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Autorenreferat

Der fortschreitende Klimawandel fuhrt zum Umdenken in der Politik. Im Vordergrund steht
dabei die Vermeidung der Treibhausgasemissionen durch Verbrennung fossiler Rohstoffe.
Durch Nutzung von Biokraftstoffen im Verkehrssektor sind deutliche Einsparungspotenziale
madglich. Deshalb wurde ein Mindestanteil dieser Kraftstoffe am Gesamtkraftstoffverbrauch in
der Europaischen Union vorgeschrieben. Die Nutzung von Bioethanol ist eine mogliche
Variante der Umsetzung. Von besonderem Interesse ist die Ethanolherstellung aus
organischen Reststoffen wie z. B. Biertreber. Damit dieser zur Produktion von Bioethanol
genutzt werden kann, ist ein Aufschluss der stabilen Lignocellulosematrix notwendig.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Optimierung von zwei verschiedenen
Aufschlussverfahren untersucht. Ziel war es dabei, die Struktur des Biertrebers so zu
verandern, dass in einer nachgeschalteten enzymatischen Verzuckerung mdoglichst hohe
Monosaccharidkonzentrationen erreicht werden. In einer anschlie3enden Fermentation wurde
die geloste Glucose zu Ethanol umgesetzt. Zur Bestimmung der optimalen Versuchs-
bedingungen wurde ein flachenzentrierter Versuchsplan genutzt. Als unabhangige GroRen
wurden im Rahmen der statistischen Versuchsplanung die Temperatur, Versuchszeit und
Konzentration der verdinnten Natronlauge bzw. Schwefelsaure untersucht.

Die Messergebnisse der alkalischen Aufschlisse zeigten keine eindeutigen Abhéangigkeiten
von den Versuchsbedingungen. In den meisten Versuchen schwankte die Menge der geldsten
Glucose nach der Verzuckerung um eine Konzentration von 4 g/l, was einer Ausbeute von
etwa 17 % entsprach. Die Ergebnisse der Fermentation zeigten, dass bei einer Natronlaugen-
konzentration von 3 bzw. 5 % (w/v) ein Plateau der Ethanolausbeute erreicht wurde. Die
Konzentration betrug ca. 2,2 g/l, was einer Ausbeute von rund 18,5 % entsprach.

Die Ergebnisse der sauren Aufschliisse zeigten einen eindeutigen Trend. Durch Erhéhung der
Temperatur, Konzentration und Versuchszeit wurde nach den Aufschliissen eine Steigerung
der Freisetzung der Monosaccharide aus der Hemicellulose nachgewiesen. Das gleiche
Verhalten zeigte sich bei der Freisetzung von Glucose nach der enzymatischen Verzuckerung
und bei der Ethanolkonzentration nach der Fermentation. Durch Vorbehandlung bei maximaler
Temperatur, Konzentration und Versuchszeit wurde eine Glucosekonzentration von 5,5 g/l
erreicht, was einer Ausbeute von 26,3 % entsprach. Nach der Fermentation wurde unter
diesen Versuchsbedingungen eine Ethanolkonzentration von 3,2 g/l erzielt. Dies entsprach

einer Ausbeute von 30,4 %.

Schlagworter:
Lignocelluloseaufschluss; Biertreberaufschluss; verdinnter Natriumhydroxidaufschluss;
verdinnter Schwefelsdureaufschluss; hohe Feststoffbeladung; Enzymverzuckerung;

Fermentation mit Backerhefe



Abstract

The progressing global warming leads to a rethinking in politics. The focus lays on avoiding
greenhouse gas emissions from the combustion of fossil fuels. The use of biofuels in the
transport sector offers significant potential for savings. Thats why a minimum share of these
fuels in total consumption has been prescribed politically in the European Union. The use of
bioethanol is one possible implementation option. Of particular interest is the production of
ethanol from organic residues such as brewer's spent grain. To use brewer's spent grain for
bioethanol production, digestion of the stable lignocellulosic matrix is necessary.

Therefore the optimization of two different pretreatments were investigated in this thesis. The
aim of the work was to change the structure of the brewer's spent grain in such a way that the
highest possible monosaccharide concentrations are achieved in a downstream enzymatic
saccharification. In the following fermentation step the glucose should be converted into
ethanol. A face centred Central Composite Design was used to determine the optimum
experimental conditions. The temperature, experimental time and concentration of dilute
sodium hydroxide solution or sulfuric acid were researched as independent variables.

The measurement results of the alkaline digestions showed no clear dependencies on the
experimental conditions. In most of the experiments the amount of dissolved glucose after
saccharification fluctuated around a concentration of 4 g/l. It corresponds to a yield of about
17 %. The fermentation results showed that a plateau in ethanol yield was reached at a sodium
hydroxide concentration of 3 or 5 % (w/v). The plateau was about 2.2 g/l and it corresponds to
a yield of about 18.5 %.

The results of the acid pretreatment showed a clear trend. An increase in the release of the
monosaccharides from the hemicellulose was demonstrated after the pretreatment by
increasing the temperature, concentration and experimental time. The same behavior was
shown by the release of glucose after enzymatic saccharification and for the ethanol
concentration after fermentation. Under the maximum experimental conditions a glucose
concentration of about 5.5 g/l was obtained. It corresponds to a yield of about 26.3 %. After
fermentation an ethanol concentration of 3.2 g/l was achieved under these experimental

conditions. This corresponds to a yield of 30.4 %.

Keywords:
lignocellulosic digestion; brewer's spent grain digestion; dilute sodium hydroxide digestion;
dilute sulfuric acid digestion; high solid loading; enzyme saccharification; fermentation with

baker's yeast
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1 Einleitung

Die Reduktion des CO-Ausstol3es ist derzeit eines der beherrschenden Themen in der Politik.
Im Zentrum steht dabei die Vermeidung der Verbrennung fossiler Rohstoffe. Dies ist darin
begrindet, dass durch Verbrennung fossiler Rohstoffe Kohlenstoff, welcher vor vielen
Millionen Jahren gebunden wurde und seitdem in unterirdischen Lagerstatten gespeichert ist,
in Form von CO:in die Atmosphéare gelangt. Infolge der zuséatzlichen Freisetzung kommt es
zu einem Anstieg der CO2-Konzentration in der Atmosphéare. Da es sich dabei um ein Treib-
hausgas handelt, fuhrt dies zur globalen Erwarmung. Die Folgen sind zum Teil jetzt schon
deutlich zu spiren. Des Weiteren sinkt das Vorkommen an leicht zugéanglichen fossilen
Rohstoffen, weshalb die Férderung immer aufwendiger und teurer wird. Da vor allem Erddél zur
Herstellung von zahlreichen Produkten im Alltag benétigt wird, sollte auch aus diesem Grund
sparsam mit der wertvollen Ressource umgegangen werden.

Eine Mdglichkeit im Kraftstoffsektor den Verbrauch zu reduzieren ist die Nutzung von Biokraft-
stoffen wie z. B. Biodiesel oder Bioethanol. Jedoch fiihrt die konventionelle Herstellung der
Biokraftstoffe direkt zur nachsten Problematik, da fiir die Herstellung derzeit potenzielle
Lebensmittel genutzt werden. Die Herstellung von Biokraftstoffen ist seit Jahren einer der
Grlnde fur den Anstieg der Lebensmittelpreise auf dem Weltmarkt. [1] Aus diesem Grund stellt
sich die Frage, ob es ethisch und moralisch vertretbar ist, dass aus potenziellen Lebensmitteln
wie z. B. Mais, Zuckerriiben oder Getreide Bioethanol fir den Kraftstoffmarkt produziert wird,
wenn gleichzeitig ungefahr 10 % der Weltbevilkerung 2021 an Unterernéhrung litten [2]. Bei
der Herstellung von Bioethanol aus Biertreber stellt sich diese Frage nicht, da es sich um einen
Reststoff handelt.

Nach derzeitigem Stand der Technik ist die Produktion von Ethanol aus Biertreber bzw.
allgemein aus lignocellulosehaltiger Biomasse noch nicht konkurrenzfahig mit konventionell
hergestelltem Bioethanol aus z. B. starkehaltigen Rohstoffen. Dies ist darin begriindet, dass
die Produktionskosten deutlich héher sind. Bevor Ethanol oder andere Stoffe aus ligno-
cellulosehaltiger Biomasse gewonnen werden kdnnen, muss der stabile Lignocellulose-
komplex aufgeschlossen werden. Ohne Vorbehandlung ist der Abbau der Lignocellulosematrix
durch Mikroorganismen unter anaeroben Bedingungen nahezu unmdglich. Durch eine gezielte
Vorbehandlung soll deswegen unter mdglichst milden Reaktionsbedingungen der Komplex
aufgebrochen werden. Im Anschluss sollen die in der Hemicellulose und Cellulose
gebundenen Zuckerbausteine durch Enzyme mdglichst vollstéandig in geléste Monosaccharide
Uberfihrt werden.

Im Rahmen der Masterarbeit sollen dafiir zwei verschiedene Aufschlussverfahren unter
atmosphérischem Druck untersucht werden. Als Einflussgrof3en auf den Aufschluss wird die

Temperatur, Verweilzeit und Konzentration der verwendeten Chemikalien untersucht. Die



einzelnen Versuchspunkte werden dabei anhand eines flachenzentrierten Versuchsplans
festgelegt. Ziel der Aufschlussversuche ist es, die Versuchsbedingungen zu ermitteln, bei
denen die folgenden Punkte erflllt werden:

e Maximale Glucoseausbeute aus der Cellulose

¢ Maximale Ausbeute an Xylose und Arabinose aus der Hemicellulose

e Minimaler Abbau der Monosaccharide in Inhibitoren fir die Fermentation

¢ Maximale Ethanolausbeute nach der Fermentation



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Treibhausgasemissionen in Deutschland und der potenzielle
Beitrag von Bioethanol zur Senkung der CO2-Emissionen am

Beispiel des Verkehrssektors

Der fortschreitende Klimawandel ist vor allem auf die hohen Kohlenstoffdioxidemissionen
zurtckzufiuihren. Eine Statistik des Umweltbundesamts zeigt, dass 2022 allein 89,4 % der
gesamten Treibhausgasemissionen in Deutschland auf Kohlenstoffdioxid zuriickzufiihren
waren. Die Statistik berlcksichtigt dabei die unterschiedlichen Treibhausgaspotenziale
(Normierung auf Kohlenstoffdioxidaquivalente). Der GrofR3teil der Kohlenstoffdioxidemissionen
stammt dabei aus der Verbrennung fossiler Rohstoffe, wodurch 2022 84 % der gesamten
Treibhausgasemissionen freigesetzt wurden. Die meisten CO,-Emissionen in Deutschland
(2022) stammen aus der Energiewirtschaft mit ca. 37 % gefolgt vom Verkehr mit ca. 22 % und

dem verarbeitenden Gewerbe sowie der Haushalte und Kleinverbraucher mit jeweils rund
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Abbildung 1:  Treibhausgasemissionen von 1990 bis 2021 in Deutschland nach Sektoren des
Klimaschutzgesetzes und die politische Zielstellung fur das Jahr 2030 [4]

Abbildung 1 zeigt den Verlauf der Kohlenstoffdioxidemissionen in den 4 Sektoren. Wie die
Grafik zeigt, sind in allen Bereichen noch deutliche EinsparmalRnahmen notwendig, um die
politischen Ziele fur 2030 zu erreichen. Besonders grol3 ist der Handlungsdruck im Bereich
des Verkehrssektors, da hier seit 1990 keine signifikante Reduktion der Treibhausgas-

emissionen erreicht werden konnte. Langfristig soll die Reduktion der Kohlenstoffdioxid-



emissionen durch den Einsatz der Elektromobilitdt erreicht werden. E-Autos sind aktuell gut
fur Kurzstrecken wie z. B. der Fahrt zur Arbeit geeignet. Die Umstellung des Automobilsektors
von Verbrennungs- auf Elektromotoren bedarf bspw. eines Ausbaus der Ladeinfrastruktur, was
mit einem Ausbau der Stromnetze sowie der Stromerzeugung verbunden ist. Diese Trans-
formation bendtigt Zeit und wird noch einige Jahre bendétigen, weshalb kurzfristige Alternativen
zur Reduktion von Treibhausgasemissionen auch im Bereich des PKW-Verkehrs notwendig
sind. Bioethanol ist dabei eine gute Alternative, da es als Beimischung in Ottokraftstoff ohne
Anpassung der Motoren genutzt werden kann. Des Weiteren stof3t im Bereich der Schifffahrt
sowie im Schwergutertransport die Elektromobilitdt an ihre Grenzen, da hier oft lange Strecken
zurtickgelegt und hohe Energiemengen bereitgestellt werden missen [5]. In diesen Bereichen
bieten sich flissige Biokraftstoffe auch fur die Zukunft als Alternative an.

AulRerdem wurde der Druck auf den Verkehrssektor durch die Neufassung der Européischen
Richtlinie (EU) 2018/2001 des Européaischen Parlaments und des Rates zur Forderung der
Nutzung von Energie aus erneuerbaren Quellen verstarkt. Die daraus folgenden Vorgaben fur
den Verkehrssektor in Deutschland werden im Bundesimmissionsschutzgesetz (BImSchG)
beschrieben. Die Umsetzung wird durch die Bundesimmissionsschutzverordnung (BImSchV)
Nr. 37 und 38 geregelt. Nach § 37a Absatz 4 BImSchG sind Inverkehrbringer von Kraftstoffen
dazu verpflichtet die Treibhausgasemissionen von ,[...] fossilen Otto- und fossilen Diesel-
kraftstoffen zuziiglich der Treibhausgasemissionen der von ihnen eingesetzten Erfiillungs-
optionen um einen festgelegten Prozentsatz gegentber [dem] Referenzwert [...]* zu
reduzieren.

