatures and a pressure of 50 bar is used to make the cellu-
losic material accessible for hydrolytic enzymes. The resulting liquid hydrolyzates as well as
the solid residues were enzymatically converted to monomeric sugars (xylose/glucose) using
mesophilic enzymes from Penicillium janthinellum (at 50°C and pH 4.0) and thermoactive
enzymes from Aspergillus brasiliensis (at 75°C and pH 4.0). These enzyme systems con-
tained endoglucanase, exoglucanase, B-glucosidase, endoxylanase and B-xylosidase activi-
ties. HPLC analysis showed that glucose, xylose and arabinose are the major products
formed and 95% of the initial xylan and 92% of the glucan was converted to monomeric sug-
ars using a pretreatment temperature of 200°C-215°C. The described process using a fixed-
bed reactor combines several advantages compared to other reactor types, namely signifi-
cant energy savings since no biomass comminution is necessary, high solid-to-water-ratios

and reduces by-product formation.
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