Im Folgenden wird die Ermittlung der Treibhausgasbilanz kurz erlautert. Fir die Bestimmung
des Referenzwerts werden zuerst die in Verkehr gebrachten Mengen an Kraftstoff mit ihrer
jeweiligen Energiedichte multipliziert und so der Gesamtenergiegehalt bestimmt. Anschlie-
Rend wird dieser Wert mit dem Basiswert von 94,1 kg COeq/GJ multipliziert, woraus sich der
Referenzwert in kg CO2q ergibt. Danach wird der Zielwert bestimmt. Dafur wird die
Treibhausgasminderungsquote mit dem Referenzwert multipliziert und das Ergebnis vom
Referenzwert abgezogen. Die Vorgaben fir die Treibhausgasminderung steigen jahrlich an
(siehe Tabelle 1). [6]



Tabelle 1: Vorgaben der Treibhausgasminderung bezogen auf den Referenzwert nach
§ 37a Absatz 4 BImSchG

Giiltig ab Treibhausgasminderungsquote [%]
2023 8
2024 9,25
2025 10,5
2026 12
2027 14,5
2028 17,5
2029 21
2030 25

Die ,tatsachlichen* CO,-Emissionen ergeben sich analog zur Bestimmung des Referenzwerts.
Als Erstes werden die jeweiligen Energiemengen der einzelnen Kraftstoffe bestimmt und mit
den spezifischen Treibhausgasemissionen multipliziert. Nach Addition der CO,-Emissionen
darf der Wert maximal so grof3 wie der Zielwert sein. [6] Fir Emissionen, die den Zielwert
uberschreiten, missen Unternehmen laut § 37c Absatz 2 Satz 5 BImSchG seit 2022 600 €/t
nicht eingespartes CO- Strafe zahlen.

Das Ziel der Treibhausgasminderungsquote ist die CO,-Emissionen aus fossilen Quellen zu
senken. Bei der Anrechnung von Biokraftstoffen werden die COz-Emissionen aus der
Produktion in der Gesamtbilanz bericksichtigt. Da es sich bei Biertreber um einen Reststoff
handelt, wirkt sich dies positiv auf die in der Bilanz zu bertcksichtigenden Treibhausgas-
emissionen aus (Anhang 5 RICHTLINIE (EU) 2018/2001).

Die Anrechenbarkeit von konventionell hergestelltem Bioethanol auf die Treibhausgas-
minderung (aus Nahrungs- und Futtermittelpflanzen) ist bezogen auf den Gesamtenergie-
gehalt auf 4,4 % begrenzt (§ 13 Absatz 1 38. BImSchV). Oberhalb der Beimischungsgrenze
wird fur konventionell hergestelltes Bioethanol zur Bestimmung der Treibhausgasemissionen
der Basiswert zugrunde gelegt.

Grund fir die Begrenzung ist, dass durch gezielten Anbau von Energiepflanzen direkt oder
indirekt neue Agrarflachen entstehen kénnen, wodurch in Verbindung mit mangelndem
Naturschutz wichtige Naturschutzgebiete wie z. B. der Regenwald zerstort werden. Des
Weiteren steht die konventionelle Bioethanolproduktion damit in Konflikt, dass potenzielle
Lebensmittel zur Produktion von Kraftstoffen eingesetzt werden (Teller Tank Diskussion). [5]
An dieser Stelle setzt die Bioethanolproduktion aus Biertreber an. Da es sich bei Biertreber um
einen Reststoff der Bierproduktion handelt (siehe Kapitel 2.3.1), fuhrt eine Nutzung von
Biertreber nicht zu derartigen Konflikten. Des Weiteren gehdrt Bioethanol, welcher aus
Biertreber gewonnen wird, zu den fortschrittlichen Biokraftstoffen nach Anlage 1 38. BImSchV.

Im Gegensatz zu konventionell hergestelltem Bioethanol, welcher durch eine Obergrenze



gedeckelt ist, sind fur fortschrittliche Biokraftstoffe sogar Mindestmengen im Kraftstoff nach
§ 14 Absatz 1 38. BImSchV vorgeschrieben. Durch die schrittweise Erh6hung der Mindest-
menge an fortschrittlichen Biokraftstoffen bis 2030 soll die Einfuhrung dieser Kraftstoffe in den
Kraftstoffmarkt geférdert werden. 2030 schreibt der Gesetzgeber einen Mindestanteil von
2,6 % bezogen auf den Energiegehalt des Kraftstoffs vor. Unter Berlicksichtigung der groRen
Menge an Kraftstoff, die jahrlich verkauft wird, stellt dies einen grof3en Absatzmarkt fir Ethanol

aus Biertreber dar.

2.2 Ethanolbedarf und Potenzial an Bioethanol aus Biertreber in

Deutschland

Neben dem grof3en Potenzial des Einsatzes als Flussigkraftstoff im Verkehrssektor (siehe
Kapitel 2.1) kann Bioethanol auch flr zahlreiche weitere Anwendungen genutzt werden, bspw.
ist eine Nutzung als Energietrager in der Industrie denkbar. Darlber hinaus ist der Einsatz von
Ethanol nicht auf die energetische Nutzung begrenzt, sondern es gibt zahlreiche weitere
Anwendungen. In der Technik wird es z. B. als Losungsmittel fur Ole, Fette und Harze
eingesetzt. Wichtige Einsatzgebiete sind dafiir bspw. die Herstellung von Lack und Firnes.
Auch in der Herstellung von Kosmetika wird Ethanol als Ldsungsmittel fir Duftstoffe
verwendet, z. B. in Rasierwasser, Haarwasser und Parfum. Des Weiteren wird Ethanol zur
Herstellung von pharmazeutischen Préparaten gebraucht. In der Chemieindustrie dient
Ethanol ebenfalls als Ausgangsstoff fuir zahlreiche Reaktionen, bspw. soll an dieser Stelle die
Herstellung von Ethylacetat und Ethylchlorid genannt werden. Aufgrund seiner keimtotenden
Wirkung ist Ethanol auch in Desinfektionsmitteln enthalten. Des Weiteren wird Ethanol
aufgrund seiner Eigenschaften haufig als Reinigungsmittel in der Industrie genutzt. [7] Auch
privat kommt Ethanol als Reinigungsmittel zum Einsatz, z. B. in Bremsenreiniger fur Fahrrader.
Wie anhand der ausgewahlten Beispiele deutlich wird, ist der Bedarf an Ethanol sehr grof3.
Wie grol3 der Bedarf allein in Deutschland ist, zeigt Abbildung 2. 2019 entsprach die Produktion
in Deutschland gerade einmal 57 % der in Deutschland benétigten Ethanolmenge. Die
Produktion von Bioethanol aus Biertreber stellt dabei eine vielversprechende Alternative mit
groBem Potenzial dar, weil es sich um einen Reststoff handelt, dessen alternative
Verwertungswege begrenzt sind (siehe Kapitel 2.3.3). Pro 1 m3 Bier entstehen ca. 200 kg
feuchter Biertreber [8]. Bei einer Jahresbierproduktion von rund 8,5 Mio. m3 (im Jahr 2021 in
Deutschland) [9] ergibt sich eine Biertreberproduktion von rund 1,7 Mio. t (Frischmasse). Dies
entspricht einem Potenzial an Glucose bei vollstandiger Nutzung der in der Cellulose
gebundenen Glucose von ca. 269.000 t/a, was einer maximal moglichen Menge an Ethanol
von ca. 138.000 t/a entspricht. Neben Glucose kdnnen weitere Rohstoffe wie z. B. Xylose und

Arabinose aus der Hemicellulose gewonnen werden. Durch die Nutzung der Finffachzucker



bei der Fermentation kann der Ethanolertrag noch deutlich gesteigert werden. Selbst bei
vollstandiger Nutzung des Biertrebers ist das zu erwartende Potenzial deutlich kleiner als der
derzeitige zusatzliche Bedarf an Ethanol in Deutschland (siehe Abbildung 2). Hinzu kommt,
dass eine Freisetzung der Glucose ohne Verluste sowie eine Nutzung aller anfallenden
Biertreber auch in Zukunft weder technisch noch wirtschaftlich sinnvoll sein wird. Aufgrund
weiterer Verwertungswege, welche in Kapitel 2.3.3 beschrieben werden, ware dies auch nicht

zu empfehlen.
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Abbildung 2:  Produktion und Absatz von Bioethanol in Deutschland in den Jahren 2009 bis 2019
[10]

2.3 Biertreber

2.3.1 Die wichtigsten Produktionsschritte der Bierherstellung vom

Gerstenkorn bis zum Biertreber

In Deutschland darf Bier nur nach dem deutschen Reinheitsgebot gebraut werden. Die
Urfassung des Reinheitsgebots wurde 1516 als Verordnung im Herzogtum Bayern erlassen.
Es schreibt vor, dass als Zutaten zum Brauen nur Wasser, Malz, Hopfen und Hefe verwendet
werden dirfen. Weitere Zutaten wie z. B. kiinstliche Konservierungs-, Farb- oder Aromastoffe
sowie zusatzliche Enzyme und Emulgatoren sind im Bier bis heute nicht zulassig. [11]

Hauptsachlich wird in Deutschland Gerstenmalz zum Bierbrauen verwendet. Damit aus den
Kornern der Gerste Gerstenmalz entsteht, sind einige Verfahrensschritte notwendig. Nach

dem Waschen und Sortieren der Korner werden diese eingeweicht. Durch eine gesteuerte



Beluftung und Befeuchtung beginnen die Kdrner zu keimen, wodurch wichtige Enzyme im
Getreide gebildet sowie aktiviert werden. Die gekeimten Kérner werden Griinmalz genannt.
Grunmalz ist aufgrund seiner Feuchte sehr leicht verderblich, weshalb sich eine Trocknung
anschliel3t. Im ersten Schritt wird Griinmalz bei niedrigen Temperaturen getrocknet, was auch
Schwelken genannt wird. AnschlieBend folgt die eigentliche Trocknung (Darren) bei
80 — 105 °C sowie eine Entkeimung des Malzkorns. Wéahrend der Malzherstellung entscheidet
sich, welche Biersorte spater daraus gebraut wird. [12]

In Abbildung 3 ist der gesamte Brauprozess vereinfacht dargestellt. Als Erstes wird das Malz
geschrotet. Eine Herausforderung stellen dabei die unterschiedlichen Anforderungen der
Spelzen und Starkekorner an die Zerkleinerung dar. Die Spelzen sollen moglichst wenig
zerkleinert werden, damit beim Maischen nicht zu viele Gerb-, Bitter- und Farbstoffe extrahiert
werden. Des Weiteren ist eine geringe Zerkleinerung der Spelzen fir die Bildung des
Filterkuchens beim Lautern (Fest-Flissig-Trennung der Maische) wichtig, damit der Druck-
verlust Uber den Filterkuchen nicht zu grof3 wird. Im Gegensatz dazu sollen die Starkekdrner
moglichst fein zermahlen werden, damit die Enzyme im Malz die Starke moglichst restlos in
Zucker umwandeln. Die Verzuckerung findet wahrend des Maischeprozesses statt. Besonders
wichtig ist dabei die Einstellung der richtigen Temperaturstufen, da die verschiedenen Enzyme
unterschiedliche Temperaturoptima besitzen. Nach Beendigung des Maischens wird die
Wirze (flissige Phase) von den festen Bestandteilen, dem Biertreber, abgetrennt. Dieser
Vorgang wird Lautern genannt. Nach der Fest-Flissig-Trennung wird der Biertreber
gewaschen, um eine bessere Ausbeute zu erzielen. Fiir den weiteren Brauprozess wird nur
die Wirze verwendet und der Biertreber aus dem Brauprozess ausgeschleust. Im Rahmen
der Masterarbeit wird dieser weiterverarbeitet, weshalb auf den nachfolgenden Brauprozess

nicht weiter eingegangen wird. [12]
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Abbildung 3:  Darstellung des Brauprozesses [13]

2.3.2 Zusammensetzung des Biertrebers

Die Zusammensetzung des Biertrebers ist von vielen Faktoren abhangig, bspw. der Getreide-
sorte, dem Erntezeitpunkt und den Wachstumsbedingungen. Dartber hinaus wird die
Zusammensetzung auch durch die Bedingungen bei der Malzherstellung sowie wahrend des
Maischeprozesses und durch das Waschen des Biertrebers nach der Fest-Fllssig-Trennung
beeinflusst. [14] Der Hauptbestandteil von frischem Biertreber ist mit 70 — 80 % Wasser. Die
durchschnittliche prozentuale Zusammensetzung von trockenem Gerstenbiertreber und
gemischtem Biertreber aus Gersten- und Weizenmalz ist in Tabelle 2 gezeigt. Im Anschluss
werden die fir die Masterarbeit wichtigsten Bestandteile des Biertrebers kurz vorgestellt. Auf
die Zusammensetzung der Fette (Lipide) und Proteine wird an dieser Stelle nicht weiter
eingegangen, da sie im Rahmen der Masterarbeit nicht untersucht wurden.



Tabelle 2: Zusammensetzung von Gersten- und Gersten-/Weizenbiertreber [15]

Inhaltsstoffe Gerstenbiertreber Gersten-/Weizenbiertreber
bezogen auf TS [%] bezogen auf TS [%]
Protein 20 — 28 20 — 28
Fett 8 — 18 8 — 18
Starke 08 - 10 0,6 — 1,0
Hemicellulose 25 - 30 35 — 40
Cellulose 18 - 20 14 - 16
Lignin 8 — 10 4 - 7
Asche 3 -4 3 -4

Starke

Starke ist aus a-glycosidisch verknipften D-Glucopyranosyleinheiten aufgebaut. Sie dient
der Pflanze als Energiespeicher. Durch Photosynthese bilden Pflanzen mithilfe des
Chlorophylls aus Kohlenstoffdioxid und Wasser Glucose, anschlie3end wird diese durch
Polymerisation in Starke umgewandelt. Im Gerstenkorn wird sie als Energiequelle fur den
Keimling eingelagert. [12]

Strukturell kann Starke in Amylose und Amylopektin unterschieden werden. Amylose befindet
sich in der Regel im Inneren der Gerstenkorner. Sie ist dabei aus 60 — 2.000 D-Gluco-
pyranosyleinheiten aufgebaut, welche a-1,4-glycosidisch verknlpft sind (Maltosebindung). Die
Molekilkette bildet dabei eine lange unverzweigte linksgangige Spirale aus (siehe Abbildung
4). Amylose |6st sich in Wasser kolloidal und bildet keinen Kleister. Nachgewiesen werden
kann sie in Lésungen durch Zugabe von Jod, wobei sich Amylose blau farbt. Enzymatisch
kann sie leicht durch a- und B-Amylasen gespaltet werden, wodurch sie in kleinere

Bruchsttlicke (Dextrine) bis hin zu Maltose und Glucose abgebaut werden kann. [12]

Abbildung 4:  Ausschnitt aus der linksgangigen Amylose-Helix [16]

10



Amylopektin umhtillt die Amylose im Starkekorn und bildet dabei den Hauptbestandteil der
Starke. Es ist ebenfalls aus a-1,4-glycosidisch verknipften D-Glucopyranosyleinheiten
aufgebaut. Hinzu kommen Verzweigungen nach durchschnittlich 25 Glucosebausteinen,
woraus sich ein stark verzweigtes Molekul ergibt. Die Verzweigungen sind a-1,6-glycosidisch
verknUpft. In Abbildung 5 ist ein Ausschnitt eines Amylopektin-Molekiils gezeigt. Amylopektin
ist in kaltem Wasser unldslich. In warmem Wasser quillt es auf und bildet einen Kleister,
welcher nach Erkalten gelartig bis fest wird. Die Verkleisterungsfahigkeit ist auf die starke
Verzweigung zurtickzufiihren. Aufgebaut ist Amylopektin aus 6.000 — 40.000 Glucopyranosyl-
einheiten. Es ist ebenfalls leicht durch a- und B-Amylasen abbaubar. In Losung verfarbt sich
Amylopektin mit Jod violett bis rein rot. [12, 16]

Wahrend des Lauterns bei der Bierherstellung wird die Starke in den Starkekornern weitest-
gehend durch Enzyme gespaltet und in Losung uUberfuhrt. Infolgedessen spielt Starke im

Biertreber nur eine untergeordnete Rolle als Glucosequelle zur Ethanolgewinnung.

O_

Abbildung 5:  Ausschnitt eines Amylopektin-Molektils mit Nummerierung der Kohlenstoffatome in
der D-Glucopyranosyleinheit sowie Kennzeichnung der glycosidischen Bindungen in
der Hauptkette (eigene Darstellung auf Basis von [16])

Cellulose

Cellulose befindet sich als Polysaccharid in den pflanzlichen Zellwéanden und bildet die Gerust-
substanz der Pflanzen. Im Biertreber ist Cellulose in den Spelzen enthalten. Eine Fibrille der
Cellulosefaser ist aus 500 — 5.000 D-Glucosemolekilen (C-6-Zucker) aufgebaut. Die Molekile
innerhalb einer Fibrille sind dabei 3-1,4-glycosidisch verkntpft und bilden lineare unverzweigte

B-D-Glucopyranosyleinheiten. Zwischen den OH-Gruppen an Stellung 3 und den Ring-
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sauerstoffatomen im Polysaccharid bilden sich Wasserstoffbrickenbindungen aus. Diese
verhindern, dass die glycosidischen Bindungen frei drehbar sind. Abbildung 6 zeigt einen
Ausschnitt aus einer Fibrille der Cellulose, in der auch die Wasserstoffbriickenbindungen
gekennzeichnet sind. Zum Vergleich siehe Abbildung 5, in der ein Ausschnitt des Amylopektins
gezeigt ist. Im Amylopektin sind die D-Glucopyranosyleinheiten untereinander a-1,4-
glycosidisch verknipft, woraus sich eine andere Struktur des Molekils ergibt. Durch die
Veranderung der raumlichen Anordnung kénnen sich im Amylopektin bspw. keine Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen den Glucoseeinheiten in einem Molekil ausbilden. [16]

Die Einzelfibrillen halten untereinander durch Wasserstoffbriickenbindungen zusammen. Eine
Cellulosefaser besteht dabei aus ca. 40 Einzelfibrillen. Die Abstande zwischen den
Einzelfibrillen sind sehr klein, weshalb sich starke Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden.
Infolgedessen wird das Eindringen von Wasser und Enzymmolekilen erschwert. Dies fuhrt
dazu, dass Cellulose unléslich in Wasser, verdiinnten Séauren und verdinnten Laugen ist. Im
Rahmen der Vorbehandlung ist eines der Ziele die Auflockerung des Faserverbunds, damit
die Enzyme besser die glycosidischen Bindungen spalten kénnen. [16]

Wasserstoff-Briicke

Abbildung 6:  Ausschnitt einer Cellulosekette mit Nummerierung der Kohlenstoffatome in der
D-Glucopyranosyleinheit sowie Kennzeichnung der glycosidischen Bindungen und der
Wasserstoffbriickenbindungen (gestrichelt) zwischen den Einheiten Biomasse (eigene
Darstellung auf Basis von [16])

Hemicellulose

Hemicellulose ist in den pflanzlichen Fasern und Zellwanden immer im Zusammenspiel mit
Cellulose zu finden. Sie dient als Stiitz- und Gerustsubstanz der Zellwande und erhéht deren
Festigkeit. Des Weiteren wird durch die Vernetzung der Cellulose und Hemicellulose der
biologische Abbau erschwert. Im Gegensatz zur Cellulose ist das Polysaccharid Hemicellulose
aus verschiedenen Pentosen und Hexosen aufgebaut und zusétzlich verzweigt. Mogliche
Pentosen (C-5-Zucker), die am Aufbau der Hemicellulose beteiligt sein konnen, sind Arabinose
sowie Xylose. Bei den Hexosen (C-6-Zucker) handelt es sich um Galactose, Glucose und
Mannose. Des Weiteren konnen in Seitenketten z. B. Uronsduren oder Acetylgruppen
enthalten sein. Hemicellulosen sind amorph und I6sen sich in Basen, verdiinnten Sauren und

zum Teil auch in Wasser auf. [16]
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Je nachdem, wo die Hemicellulose in der Gerste vorkommt, unterscheidet sich ihre
Zusammensetzung. Die Hemicellulose der Spelzen ist vor allem aus Xylan und wenig
B-Glucan sowie in geringen Mengen aus Uronsauren aufgebaut. In Losung fuhrt sie zu einer
geringen Viskositat. Die Hemicellulose im Mehlkérper (Endosperm) besteht hauptséchlich aus
B-Glucan und wenig Xylan. Es sind keine Uronsauren enthalten. In Losung fihrt sie zu einer
hohen Viskositat. [12]

B-Glucan (Polysaccharid aus Glucose) ist durch 70 % B-1-4- und 30 % [-1-3-Bindungen
untereinander verbunden. Die Xylanketten bestehen aus Xyloseeinheiten, die durch B-1-4-
Bindungen miteinander verkntipft sind. In den Spelzen befinden sich zusatzlich Seitenketten
in B-1-3- und B-1-2-Bindung aus Xylose, Arabinose und Uronsaure. Im Mehlkdrper sind die
Seitenketten ebenfalls in B-1-3- und B-1-2-Bindung, jedoch ist hier nur Arabinose an die Xylose
gebunden. An Arabinose kann durch eine Esterbindung Ferulasdure gebunden sein. Uber die
Ferulasduremolekiile ist eine Quervernetzung der Hemicellulose im Mehlkdrper moglich. [12]
Zusatzlich ist eine Quervernetzung der Hemicellulose durch Proteine Uber eine Esterbindung
mit Tyrosin und Xylan moglich. Durch die Verbindung mit Proteinen wird die Hemicellulose
wasserunléslich. [12]

Des Weiteren berichten Carvalheiro et al., dass zusatzlich Acetylgruppen an das Xylan-
grundgerust gebunden sind. Wahrend der Vorbehandlung kénnen diese abgespaltet werden,

wodurch in wassriger Losung Essigsaure gebildet wird. [17]

Lignin

Lignin ist ein hoch polymerer Stoff, welches aus Phenyl-Propan-Derivaten durch radikalische
Polymerisation entsteht. Aufgrund des Bildungsmechanismus ist Lignin chemisch sehr
heterogen. Es wird zwischen die Mikrofibrillen der Cellulose in die Zellwand eingelagert und
bildet ein dreidimensionales Netzwerk. Die Grundbausteine des Lignins sind
p-Cumarylalkohol, Coniferylalkohol und Sinapylalkohol (siehe Abbildung 7). Durch Lignin steigt
die mechanische Festigkeit der Zellwand. Des Weiteren ist es unter aeroben Bedingungen
biologisch schwer abbaubar. [18] Anaerob ist der Abbau von Lignin unmdglich, da es sich
dabei um einen oxidativen Prozess handelt [19]. Neben der mechanischen Stabilitat schiitzt
Lignin die Pflanzen durch seine schwere Abbaubarkeit vor Parasiten und Pathogenen bei
Verletzung der Pflanzen sowie vor Fressfeinden [20]. In Wasser ist Lignin unloslich. In heil3er
Alkalilauge oder Hydrogensulfittdsung kann Lignin unter Bildung von Lignosulfonaten in
Losung gehen. Die Grol3e der gebildeten Ligninsulfonsduren schwankt dabei zwischen 10.000
und 200.000 g/moal. [21]
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Abbildung 7:  Strukturformeln der drei Grundkomponenten des Lignins: (a) p-Cumarylalkohol, (b)
Coniferylalkohol, (c) Sinapylalkohol, und ein beispielhafter Ausschnitt einer
Ligninstruktur (d) [18]

Aufgrund der Verflechtung der Hemicellulose, Cellulose und des Lignins wird dieser Komplex
auch Lignocellulosekomplex genannt. Die drei Stoffe sind dabei untereinander durch
Wasserstoffbriickenbindungen und zum Teil durch kovalente Bindungen miteinander
verbunden, wodurch sich ein sehr stabiler Komplex bildet. Damit der enzymatische Abbau der
Cellulose und Hemicellulose in ihre Monosaccharide erleichtert wird, ist eine Vorbehandlung
notwendig, wobei die Struktur mdglichst schonend aufgebrochen werden soll, damit die

Bildung von Giftstoffen so gering wie mdglich ist. [22, 23]

2.3.3 Alternative Verwertungswege von Biertreber

Aufgrund des hohen Proteingehalts kann Biertreber bei Milchkiihen und zum Teil auch bei
Mastrindern dem Futter beigemischt werden. Bevorzugt wird Biertreber in Futterrationen mit
groRem Anteil an Maissilage. Bei Milchkuhen ist eine Beimischung zum Futter von 6 — 10 kg
Biertreber pro Tag Ublich, zum Teil werden auch bis zu 15 kg pro Tag verfttert. Durch Bei-
mischung von 10 — 12 kg Biertreber zur Tagesration kdnnen ca. 2,5 kg Kraftfutter pro Tag bei
einer Milchkuh mit einer durchschnittlichen Milchleistung von 26 I/d eingespart werden. Bei der
Futterung mit Biertreber muss auf eine ausreichende Versorgung der Tiere mit Kohlenhydraten
geachtet werden, da der Gehalt an Zuckern und Kohlenhydraten bezogen auf die
Gesamtmenge relativ gering ist. Des Weiteren ist frischer Biertreber schnell verderblich. Unter
aeroben Bedingungen betrégt die Haltbarkeit maximal 2 — 3 Tage. In der warmen Jahreszeit,

in der gleichzeitig mehr Biertreber anfallt, verkirzt sie sich auf 1,5 Tage. Eine Mdglichkeit zur
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Steigerung der Haltbarkeit ist die Zugabe von Konservierungsmitteln oder die Trocknung.
Durch den hohen Wassergehalt ist die Trocknung jedoch sehr energieaufwendig. Eine weitere
Mdglichkeit besteht im Silieren von Biertreber, trotz der theoretisch schlechten Eignung wird
von guten Ergebnissen in der Literatur berichtet. [24]

Biertreber wird auch als Ballaststoff- und Proteinquelle in Backwaren verwendet. Jedoch spielt
dieser Verwertungsweg mengenmalfig nur eine untergeordnete Rolle. [25]

Weiterhin ist eine energetische Nutzung maoglich. Eine Herausforderung stellt dabei der hohe
Wassergehalt dar. Ohne Vorbehandlung ist keine Verbrennung mdglich. Bei einem Wasser-
gehalt von 80 % wird praktisch die gesamte Energie fur die Erwarmung und Verdampfung des
Wassers bendtigt [8]. Fur eine thermische Verwertung muss der Biertreber im ersten Prozess-
schritt mechanisch entwassert werden, wodurch der Trockensubstanzgehalt von ca. 20 % auf
ungefahr 40 % ansteigt. Das Presswasser besitzt einen CSB von 15 — 30 kg/m3, je nachdem
welches Entwéasserungssystem verwendet wird. Verantwortlich fir den hohen CSB sind vor
allem feine Partikel, die einen Feststoffgehalt von bis zu funf Volumenprozent erreichen
koénnen. [26] Das Presswasser ist ideal fur die Biogaserzeugung geeignet. Der Biogasertrag
ist dabei abhangig vom CSB und der Verfugbarkeit fir die Mikroorganismen. Pro Tonne
Presswasser betragt der Biogasertrag ungefahr 8 Nm3. [8]

Nach der mechanischen Trocknung kann der Biertreber direkt verbrannt werden. Bei der
Verbrennung entstehen pro Tonne feuchtem Biertreber ca. 1 MWh thermische Energie. [8]
Zum Vergleich: Der Heizwert von Heizdl betragt 11,4 MWh/t [27]. Neben der Energie-
gewinnung dient die Verbrennung vor allem der Beseitigung des Biertrebers. Fiir das Anfahren
des Kessels ist eine Unterstiitzung mit bspw. Holzpellets oder Holzhackschnitzel notwendig.
Eine Mdglichkeit ist den Kessel auf Zieltemperatur (oberhalb von 850 °C) aufzuheizen und im
Anschluss langsam auf die Beschickung mit Biertreber umzustellen. Das Anfahren mit Bier-
treber ist aufgrund des hohen Wassergehalts (60 %) nicht mdglich, da dieser bei niedrigen
Temperaturen von selbst nicht sicher verbrennt. [28, 29] Des Weiteren kann zur Erhéhung des
Heizwerts der Wassergehalt durch thermische Trocknung weiter reduziert werden. Der Heiz-
wert von trockenem Biertreber ist mit 18 — 20 MJ/kg hoch und mit dem von Braunkohle
vergleichbar, jedoch ist die Trocknung sehr energieaufwendig. Eine weitere Herausforderung
an die Verbrennung stellt der hohe Proteingehalt des Biertrebers dar. Proteine sind schwefel-
und stickstoffreich, weshalb bei der Verbrennung Stickoxide sowie Schwefeldioxid entstehen.
Aulerdem enthélt das Rauchgas grof3e Mengen an Feinstaub. Zur Einhaltung der gesetz-
lichen Grenzwerte ist somit eine umfangreiche Abgasbehandlung notwendig. [8]

Eine weitere Verwertung des Biertrebers stellt die Fermentation in Biogasanlagen dar. Wie in
Tabelle 2 ersichtlich besteht Biertreber hauptsachlich aus Lignocellulose. Sie ist jedoch nur
sehr schwer durch Mikroorganismen abbaubar, woraus sich hohe Verweilzeiten ergeben.

Damit die hohen Verweilzeiten gewéhrleistet werden kdnnen, sind groRe Fermenter bezogen
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auf den Durchsatz notwendig, was zu hohen Kosten fihrt. In der folgenden Abbildung wird der
Abbaugrad einer kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versauerung von Gersten-
biertreber gezeigt. Dabei wird deutlich, dass nach ca. 9 Tagen Fette sowie Proteine nahezu

vollstandig hydrolysiert sind, aber nur weniger als 9 % der Lignocellulose. [15]
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Abbildung 8:  Abbaugrade der kontinuierlichen anaeroben Hydrolyse und Versduerung von Gersten-
biertreber ohne Enzymzusatz in Abhéngigkeit von der Substratverweilzeit [15]

Fur eine bessere und schnellere Hydrolyse der Lignocellulose sind verschiedene Vor-
behandlungen mdglich. Beispiele sind die chemische und physikalisch-chemische sowie
enzymatische Vorbehandlung [15]. Dies ist jedoch mit zusétzlichen Kosten verbunden. Nach
einer Vorbehandlung ist die Nutzung der freigesetzten Zucker bspw. zur Gewinnung von
Ethanol zu favorisieren, da Ethanol ein deutlich hochwertigerer Stoff im Vergleich zu Methan
ist. Des Weiteren entsteht bei der Biogasfermentation durch den hohen Proteingehalt gro3e
Mengen an Ammoniak und Schwefelwasserstoff. Beide Stoffe sind im Biogas unerwiinscht

und kénnen die Gasproduktion hemmen.

2.4 Vorbehandlungsmethoden zum Aufschluss lignocellulosehaltiger

Biomasse

Es gibt viele verschiedene Varianten fir den Aufschluss lignocellulosehaltiger Biomasse. Sie
unterscheiden sich zum Teil deutlich in ihren Wirkmechanismen. Das primére Ziel der in den
folgenden Unterkapiteln beschriebenen Vorbehandlungen ist eine nahezu vollstandige
Freisetzung der Monosaccharide, aus denen die Hemicellulose und Cellulose aufgebaut sind.
Gleichzeitig sollen dabei Losungen mit mdglichst hohen Zuckerkonzentrationen hergestellt

werden. Die gewonnenen Monosaccharide konnen anschlie3end z. B. zu Ethanol fermentiert
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werden. Die Vorbehandlung soll dabei so wenig wie mdglich Ressourcen verbrauchen. Des
Weiteren ist fur die nachgeschaltete Fermentation auf eine geringe Bildung von Giftstoffen zu
achten. Von besonderem Interesse ist dabei die Hydrolyse der Cellulose. Auf der einen Seite
kénnen Mikroorganismen Glucose als Monosaccharid der Cellulose schnell und effektiv unter
anaeroben Bedingungen in Ethanol umwandeln. Gleichzeitig sind die Cellulosefasern auf-
grund ihres Aufbaus relativ stabil, wodurch sie die Reaktionsbedingungen bei einem rein
chemischen Aufschluss maf3geblich bestimmen.

Prinzipiell sind zwei verschiedene Wege mdglich. In der ersten Variante wird der ligno-
cellulosehaltige Rohstoff wenn nétig mechanisch zerkleinert und anschlieRend chemisch bis
in seine Monosaccharide aufgeschlossen. Daflir gibt es verschiedene Verfahren, die zum Teil
schon industriell eingesetzt wurden. Fur die Aufschlisse sind jedoch sehr raue Versuchs-
bedingungen notwendig. [18]

Die zweite Variante ist eine mindestens zweistufige Vorbehandlung bei milderen Reaktions-
bedingungen. Im ersten Schritt erfolgt eine biologische, chemische, mechanische oder
thermische Vorbehandlung bzw. eine Kombination dieser Methoden. Durch die Vor-
behandlung soll die Hemicellulose und zum Teil auch das Lignin aus dem Komplex entfernt
werden. AnschlieRend werden die Bruchstiicke der Hemicellulose sowie die festen Bindungen
der Cellulose enzymatisch in Mono- und Disaccharide Uberfiihrt, wobei die Reaktions-
bedingungen deutlich milder sind als bei den Verfahren mit rein chemischer Behandlung. Das

Hauptaugenmerk im Rahmen der Masterarbeit liegt auf diesen Verfahren. [18]

2.4.1 Variante 1 —rein chemische Vorbehandlung

Eine Moglichkeit ist der Einsatz konzentrierter Sduren bei moderaten Temperaturen. Im
Folgenden sollen beispielhaft zwei dieser Verfahren kurz vorgestellt werden.

Das erste Verfahren ist das Bergius-Verfahren, welches fur die Hydrolyse von Nadelholz
wahrend des Zweiten Weltkriegs in Deutschland eingesetzt wurde. Fur die Gewinnung von
Holzzucker wird bei diesem Verfahren im ersten Schritt das Holz zerkleinert und anschliel3end
fur 2 h in einer 1-%-(w/w)-Salzsaureldsung bei 135 °C vorbehandelt. Im Anschluss wird die
Zuckerlosung, welche hauptsachlich aus den Zuckern der Hemicellulose besteht, abfiltriert und
mit Kalk neutralisiert. Die Fasern aus Lignin und Cellulose werden im nachfolgenden Schritt
durch Zentrifugation getrocknet und mit einer konzentrierten Salzséureldsung (ca. 41 % (w/w))
bei Raumtemperatur im Gegenstromprinzip hydrolysiert. Danach wird durch Vakuumver-
dampfung die Salzsaure teilweise zuriickgewonnen. Die restliche Salzsdure wird neutralisiert.
Trotz der Ruckgewinnung liegt der Saureverbrauch bei ca. 1,2 t frischer Saure je Tonne Holz.

Nach der Behandlung liegen die Zucker als Oligomere vor, weshalb eine Nachhydrolyse im
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Autoklav bei 120 °C notwendig ist, um die Oligomere in Glucose zu tberfuhren. Die ligninreiche
Fraktion kann abgepresst und anschlieBend z. B. thermisch verwertet werden. [18]

Eine weitere Mdglichkeit der Vorbehandlung ist der Arkenol-Prozess aus dem Jahr 1997. Daflr
muss vor der Behandlung die Lignocellulose gemahlen werden. FUr den Aufschluss wird im
ersten Schritt konzentrierte Schwefelsaure (25 — 90 % (w/w)) verwendet, um einen Teil der
Lignocellulose zu l6sen. Das Gemisch aus festen und flissigen Bestandteilen wird
anschlieRend auf eine Saurekonzentration von 20 — 30 % (w/w) verdunnt und auf eine
Temperatur zwischen 80 und 100 °C erwarmt. Die Behandlungszeit ist dabei von der
Temperatur abhéangig und liegt zwischen 40 und 480 min. Nach dem Aufschluss folgt eine
Fest-Flissig-Trennung. Der feste Bestandteil wird ein zweites Mal behandelt. [30]

Die Schwefelsdure kann nicht durch Destillation aus der Zuckerldsung zuriickgewonnen
werden, weshalb fur das Recycling der Saure eine chromatografische Trennung genutzt wird.
Dafur wird das Hydrolysat durch eine gepackte Kolonne mit einem kugelférmigen lonen-
austauscherharz geleitet. Durch die chromatografische Trennung werden Zucker- und Saure-
fraktion verdiinnt. Damit die S&ure erneut im Prozess eingesetzt werden kann, wird diese
durch Eindampfen aufkonzentriert. Durch das Saurerecycling steigt der Energieverbrauch. Die
zuckerreiche Fraktion besitzt nach der chromatografischen Trennung eine Zuckerkonzen-
tration von mindestens 15 % (w/w) und weniger als 3 % (w/w) Schwefelsdure, welche durch
Zugabe von Kalk neutralisiert wird. Durch das Recycling der Schwefelsaure ist eine Reduktion
des Saureverbrauchs und der Gipsproduktion (durch Neutralisation mit Kalk) méglich. [30]
Neben den beiden beschriebenen Verfahren gibt es zahlreiche weitere Entwicklungen, bei
denen konzentrierte Sauren verwendet werden, auf die an dieser Stelle nicht weiter
eingegangen wird. Gemeinsam haben diese Verfahren, dass sie in der Regel hohe Ausbeuten,
hohe Zuckerkonzentrationen und kurze Reaktionszeiten aufweisen. Als Nachteile sind die
hohen Anforderungen an die Materialien aufgrund der starken Korrosivitéat und die hohen
Kosten fur konzentrierte Sduren zu nennen. [18]

Neben dem Einsatz von konzentrierten Sauren ist auch die Nutzung von verdiinnten Sauren
moglich. Diese Technologie ist zum Teil ebenfalls seit Anfang des 20. Jahrhunderts bekannt.
Bspw. stammt das Scholler-Verfahren, welches auch in Deutschland industriell eingesetzt
wurde, aus dem Jahr 1920. In weiterentwickelten Verfahren wie dem TVA-Madison-Verfahren
wurde die einstufige Behandlung durch eine zweistufige ersetzt. In zweistufigen Verfahren wird
die unterschiedliche Reaktivitdt der Hemicellulose und Cellulose genutzt. In einem ersten
Schritt wird dabei die Hemicellulose hydrolysiert und eine vorwiegend aus Pentosen
bestehende Lésung gewonnen. AnschlieBend folgt eine zweite Hydrolyse bei starkeren
Reaktionsbedingungen, bei der Cellulose in Glucose Uberfuhrt wird. Durch Trennung der
beiden Reaktionsschritte wird die Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten reduziert. Im

TVA-Madison-Verfahren wird bspw. in einer ersten Stufe die Lignocellulose (Holz) mit
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ca. 1 % (w/w) Schwefelsdure und Dampf bei ungefahr 12 bar hydrolysiert. Dies entspricht einer
Reaktionstemperatur von ca. 190 °C. AnschlieRend folgt der Aufschluss der Cellulose mit einer
3-%-(w/w)-Schwefelsaure bei ca. 20 bar. Durch den héheren Dampfdruck werden Tempera-
turen von rund 210 °C erreicht. [18]

Als Vorteil der Verfahren mit verdiinnten Sauren im Vergleich zur Nutzung von konzentrierten
Sauren sind die kurzen Verweilzeiten bei gleichzeitig geringerem Saureverbrauch zu nennen.
Als Nachteil erweisen sich die geringeren Zuckerausbeuten sowie -konzentrationen. Des
Weiteren stellt die Kombination aus hohen Temperaturen und verdinnten Sduren grol3e
Anforderungen an die verwendeten Materialien bezilglich der Korrosionsbestandigkeit und
Druckstabilitat. [18]

2.4.2 Variante 2 — Vorbehandlung mit anschlieRender enzymatischer

Verzuckerung

Bevor die Cellulose enzymatisch hydrolysiert werden kann, ist ein Aufbrechen der stabilen
Lignocellulose notwendig. Ohne Vorbehandlung ist die Cellulose im Komplex nur sehr schwer
fur Enzyme zugéanglich, weshalb mit langen Hydrolysezeiten sowie mit geringen Ausbeuten zu
rechnen ist. Das Ziel der Vorbehandlung ist daher die verflochtene Struktur zwischen
Hemicellulose, Cellulose und Lignin zu I6sen, damit die Enzyme besser eindringen konnen.
Hierfur sind mildere Reaktionsbedingungen als im letzten Kapitel mdglich, da hauptséchlich
nur die Hemicellulose und je nach Verfahren auch das Lignin aus dem Komplex entfernt
werden soll. Fur die Vorbehandlung der Biomasse stehen zahlreiche Verfahren zur Verfigung.
Sie kdnnen in chemische, hydrothermale, biologische und mechanische Verfahren unterteilt
werden. Eine Kombination mehrerer Verfahren im Rahmen der Vorbehandlung ist ebenfalls

moglich. Abbildung 9 gibt einen Uberblick tiber ausgewahlte Verfahren. [22]
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Vorbehandlungsmethoden zur Verbesserung

der enzymatischen Verzuckerung
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Abbildung 9:  Uberblick tiber mégliche Vorbehandlungsverfahren fiir eine enzymatische

Verzuckerung zur Produktion von Ethanol aus lignocellulosehaltiger Biomasse (eigene

Darstellung auf Basis von [31 bis 33])

Aufgrund der milderen Reaktionsbedingungen sinkt das Risiko der Bildung von Giftstoffen wie

z. B. Furfural und Hydroxymethylfurfural (HMF). Bei der Bildung der Furfurale handelt es sich

um eine mehrmalige sadurekatalysierte Dehydratisierung der Monosaccharide. Durch

Abspaltung von Wasser entstehen ungeséttigte cyclische Ether. Die Hexosen wie bspw.

Glucose bilden dabei HMF und die Pentosen wie z. B. Xylose Furfural. In Abbildung 10 ist

exemplarisch der Bildungsmechanismus von HMF aus Glucose gezeigt. [16]
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Abbildung 10: Saurekatalysierte Bildung von HMF aus Glucose durch Bildung von Fructose mit
anschlieBendem Ringschluss zu Fructofuranose gefolgt von einer dreistufigen
saurekatalysierten Dehydratation [34]

Die gebildeten Giftstoffe HMF und Furfural kdnnen anschlieRend weiterreagieren. Durch
Spaltung kann dabei unter anderem Ameisensaure entstehen. Hayes et al. berichten bspw.,
dass durch Hydratation von HMF ein instabiles Zwischenprodukt gebildet wird, welches nach
mehrmaliger Umlagerung in Ameisensaure und Lavulinsdure zerfallt. [17, 35]

Durch Entfernung des Xylans (Teil der Hemicellulose) und Lignins steigt die Zuckerausbeute
nach der enzymatischen Verzuckerung an. Die Entfernung des Xylans hat dabei einen
groReren Effekt auf die enzymatische Verzuckerung, da sie die Zuganglichkeit der Enzyme
direkt verbessert. [19]

Die Entfernung der Hemicellulose sowie des Lignins ist von der Art der Vorbehandlungs-
methode abhangig. Je nach Verfahren wird die Hemicellulose mehr oder weniger in ldsliche
Bruchstticke Uberfiihrt, wodurch sich die fir die Enzyme zugangliche Oberflache (Entstehung
von Poren) vergroRert. Dies flhrt zu einer verbesserten Adsorption von Cellulasen an die
Cellulosefasern. Primar steigt auch durch Entfernung des Lignins die Zuganglichkeit flr die
Cellulasen. Zu beachten ist jedoch, dass die l6slichen Ligninverbindungen reaktiv sind.
Dadurch steigt bei hohen Konzentrationen die Wahrscheinlichkeit einer Rekondensation und
anschliel3enden Ablagerung des gebildeten Lignins auf der Biomasse. Infolgedessen sinkt die
Zuganglichkeit der Enzyme. [36]

Durch den Einsatz von Enzymen (Biokatalysatoren) ist eine selektive Hydrolyse der
glycosidischen Bindungen der Cellulose bei milderen Reaktionsbedingungen (im Vergleich zu
Kapitel 2.4.1) mdglich. Aus diesem Grund sind diese Vorbehandlungsverfahren in den letzten
Jahren stark in den Fokus gertckt. In Abhangigkeit der Reaktionsbedingungen sind in der
Ldsung ebenfalls mehr oder weniger Oligomere der Hemicellulose enthalten. Sie kdnnen
ebenfalls durch Enzyme hydrolysiert werden. Die in der Lignocellulose zuriickgebliebene
Hemicellulose kann ebenso durch Enzyme abgebaut werden. Fir eine effektive Verzuckerung

wird eine Mischung aus verschiedenen Enzymen eingesetzt. [22]
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Im Rahmen der Arbeit sollen zwei verschiedene Vorbehandlungsmethoden fur die enzy-
matische Verzuckerung néaher untersucht werden, weshalb im Folgenden auf einige ausge-
wahlte Verfahren genauer eingegangen wird. Je nach Biomasse kdnnen sich die Bedingungen
sowie die Ausbeuten deutlich unterscheiden. Ein Direktvergleich der jeweiligen Zucker-
ausbeuten aus den verschiedenen Verfahren ist schwierig, da in der Literatur unterschiedliche
Bezugspunkte fur die Bestimmung genutzt werden. Die Angaben der jeweiligen Ausbeuten
sollen vielmehr zur groben Einordnung der Verfahren dienen. Ob es sich um ein wirtschaft-
liches Verfahren handelt, ist selbstverstandlich nicht allein von der Ausbeute abhangig.

Biologische Vorbehandlung

Fur die biologische Vorbehandlung werden verschiedene Pilze verwendet. Von besonderem
Interesse sind dabei Pilzarten, welche die Lignocellulose durch Weil3faule abbauen. Diese
Pilze sind in der Lage Exoenzyme zu produzieren, welche Lignin, Cellulose und Hemicellulose
abbauen kdnnen. Manche Weil3faulepilze bauen sogar selektiv Lignin und Hemicellulose ab,
wodurch die Cellulosefasern nahezu unberihrt erhalten bleiben. Bei einem nichtselektiven
Abbau werden alle drei Fraktionen in der Lignocellulose gleichzeitig abgebaut, wodurch der
Energieverlust durch die biologische Behandlung zunimmt. Ob Pilze die Lignocellulose selektiv
oder nicht selektiv abbauen, ist dabei von verschiedenen Faktoren wie z. B. der Pilzart, der
Kultivierungsdauer und der Art der Lignocellulose abhangig. Zwischen den Ligninbestand-
teilen gibt es die Mdglichkeit der Kohlenstoff- und Etherbindungen, weshalb der Abbau eher
oxidativ als hydrolytisch ist. Am Ligninabbau sind verschiedene Arten von Enzymen beteiligt.
Fast alle Weil3faulepilze produzieren Manganperoxidasen und Laccasen. Je nach Organismus
sind weitere Enzyme wie z. B. Ligninperoxidasen méglich. Des Weiteren produzieren die Pilze
verschiedene Cellulasen und Hemicellulasen. Der Ligninabbau wird unter anderem vom
verwendeten Pilzstamm, der Konzentration und Quelle des Stickstoffs, dem Feuchtigkeits-
gehalt, pH-Wert und der Temperatur beeinflusst. [37] Von grof3er Bedeutung ist die Bellftung,
woruber die Pilze mit Sauerstoff versorgt und gleichzeitig Abbauprodukte wie z. B. CO, entfernt
werden. Des Weiteren kann Uber die Bellftung die Temperatur gesteuert werden. [19]

Zu den Vorteilen der biologischen Vorbehandlung gehdren die milden Reaktionsbedingungen
sowie, dass auf den Einsatz von Chemikalien verzichtet werden kann. Dementsprechend ist
kein aufwendiges Recycling der Chemikalien notwendig. Ein weiterer Vorteil ist, dass durch
die Vorbehandlung keine toxischen Nebenprodukte entstehen, welche die Umwelt belasten.
Als Nachteil der biologischen Verfahren ist der Energieverlust durch den Abbau von Hemi-
cellulose und Cellulose zu nennen. Des Weiteren ist eine aufwendige Sterilisation notwendig,
damit nur die gewiinschten Pilze oder ein bestimmtes mikrobielles Konsortium aus
verschiedenen Bakterien und Pilzen an der Vorbehandlung beteiligt sind. Durch Verun-

reinigungen kann es zu unerwinschten Abbaureaktionen kommen. Der gréfite Nachteil
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besteht in den hohen Verweilzeiten bei gleichzeitig geringen Ausbeuten der Monosaccharide
nach einer enzymatischen Verzuckerung. [19] Cianchetta et al. berichten bspw. nach einer
10-wochigen Vorbehandlung von Weizenstroh durch WeiRlfaulepilze von einer maximalen
Zuckerausbeute von 44 %. Eine Reduktion der Verweilzeit auf 4 Wochen fihrte fast zu einer

Halbierung der Zuckerausbeute. [38]

Hydrothermale Vorbehandlung

Es gibt verschiedene technische Umsetzungen der hydrothermalen Vorbehandlung. Sie
reichen von Verfahren, bei denen die Biomasse in Druckreaktoren auf klassische Weise erhitzt
wird, Uber Aufschlussverfahren mit Hilfe von Mikrowellenstrahlung bis hin zu Verfahren, bei
denen die Biomasse mit Dampf behandelt wird. Bei den zuletzt genannten Verfahren wird
Hochdruckdampf (20 — 50 bar, 210 — 290 °C) eingesetzt. Nach kurzer Behandlungszeit wird
das Material durch eine kleine Dise aus dem Reaktor getrieben. Durch die schlagartige
Entspannung verdampft die Feuchtigkeit in den Fasern (Steam Explosion), wobei zuséatzlich
hohe mechanische Krafte auf die Lignocellulose wirken. [39]

Gemeinsam haben diese Verfahren, dass als Reaktionsmedium ausschlieRRlich unterkritisches
Wasser verwendet wird. Durch den Verzicht auf Chemikalien kann im Anschluss auf ein
Recyclingverfahren verzichtet werden, was sich positiv auf die Betriebskosten sowie
Umweltvertraglichkeit auswirkt. [40]

Typischerweise werden je nach Verfahren und genutzter Biomasse Temperaturen zwischen
150 und 230 °C genutzt. Unter diesen Bedingungen wird hauptsachlich Hemicellulose aus der
Lignocellulose entfernt und in l6sliche Oligosaccharide Uberfiihrt. Bei Temperaturen unter
100 °C findet keine hydrolytische Spaltung der Lignocellulose statt. Wird die Betriebs-
temperatur Gber 220 °C erhéht, ist mit einem zunehmenden Abbau der Cellulose zu rechnen.
Ab einer Temperatur von ca. 240 — 250 °C kommt es anschlieend vermehrt zu Pyrolyse-
reaktionen. Die Reaktionszeit ist dabei stark von der genutzten Temperatur sowie der Art der
Biomasse abhangig und variiert von Sekunden bis hin zu Stunden. [39]

Als Katalysator fur die Hydrolyse dienen die gelésten Hydroniumionen. Zu Beginn der
Behandlung stammen diese aus der Autohydrolyse des Wassers. Ein Mal3 hierfir ist das
lonenprodukt des Wassers (Kw) bzw. der negative dekadische Logarithmus davon (pKw)
(Gleichung (1) und (2)). [40]

Kw = [H;0"]-[0H™] (1)
pKw = —logqo Kw (2)
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Die Selbstdissoziation des Wassers ist dabei temperatur- sowie druckabhangig. Bei einer
Temperatur von 22 °C betragt der Kw-Wert von fliissigem Wasser 1024 mol?/I? (pKw = 14). Dies
entspricht einem pH-Wert von 7 (Halfte des pKw-Werts). Mit steigender Temperatur sinkt der
pKw-Wert von flissigem Wasser, was einen Anstieg der Hydroniumionenkonzentration
bedeutet (siehe Gleichung (1) und (2)). Bei 250 °C erreicht der pKw-Wert sein Minimum. Durch
weitere Erhéhung der Temperatur bis zum Kritischen Punkt kommt es anschlieRend zu einem

Anstieg des pKw-Werts. In Abbildung 11 ist der Verlauf schematisch dargestellt. [40]
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Abbildung 11: Verlauf des pKw-Werts von Wasser in Abhangigkeit der Temperatur bei
entsprechendem Sattigungsdampfdruck [40]

Durch Erh6hung der Temperatur von 22 °C auf 250 °C sinkt der pH-Wert von 7 auf 5,6. Dies
entspricht einem Anstieg der Hydroniumionenkonzentration auf das 25-Fache bezogen auf
22 °C. Zu beachten ist, dass laut Definition die Lésung trotz Anstieg der Hydroniumionen-
konzentration neutral ist, da die Konzentration der Hydroxidionen in gleichem Umfang ansteigt.
Gleichzeitig steigt die kinetische Energie der Molekiile bei Erhéhung der Temperatur (T ~ Ep,).
In Kombination fuhrt dies zu einer Erhéhung der Hydrolysegeschwindigkeit der pflanzlichen
Polymere. [40]

Unter den Bedingungen der hydrothermalen Vorbehandlung kommt es durch selektive
Hydrolyse hauptsachlich zur Depolymerisation der Hemicellulose. Dies geschieht durch
Spaltung der glycosidischen Bindungen sowie durch Abspaltung von Acetylgruppen. Durch die
Abspaltung von Acetylgruppen entsteht in Loésung Essigsaure, wodurch es zu einem Anstieg
der Hydroniumionenkonzentration kommt. Auf den gesamten Aufschluss bezogen hat der
Anstieg der Hydroniumionen durch die Bildung der Essigsdure einen gro3eren Einfluss als die
Autohydrolyse des Wassers. Diese dient vor allem als Initiator, damit die hydrolytische
Spaltung starten kann. Da bei diesen Verfahren die Autohydrolyse des Wassers sowie die
Selbstverstarkung durch Bildung von Essigséure genutzt wird, werden diese Verfahren auch

als Autohydrolyseverfahren bezeichnet. [39]
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Ebenfalls kann die Abspaltung von Uronsauren aus der Hemicellulose trotz ihrer Widerstands-
fahigkeit gegentber der sauren Hydrolyse zur Bildung von Hydroniumionen beitragen. Die
Wirkung der Uronsauren ist jedoch noch nicht vollstandig geklart. [39] Durch Bildung von
Sauren wahrend des Aufschlusses (vor allem Essigsaure) sinkt der pH-Wert der Losung auf
ungefahr 4,5 bis 3,0 bei Raumtemperatur ab. [40]

Durch die Hydrolyse wird wie beschrieben vor allem die Hemicellulose in l6sliche Bruchstiicke
Uberfiihrt und so aus der Lignocellulose entfernt. Das Ziel der Vorbehandlung ist dabei die
Hemicellulose moglichst vollstéandig zu entfernen, damit in der nachfolgenden enzymatischen
Verzuckerung die Cellulose effektiv zu Glucose hydrolysiert werden kann. Jedoch ist die
Hydrolyse der Hemicellulose in I8sliche Oligosaccharide langsamer als die Hydrolyse der
gelésten Oligosaccharide in Monosaccharide, was ein Problem darstellt. Dies ist darin
begrindet, dass die gebildeten Monosaccharide anschlielend zu Furfural bzw. HMF abgebaut
werden koénnen. Diese Giftstoffe kbnnen die nachgeschaltete Fermentation hemmen oder
weiter zu Folgeprodukten wie z. B. Ameisenséure und Lavulinsaure reagieren. Eine Heraus-
forderung stellt dabei die Optimierung der Versuchszeit und -temperatur dar, damit auf der
einen Seite die Enzymverfiigbarkeit der Cellulose im Feststoff mdglichst maximal ist und
gleichzeitig der Abbau der Monosaccharide in der Flissigkeit auf ein Minimum begrenzt wird.
Nur so ist eine maximale Gesamtausbeute an Monosacchariden méglich. Die Cellulose selbst
wird durch die Vorbehandlung kaum verandert. [40]

Lignin ist in saurem und neutralem Milieu nur zu einem geringen Teil |6slich. In der Literatur
werden Beobachtungen beschrieben, welche darauf hindeuten, dass wahrend der Behand-
lung unter hoher Temperatur und Druck Lignin zumindest bis zu einem gewissen MalR3 gel6st
wird. Beim anschlieRenden Abkuhlen fallt Lignin jedoch wieder als Feststoff aus. Des Weiteren
ist Lignin unter den vorherrschenden Bedingungen wahrend der hydrothermalen Vorbe-
handlung resistent gegentuber einer Depolymerisation. Je nach Art der Biomasse variiert der
Schmelzpunkt des Lignins zwischen 90 und 190 °C. Daher kann es bei der hydrothermalen
Vorbehandlung zum Schmelzen des Lignins kommen. Lignin ist hydrophob, weshalb in
wassriger Losung geschmolzenes Lignin zu kleinen Tropfen koalesziert. Beim Abkuhlen
konnen diese an der Oberflache der Biomasse adsorbieren oder in der Zellwandmatrix
verbleiben. Mit Hilfe eines Elektronenrastermikroskops konnten die erstarrten Tropfen auf der
Zellwandoberflache beobachtet werden. [40] Eine weitere Mdglichkeit ist, dass es sich bei den
Tropfen um Pseudolignin handelt. Auf die Entstehung wird im Abschnitt zur Vorbehandlung
mit verdiinnten Sauren genauer eingegangen.

Insgesamt wird von guten bis sehr guten Zuckerausbeuten in der Literatur berichtet. Je nach
verwendetem Verfahren unterscheiden sich die Vor- und Nachteile zum Teil erheblich,
weshalb an dieser Stelle auf die Literatur verwiesen werden soll. Michelin und Teixeira

berichten bei einer Heildwasserhydrolyse von Biertreber (190 °C und ca. 30 min, Temperatur
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nur im Olbad, nicht im Reaktor gemessen) bspw. von einer Glucosefreisetzung aus der
Cellulose im vorbehandelten Feststoff von 76 % nach der Enzymbehandlung [41]. Lopez-
Linares et al. berichten, dass nach einer hydrothermalen Vorbehandlung in einer Mikrowelle
bei 193 °C und 5,4 min 69,5 % der maximal moéglichen Glucose aus dem Biertreber nach der
enzymatischen Verzuckerung zurtckgewonnen werden konnte. Insgesamt konnte eine
Ausbeute von 82 % bezogen auf die im Biertreber potenziell gebundenen Zucker erreicht
werden. [42] Bei einer Behandlung von Biertreber mit Wasserdampf konnte laut Kemppainen
et al. bei 200°C und 10 min durch eine Enzymbehandlung 75 % der im Feststoff
zurlickgebliebenen Kohlenhydrate hydrolysiert werden [43].

Vorbehandlung mit verdiinnten Sauren

Die Erforschung von saurekatalysierten Verfahren ist derzeit am weitesten fortgeschritten. Die
Ergebnisse sind sehr vielversprechend, dass sie in den industriellen Mal3stab uberfihrt
werden konnen. Der Vorteil in Bezug auf die in Kapitel 2.4.1 beschriebenen sauren Verfahren
liegt vor allem in der Reduktion von unerwiinschten Abbaureaktionen der Monosaccharide.
Prinzipiell sind die Wirkmechanismen vergleichbar mit denen der hydrothermalen Vorbe-
handlung, da auch hier vor allem die Hydroniumionen als Katalysator fungieren. Durch die
Zugabe von Saure ist jedoch eine gezielte Erhéhung der Hydroniumionenkonzentration
moglich. Der Ubergang zwischen hydrothermalen Vorbehandlungen hin zu Vorbehandlungen
mit verdiinnten Sauren ist dabei flieBend. Die am haufigsten verwendete Saure ist Schwefel-
saure, typischerweise liegt die Konzentration zwischen nahezu 0 und 5 % (w/w). Die Tempe-
ratur variiert in Abhangigkeit der Verweilzeit, Konzentration und Art der Biomasse in der Regel
zwischen 120 und 215 °C. Die Verweilzeit kann je nach Harte der Aufschlussbedingungen
zwischen einigen Sekunden und ca. 2 h variieren. Im Allgemeinen gilt: Je héher die Konzen-
tration der Saure, desto geringer ist die bendtigte Temperatur wahrend der Aufschlisse. In
neueren Berichten werden meist Temperaturen oberhalb von 100 °C genutzt, damit moglichst
wenig Saure eingesetzt werden muss. [44, 45]

Durch Zugabe von Saure er6ffnen sich weitere Stellgrof3en fiir die Optimierung der Hydrolyse.
Zu nennen sind dabei die Wahl der S&ure sowie deren Konzentration. Prinzipiell steht eine
Vielzahl von S&uren zur Verfigung. Jedoch ist bei der Auswahl neben den chemischen
Eigenschaften auf den Preis der Saure und auf das Gefahrdungspotenzial in Bezug auf die
Umwelt sowie auf nachgeschaltete Prozesse wie der Fermentation zu achten. HAaufig
verwendete Sauren sind Schwefelsdure, Salzsaure, Salpetersdure und Phosphorsaure. Des
Weiteren kann zum leichten Ansauern Schwefeldioxid bzw. Kohlenstoffdioxid verwendet
werden. [39, 46] In Lésung reagieren die Gase zum Teil zu schwefliger Saure bzw.
Kohlensaure. Kohlenstoffdioxid ist dabei von besonderem Interesse, da es als Abfallprodukt

wéahrend der Fermentation anfallt.
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Neben den Hydroniumionen kénnen ebenfalls die Anionen der Saure den Verlauf der
Aufschlisse beeinflussen. Liu et al. untersuchten den Einfluss von anorganischen Salzen auf
ihren Abbau von Hemicellulose und Cellulose in Maisstroh. Ihre Ergebnisse zeigten, dass
durch Chloridionen im Vergleich zu Sulfationen der Abbau von Hemicellulose leicht verstarkt
wurde. Des Weiteren zeigten die Experimente, dass vor allem der Abbau von gelésten Xylan-
bruchstiicken zu Xylose und weiter zu Furfural beschleunigt wurde. Dies kdnnte zu Konflikten
bei der Optimierung der maximalen Hemicelluloseentfernung bei gleichzeitig minimalem
Xyloseverlust fuhren. [32] Marcotullio und De Jong zeigten ebenfalls, dass durch Chloridionen
der Abbau von Xylose zu Furfural verstéarkt wurde. Bei Versuchen mit Kaliumbromid wurde
auch eine verstarkte Furfuralbildung beobachtet. Marcotullio und De Jong vermuteten, dass
durch Halogenidionen im Allgemeinen die Furfuralbildung verstérkt wird. Sie gehen davon aus,
dass die Unterschiede der katalytischen Wirkung auf die Nukleophilie der lonen sowie ihrer
Grol3e und Ladungsdispersion zurtickzufiihren ist. [47] Da es sich bei Aufschlissen von ligno-
cellulosehaltiger Biomasse um sehr komplexe Systeme mit vielen Einflussfaktoren handelt, ist
eine pauschale Aussage, ob Salzsaure wegen der katalytischen Wirkung der Chloridionen
besser oder schlechter geeignet ist als Schwefelsaure, nicht moglich.

Wie schon bei der hydrothermalen Vorbehandlung im letzten Abschnitt beschrieben hat auch
bei Séauren die Temperatur Einfluss auf die Dissoziation. Dadurch kann die Konzentration der
Hydroniumionen je nach Saure mehr oder weniger beeinflusst werden. Darliber hinaus ist die
Dissoziation auch von der Salzkonzentration der Lésung abhangig. Bspw. soll an dieser Stelle
der Einfluss der Temperatur auf die zweite Dissoziationsstufe der Schwefelsdure gezeigt
werden. Zur Einstellung der lonenstarke (1) wurde die Konzentration von Natriumchlorid
variiert. [48]

0 1 2 3 4 5
I{molal)

Abbildung 12: Abhéangigkeit der logarithmischen Saurekonstante von der lonenstérke bei
verschiedenen Temperaturen in einer Abstufung von 25 °C [48]
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Q ist dabei die Saurekonstante berechnet aus der Molalitat der an der zweiten Dissoziations-
stufe beteiligten lonen (siehe Gleichung (3)), nicht zu verwechseln mit der Saurekonstante
(Ks), welche aus der Stoffmengenkonzentration berechnet wird. Anhand des Kurvenverlaufs
in Abbildung 12 wird in Verbindung mit Gleichung (3) deutlich, dass mit zunehmender

Temperatur die Molalitat und somit auch die Konzentration der Hydroniumionen sinkt. [48]

_ busorbsoz- (3)

byso;

Durch die Vorbehandlung wird der Polymerisationsgrad der Cellulose reduziert, womit die
Abbaubarkeit durch Cellulasen verbessert wird. Der Abbau der Cellulose in I6sliche Bestand-
teile infolge der Vorbehandlung ist wie bei den hydrothermalen Verfahren gering. Die
Ligninstruktur unterliegt ahnlichen Veranderungen wie im Rahmen der hydrothermalen
Vorbehandlung beschrieben wurde. Auch bei der Behandlung mit verdiinnten Sauren wird von
einer geringfligigen Ligninentfernung berichtet. Mdglicherweise wird diese aber unterschatzt,
da einige Autoren Reaktionen beobachteten, die zu ligninahnlichen Strukturen flhrten. Diese
auch Pseudolignin genannten Strukturen kénnen in den gangigen Analysemethoden nicht von
natirlichem Lignin unterschieden werden. [46]

Die Entstehung von Pseudolignin ist noch nicht vollstéandig geklart. Schmatz et al. flihrten die
Bildung von ligninahnlichen Strukturen auf Kondensationsreaktionen der Ligninfragmente mit
Abbauprodukten der Monosaccharide zurilick. Des Weiteren zeigten sie, dass die Extraktstoffe
aus den pflanzlichen Zellen die Bildung von Pseudolignin erhéhen. [49] Sannigrahi et al.
untersuchten ebenfalls die Bildung von Pseudolignin sehr ausfihrlich. Sie kamen zu dem
Entschluss, dass die ligninahnlichen Strukturen allein aus Abbauprodukten der Mono-
saccharide entstehen kdnnen. Denkbare Reaktionswege sind dabei Reaktionen von Furfural
und HMF mit geloster Glucose, Xylose oder anderen Abbauprodukten. [45] Beide Forschungs-
arbeiten zeigten eine positive Korrelation der Pseudoligninbildung in Bezug auf die Héarte der
Versuchsbedingungen. Je hoher die Temperatur und Saurekonzentration war, desto mehr
Pseudolignin entstand mit der Zeit. [45, 49]

Mit einem Elektronenrastermikroskop konnten erstarrte kugelférmige Tropfen auf der Bio-
masse beobachtet werden (siehe Abbildung 13). Untersuchungen zeigten, dass es sich dabei
um Lignin handelt. Die Tropfen kdnnen durch Ablagerungen von Pseudolignin entstehen. Mit
einem Anstieg der Pseudoligninbildung wéhrend der Vorbehandlung wurde gleichzeitig eine
Erhohung der unerwiinschten Lignintropfen auf der Biomasse beobachtet. Des Weiteren
koénnen die Tropfen durch Schmelzen von natirlichem Lignin entstehen, wie im Abschnitt zur

hydrothermalen Vorbehandlung beschrieben wurde. [45]
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Abbildung 13: Erstarrte Lignintropfen auf der Oberflache der Biomasse nach einer sauren
Vorbehandlung [49]

Ein groRRer Vorteil der Verfahren mit verdiinnten S&uren ist, dass die Hemicellulose nahezu
vollsténdig aus der Lignocellulose entfernt werden kann, was zu sehr guten Ausbeuten an
Glucose aus der Cellulose nach der enzymatischen Verzuckerung fihrt. Es wird von
Zuckerausbeuten bis zu 90 % berichtet. [44] Ein weiterer Vorteil ist, dass durch reduzierte
Temperaturen wahrend der Behandlung niedrigere Driicke als bei der hydrothermalen
Vorbehandlung herrschen.

Der Hauptnachteil von Verfahren, in denen verdinnte Sauren genutzt werden, ist, dass nach
der Behandlung die Séauren mit Basen neutralisiert oder Uber ein aufwendiges Recycling-
verfahren zurtickgewonnen werden missen. Dies fuhrt zu zusatzlichen Betriebskosten. Des
Weiteren missen z. B. Reaktoren, Messtechnik sowie das Ruhrwerk aus korrosions-
bestandigen Materialien bestehen, was zu hodheren Investitionskosten fuhrt. Ebenfalls ist
darauf zu achten, dass der Abbau der Monosaccharide zu Furfural und HMF auf ein Minimum
reduziert wird, um Zuckerverluste sowie Stérungen bei der Fermentation zu vermeiden. [46]
Fur die Neutralisation der Flussigkeit kann bspw. Calciumcarbonat, eine relativ kostenginstige
Base, genutzt werden. AuflRerdem stellt Calciumcarbonat im Vergleich zu Natronlauge
geringere Anforderungen an die Lagerung. Martinez et al. berichten zuséatzlich, dass durch
Neutralisation mit Calciumcarbonat die Menge an gebildetem Furfural und HMF um ca. 50 %
sowie die von phenolischen Verbindungen um ca. 40 % reduziert werden kann. Gleichzeitig
wird jedoch die Zuckerkonzentration auch bei optimaler Zugabe um ca. 9 % reduziert, wodurch
die Ausbeute sinkt. [50]

Rojas-Chamorro et al. untersuchten Biertreberaufschliisse in einem Druckreaktor mit
verdiinnter Schwefelsdure in Abhangigkeit der Versuchszeit (10 — 40 min), Temperatur
(110 — 130 °C) und Saurekonzentration (1 — 3 % (w/v)). Das Verhaltnis Feststoff zu Flussigkeit
betrug dabei 1:8 (ca. 11 %). Das Ziel der Forschung war mit Hilfe eines Box-Behnken-
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Versuchsplans die optimalen Aufschlussbedingungen zu finden. Die Ergebnisse deuteten
darauf hin, dass eine maximale Ausbeute bei 130 °C, einer Versuchszeit von 26 min und einer
Schwefelsdurekonzentration von 1 % (w/v) erreicht wurde. Ein Versuch unter diesen
Bedingungen zeigte, dass durch die Vorbehandlung 94 % der Zucker der Hemicellulose in
Ldsung Uberfuhrt wurden. Nach der enzymatischen Verzuckerung des Feststoffs konnte
ebenfalls eine Gesamtzuckerausbeute von 94 % bezogen auf die im unbehandelten Biertreber
gebundene Zuckermenge erreicht werden. [51]

In einem anderen Paper untersuchten Rojas-Chamorro et al. den Einfluss von verdinnter
Phosphorséaure auf den Aufschluss von Biertreber. Die Aufschliisse wurden ebenfalls in einem
Druckreaktor bei einem Feststoff-zu-Flissigkeits-Verhaltnis von 1:8 durchgefihrt. Der unter-
suchte Temperaturbereich betrug dabei 140 — 180 °C. Nach Erreichen der Zieltemperatur
wurde der Reaktor sofort abgekihlt. Die Saurekonzentration wurde in den Versuchen
zwischen 2 und 6 % (w/v) variiert. Die Bedingungen der einzelnen Versuche wurden durch
einen drehbaren zentralen Versuchsplan festgelegt. Die Auswertung der Versuche ergab,
dass die optimalen Versuchsbedingungen 155 °C sowie eine Phosphorsédurekonzentration
von 2 % (w/v) waren. Unter diesen Bedingungen konnte aus der Hemicellulose eine Zucker-
ausbeute von 80 % erreicht werden. Insgesamt wurde nach der enzymatischen Hydrolyse eine
Zuckerausbeute von 92 % bezogen auf den maximal méglichen Zuckergehalt im unbe-
handelten Biertreber erreicht. Dies deutet darauf hin, dass mit Hilfe von Schwefelsaure unter
etwas milderen Bedingungen hohere Ausbeuten erzielt werden konnten. Zu beachten ist

dabei, dass die Versuchsablaufe nicht identisch waren. [52]

Alkalische Vorbehandlung

Wahrend der alkalischen Vorbehandlung wird hauptsachlich Lignin aus den Zellwénden
entfernt. Im Gegensatz zu den hydrothermalen und sauren Vorbehandlungen unterliegt die
Hemicellulose hierbei nur einem geringfiigigen Abbau. Infolgedessen verbleibt die Cellulose
und auch zum grof3ten Teil die Hemicellulose im Feststoff. Im Vergleich zur sauren
Vorbehandlung ist die alkalische Vorbehandlung schonender. Da die Aufschliisse weniger
aggressiv sind, kénnen gunstigere Materialien fir die Reaktoren genutzt werden. [23]

Die alkalische Vorbehandlung kann in 3 Arten unterteilt werden. Die jeweiligen Verfahren
unterscheiden sich dabei zum Teil deutlich in den Reaktionsmechanismen und der
technischen Umsetzung. Als Erstes sind Verfahren zu nennen, in denen Laugen aus
vorwiegend Natriumhydroxid oder Calciumhydroxid eingesetzt werden. Der genutzte Tempe-
raturbereich erstreckt sich dabei von 25 °C bis hin zu 190 °C, womit dieser deutlich gro3er als
bei den zuvor vorgestellten Verfahren ist. Der genutzte Konzentrationsbereich variiert
zwischen 1 und 10 % (w/w). Nach der Vorbehandlung ist wie bei den sauren Vorbehandlungs-

verfahren eine Neutralisation notwendig. Je nach Temperatur und Konzentration ergeben sich
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daraus Vorbehandlungszeiten von 30 min bis hin zu mehreren Tagen. Die entfernten
Ligninbestandteile sollen dabei in der Flissigkeit gelost werden. In der Regel wird
Natriumhydroxid oder Calciumcarbonat eingesetzt. Der Einsatz von Natronlauge ist dabei aus
der Papierindustrie schon seit vielen Jahren bekannt. Calciumhydroxid bzw. Calciumcarbonat
ist im Vergleich deutlich ginstiger, was sich positiv auf die Betriebskosten auswirkt. Des
Weiteren ist es einfach zu handhaben und mit Oxidationsmitteln kompatibel. Der grofte
Nachteil stellt die geringe Loslichkeit dar, wodurch es zu Ablagerungen auf der Biomasse
kommen kann, welche den weiteren Abbau behindern. [53]

Als zweites Verfahren ist die Nassoxidation unter alkalischen Bedingungen zu nennen. Hierfur
wird Sauerstoff oder Wasserstoffperoxid unter Druck wéhrend der Behandlung zugegeben,
wodurch sich Radikale in der L6sung bilden. Fur eine maximale Radikalbildung aus Sauerstoff
sollte der pH-Wert héchstens 11 — 11,5 betragen. Die Radikale greifen bevorzugt elektronen-
reiche Stellen im Substrat an, wobei es zu einer Oxidation des Substrats sowie einer Reduktion
der Radikale kommt. Durch Zugabe von Oxidationsmitteln kommt es zu einem verstarkten
Abbau des Lignins, aber auch der Hemicellulose sowie teilweise der Cellulose. Die Radikale
konnen dabei Hemicellulosebestandteile tber niedermolekulare Carbonséuren bis hin zu CO»
und Wasser oxidieren, wodurch die Zuckerausbeute reduziert wird. Gleichzeitig werden auch
potenzielle Hemmstoffe wie Phenole (aus Lignin) und Furane (aus Zucker) weiter zu
Carbonsauren und schlieBlich zu CO, und Wasser abgebaut. Versuche zeigten, dass der
Ligninabbau mit einem Anstieg der Carbonsauren korreliert. Durch den radikalischen Abbau
kommt es zur Bildung verschiedenster Sauren, vorwiegend handelt es sich jedoch um
Ameisensaure und Essigsaure. Typische Temperaturen liegen zwischen 180 und 200 °C. Die
Behandlungszeit variiert zwischen 5 und 15 min. Typische Feststoffbeladungen sind 5 — 20 %
bezogen auf die Trockensubstanz. [23, 53]

Das letzte Verfahren stellt die Ammonia Fibre Explosion dar. Bei diesem Verfahren wird die
alkalische Wirkung von Ammoniak genutzt. Wahrend der Behandlung wird lignocellulose-
haltige Biomasse mit flissigem Ammoniak fur 5 — 10 min bei moderaten Temperaturen
zwischen 90 und 100 °C behandelt. Dabei liegt ein Druck von 17 — 20 bar an. Nach der
Behandlungszeit wird der Druck wie bei der Dampfbehandlung schlagartig entspannt, wodurch
hohe mechanische Kréafte auf die Biomasse wirken. Durch die Entspannung kommt es zur
Verdampfung des Ammoniaks, welches anschlieRend zuriickgewonnen und erneut eingesetzt
werden kann. Die Besonderheit bei diesem Verfahren ist, dass ein Trockensubstanzgehalt von
bis zu 60 % effizient behandelt werden kann sowie dass nach der Behandlung keine fllissige
Fraktion vorliegt. Durch die Vorbehandlung wird die Lignocellulose aufgespaltet, aber die
Spaltprodukte nicht von der Biomasse entfernt, weshalb Ligninablagerungen auf der Biomasse

nach der Behandlung zu beobachten sind. Des Weiteren fuhrt die Vorbehandlung zur
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Depolymerisation der Cellulose und zur teilweisen Hydrolyse der Hemicellulose. Der Abbau
von Zuckern zu Inhibitoren ist gering. [23]

Im Folgenden soll etwas genauer auf die Verfahren der ersten Variante eingegangen werden.
In der Papierindustrie wird weltweit das Sulfatverfahren zur Herstellung von Zellstoff am
haufigsten eingesetzt. Bei diesem Verfahren wird unter anderem Natronlauge zugegeben. Ziel
der Behandlung ist die Cellulosefasern mdglichst vollstandig von Lignin zu befreien, was im
Allgemeinen mit den Zielen der Biomassevorbehandlung fur die Ethanolproduktion tberein-
stimmt. Es gibt jedoch wichtige Unterschiede im Detail, weshalb die Verfahren nicht direkt auf
die Vorbehandlung fur enzymatische Verzuckerungen ubertragbar sind. In der Papierindustrie
ist z. B. eine moglichst vollstandige Entfernung des Lignins besonders wichtig, damit das
Papier mit der Zeit nicht vergilbt. Die Produktion von Giftstoffen spielt dabei nur eine unter-
geordnete Rolle. Fiur die Enzymbehandlung ist eine teilweise Entfernung des Lignins hingegen
ausreichend. Eine Minimierung der Hemmstoffe ist dafiir sehr wichtig fur die Folgeprozesse.
Des Weiteren entsteht bei der Herstellung von Zellstoff ein wertvolles Zwischenprodukt fir die
Papierherstellung, welches verkauft werden kann. Bei der alkalischen Biomassevor-
behandlung soll nur die Produktivitat der Enzyme gesteigert werden. [53, 54]

Der Ligninabbau fir eine effektive enzymatische Verzuckerung ist stark von der Art der Bio-
masse abhangig. Holzige Biomasse (z. B. Hartholz, Weichholz) hat einen hohen Ligningehalt,
wodurch die Entfernung erschwert wird. Damit bei derartiger Biomasse die Verdaulichkeit
deutlich gesteigert wird, ist eine umfangreiche Ligninentfernung von 50 — 70 % notwendig.
Krautige Biomasse, zu der der Biertreber gehort, besitzt wenig Lignin, weshalb die Entfernung
erleichtert wird. Fir derartige Biomasse ist eine Entfernung von 30 — 50 % ausreichend. [53]
Die Eigenschaften des Lignins erschweren die Entfernung. Zu nennen sind hier die
Hydrophobie, physikalische Steifigkeit, starke Polyringbindungen und seine Neigung zur
Rekondensation. Lignin ist ein sehr komplexes dreidimensionales Polymer. Trotz umfassender
Forschung ist der Abbau noch nicht vollstandig verstanden. Wahrend der alkalischen Vor-
behandlung laufen zahlreiche komplexe Reaktionen ab, welche z. B. von Ramirez et al. und
Li et al. genauer erklart werden. Durch Spaltung der Etherbindungen im Ligninkomplex kbnnen
verschiedene Abbauprodukte entstehen. Des Weiteren konnen unter alkalischen
Bedingungen Esterbindungen zwischen den Polysacchariden und dem Lignin am effektivsten
aufgebrochen werden. Wahrend des Abbaus der Ligninstruktur entstehen reaktive Zwischen-
produkte, wodurch es zu unerwiinschten Kondensationsreaktionen kommen kann. An dieser
Stelle soll auf die einzelnen Reaktionen nicht weiter eingegangen werden. [53, 55]

Wie oben erwéhnt ist Lignin hydrophob, weshalb das Aufquellen der Lignocellulosefasern
verhindert wird. Durch Entfernung des Lignins wahrend der Vorbehandlung kénnen die Fasern
aufquellen. Dies fuhrt zu einer VergréRerung der inneren Oberflache sowie des mittleren

Porenvolumens, womit die Enzymverfiigbarkeit verbessert wird. [53] Des Weiteren haben die
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Kationen der Base Einfluss auf das Quellvermdgen der Cellulosefasern. Dies ist in der unter-
schiedlichen Hydratation der Metallionen begriindet. Je groRer die Hydrathtlle der Metallionen
ist, desto starker kénnen die Fasern aufquellen. Die GroRe der Hydrathllle ist dabei vom
Radius sowie der Ladung der lonen abhéangig. Je grof3er der lonenradius ist, desto kleiner wird
bei gleicher Ladung die Hydrathille. Bei @hnlichem lonenradius nimmt die Anzahl der

Wassermolekile in der Hydrathlle mit steigender Ladung zu (siehe Tabelle 12). [25, 56]

Tabelle 3: Ausgewahlte Metallionen mit deren Anzahl an Wassermolekilen in der Hydrathlle
Metallion Anzahl an Wassermolekiilen in der Hydrathlle
Natriumionen (Na*) 8
Kaliumionen (K*) 4
Magnesiumionen (Mg?*) 14
Calciumionen (Ca?*) 10-12

Je nach Reaktionsbedingungen und Art der Biomasse kdnnen auch Cellulose und Hemi-
cellulose mehr oder weniger abgebaut werden, wodurch die Zuckerausbeute abnimmt.
Besonders groR3 sind die Verluste unter anderem bei Xylan. Der Abbau der Polysaccharide
beginnt am reduzierenden Ende. Durch den Abbau von Xylan wird vor allem Xyloisosaccharin-
saure und 2-Hydroxybuttersédure gebildet. Glucane werden vor allem zu Glucoisosaccharin-
saure und 2,5-Dihydroxyvaleriansdure abgebaut. Des Weiteren kdnnen Milchséaure,
Ameisensaure, Essigsaure und Dicarbonsauren entstehen. Aul3erdem ist unter den meisten
alkalischen Bedingungen eine effektive Entfernung der Acetylgruppen aus den Xylan-
polymeren mdoglich. Die Bildung der S&uren fuhrt zu Neutralisationsreaktionen, was vor allem
bei Aufschliissen mit geringer Alkalitat zu beachten ist. [53]

Untersuchungen von Wilkinson et al. zeigten, dass Natriumhydroxid sehr gut geeignet ist, um
Biertreber fir eine enzymatische Verzuckerung vorzubereiten. Sie erreichten nach enzyma-
tischer Verzuckerung der festen Bestandteile des Aufschlusses eine Glucoseausbeute von
Uber 90 % bezogen auf die im festen Rickstand enthaltene Glucose. Fiur den Aufschluss
wurden eine moderate Temperatur von gerade einmal 50 °C, eine Natriumhydroxid-
konzentration von 5 % (w/v) sowie eine Aufschlussdauer von 12 h genutzt. Des Weiteren
zeigten sie, dass mit zunehmendem Gehalt an Biertreber wahrend der Vorbehandlung die
Effektivitat der Vorbehandlung sinkt. Durch Reduktion der Natriumhydroxidkonzentration von
5 auf 1 % (w/v) kam es zu einer drastischen Abnahme der Ausbeute. Die Aufschlusszeit
hingegen hatte nur geringfugigen Einfluss auf die erreichten Ausbeuten. Die beschriebenen

Ergebnisse sind in Abbildung 14 gezeigt. [57]
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Abbildung 14: Zuckerausbeuten verschiedener Biertreberriickstande nach Vorbehandlung mit
verdinnter Natronlauge sowie anschliel3ender enzymatischer Verzuckerung unter
folgenden Vorbehandlungsbedingungen: (A) 5 % (w/v) NaOH fiir 12 h bei 50 "C und
Variation der Feststoffbeladung; (B) 12 h bei 50 °C, einer Feststoffbeladung von
25 % (w/v) und Variation der NaOH-Konzentration; (C) 5 % (w/v) NaOH bei 50 °C,
einer Feststoffbeladung von 30 % (w/v) und Variation der Versuchsdauer [57]

Organosolv-Verfahren

Bei diesen Verfahren werden organische Losungsmittel zum Aufschluss der Biomasse
eingesetzt. Haufige Losungsmittel sind dabei Ethanol, Methanol, Aceton, Ethylenglycol und
Triethylenglycol. Typische Konzentrationen der Loésungsmittel liegen zwischen 25 und
75 % (v/v). Die Aufschlusstemperatur und Verweilzeit variieren in der Regel zwischen 155 und
205 °C sowie 30 und 90 min. [18] Von besonderem Interesse ist die Nutzung von Ethanol als
Losungsmittel, da es eine geringe Toxizitat aufweist. Des Weiteren kann auf zusatzliche
Losungsmittel im Gesamtprozess verzichtet werden. Ebenfalls wére ein Recycling innerhalb
des Prozesses mit etablierter Technik vergleichsweise einfach zu realisieren.

Wahrend des Aufschlusses kommt es durch die Autohydrolyse des Wassers zum Abbau der
Hemicellulose, wie im Abschnitt zur hydrothermalen Vorbehandlung beschrieben wurde.
Durch Zugabe der Ldsungsmittel kann zusatzlich Lignin in Losung uberfuhrt werden. Zur

Verbesserung der Hydrolyse von Hemicellulose kann als Katalysator z. B. Séure genutzt
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werden. Haufig wird daflir Schwefelsaure in Konzentrationen von 0,8 — 1,7 % (w/w)
zugegeben. Nach der Vorbehandlung kann der cellulosereiche Feststoff von der Flussigkeit
abgetrennt werden. In einer nachgeschalteten enzymatischen Verzuckerung kann anschlie-
Bend die Cellulose in Glucose Uberfuhrt werden. In der Flissigphase kann durch Zugabe von
Wasser die Loslichkeit des Lignins reduziert werden, wodurch es zur Ausfallung kommt. Die
Oligomere und Monomere der Hemicellulosezucker verbleiben dabei in der verdinnten
Losung. Das Lignin kann durch eine erneute Fest-Flissig-Trennung gewonnen und als
Rohstoff in der chemischen Industrie eingesetzt werden. [18]

Parchami et al. untersuchten den Aufschluss von Biertreber bei einer Ethanolkonzentration
von 50 % (v/v) im Vergleich zu 0 % (v/v) bei verschiedenen Temperaturen (120 °C, 140 °C,
180 °C) sowie Verweilzeiten (10 min, 30 min, 60 min und 120 min). Sie vermuten, dass die
Ligninentfernung maf3geblich durch die Entfernung der Hemicellulose beeinflusst wird. Dies
ist darin begriindet, dass die Bindungen zwischen Lignin und Hemicellulose eine Barriere fir
den Ligninabbau darstellen. Durch Erhéhung der Ethanolkonzentration kommt es zu einer
Abnahme der Hydroniumionenkonzentration, da die Sauredissoziationskonstante von Ethanol
deutlich kleiner als die von Wasser ist. Infolge der Reduktion der Hydroniumionen in der
Flussigkeit sinkt der Abbau der Hemicellulose, da die Konzentration des Katalysators geringer
ist. Gleichzeitig verbessert die Anwesenheit des Ethanols die Loslichkeit des Lignins und senkt
die Wahrscheinlichkeit der unerwiinschten Ligninkondensation, weshalb eine Optimierung der
Versuchsbedingungen notwendig ist. Bei den von Parchami et al. durchgefiihrten Versuchen
wurde das beste Ergebnis bei 180 °C, 120 min und 50 % (v/v) Ethanol erreicht. Unter diesen
Bedingungen wurde eine Ligninreinheit von 95 % sowie eine Ausbeute von 58 % erreicht. Die
Celluloseausbeute betrug 60 % mit einer Reinheit von 39 %. Die Ausbeuten sind auf die

Mengen in unbehandeltem Biertreber bezogen. [58]
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3 Zielstellung

An der Optimierung der Lignocelluloseaufschliisse wird seit vielen Jahren geforscht, sodass
auf eine gute Datenlage zurlckgegriffen werden konnte. Auch zu Aufschlussverfahren von
Biertreber gibt es einige Veroffentlichungen. Dennoch ist es noch nicht gelungen die Bier-
treberaufschlisse so weit zu optimieren, dass sie in den industriellen Mal3stab Uberfiihrt
werden konnen. Da Biertreber jedoch jahrlich in grof3en Mengen als Reststoff in der
Bierherstellung anfallt, stellt dieser ein grof3es Potenzial z. B. als Rohstoff fur die Erzeugung
alternativer Kraftstoffe dar.

Ziel ist im Rahmen der Masterarbeit einen wichtigen Beitrag fur die technische Nutzung von
Biertreber zu leisten. Eine Herausforderung stellt die gezielte Freisetzung der Mono-
saccharide, aus denen die Cellulose und Hemicellulose aufgebaut ist, dar. Deshalb liegt der
Fokus dieser Masterarbeit vor allem auf der Vorbehandlung flir eine enzymatische
Verzuckerung. Nachdem die Monosaccharide in Lésung Uberfuhrt wurden, gibt es verschie-
dene Mdglichkeiten der Nutzung. Eine Variante ist die Herstellung von Bioethanol, welche
auch im Rahmen der Arbeit als Endprodukt angestrebt wird.

Nach einer ausfihrlichen Recherche sollen die in der Literatur gefundenen Tendenzen zur
Optimierung der Biertreberaufschliisse unter gewissen Rahmenbedingungen weiter unter-
sucht werden. Eine technische Rahmenbedingung ist dabei, dass alle Versuche unter
Atmosphéarendruck durchgefiihrt werden sollen. Dies bedeutet, dass die maximal mdgliche
Temperatur fur die Aufschliisse ca. 100 °C betragt, unter der Voraussetzung, dass verdinnte
wassrige Losungen zum Aufschluss des Biertrebers genutzt werden. Ziel dieser Vorgabe ist
ein Verfahren zu finden, welches mdglichst energiesparend arbeitet sowie ohne Druck-
reaktoren auskommt, da korrosionsbestéandige und druckstabile Reaktoren teuer sind. Des
Weiteren geht von ihnen ein erhdhtes Gefahrdungspotenzial aus. Aul3erdem sollen mdglichst
gunstige Chemikalien in geringen Mengen eingesetzt werden.

Idealerweise sollen die Aufschlisse unter moglichst milden Bedingungen ablaufen, um den
Abbau der Monosaccharide auf ein Minimum zu begrenzen. Gleichzeitig sollen hohe Zucker-
ausbeuten nach der enzymatischen Verzuckerung erreicht werden, damit in einer
nachgeschalteten Fermentation mdoglichst hohe Ethanolkonzentrationen erzielt werden
konnen. Hierfir soll ein geeignetes Versuchsprogramm zur Variation des Biertreber-
aufschlusses auf Basis der statistischen Versuchsplanung konzipiert, durchgefuhrt und

analytisch bewertet werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Biertreber

Der verwendete Biertreber wurde von einem Projektpartner zur Verfigung gestellt. Fur die
Lagerung wurden reprasentative Teilmengen der Probe in Gefrierbeutel abgefillt und im
Gefrierschrank bei -30 °C bis zur Nutzung gelagert. Pro Beutel wurde rund 1 kg Biertreber
abgefulllt, was fur die Versuche einer Woche ausreichte. Fir die Versuche wurde der Biertreber
aufgetaut und anschlieend bis zu den jeweiligen Aufschliissen im Kihlschrank bei +5 °C
gelagert. Fur die Bestimmung der Zusammensetzung wurde der Biertreber in einem externen
Analyselabor untersucht. Die Ergebnisse sowie die Messunsicherheiten sind in der folgenden
Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des unbehandelten Biertrebers

Parameter Gehalt
Trockensubstanzgehalt [%] 20,6
Cellulose [% TS] 204 + 54
Hemicellulose [% TS] 37,7 £+ 9,8
Saureunlésliches Lignin [% TS] 95 + 24
Asche [% TS] 45 + 0,2
Protein [% TS] 242 + 15
Fett [% TS] 110 + 1,9
Starke [% TS] 48 + 0,2
Zucker [% TS] 09 + 01

4.1.2 Verwendete Chemikalien

Als Base wurde handelstibliche 50 % (w/w) reinst Natronlauge der Firma CARL ROTH
verwendet. Zum Anheben des pH-Werts im Rahmen der pH-Wert-Einstellung kam die Natron-
lauge unverdinnt zum Einsatz. Fir die alkalischen Aufschliisse wurde die Natronlauge stark
verdinnt. Die jeweiligen Verdinnungen wurden vor dem ersten Aufschluss selbst hergestellt
und in Glasflaschen zwischengelagert. Als Saure wurde Schwefelsdure 96 % (w/w) flr
Analysen von PanReac AppliChem ITW Reagents genutzt. Fir die Senkung des pH-Werts im
Rahmen der pH-Wert-Einstellung wurde die Schwefelsdure um ca. Faktor 3 in einem
MalRkolben selbst verdiinnt. Dies fuhrte zu einer Konzentration der verdinnten Schwefelsaure

von ca. 6 mol/l. Damit bei allen Versuchen einheitliche Bedingungen vorlagen, wurde die
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Verdinnung zur pH-Wert-Einstellung im Voraus fir alle Neutralisationen hergestellt. Zu
beachten war bei der Verdinnung eine starke Warmeentwicklung, sodass die Herstellung
einige Zeit in Anspruch nahm. Fir die sauren Aufschlisse wurde analog zu den alkalischen
Aufschlissen vorgegangen. In Tabelle 5 sind die wichtigsten Angaben zu den Chemikalien fir

die Versuche angegeben.

Tabelle 5: Uberblick tiber die wichtigsten Angaben zur Natronlauge und Schwefelsaure
Natronlauge [59] Schwefelsaure [60, 61]

Konzentration [% (w/w)] 49,91 95,8

Molare Masse [g/mol] 40,01 98,08

Dichte bei 20 °C [g/cm3] 1,52 1,84

Fur die enzymatische Verzuckerung wurde eine Mischung aus zwei Enzympraparaten einge-
setzt. Das erste Enzympraparat wird von der Firma Biogas-Additive.de GmbH unter dem
Handelsnamen ZYmaXX® 4U MIX 1.x vertrieben. Dabei handelt es sich um eine kommerziell
verfiigbare Enzymmischung zur Optimierung der Biogasausbeute aus faserhaltigen Subs-
traten. In der Enzymmischung sind unter anderem Cellulasen, Amylasen, Glucanasen und
Xylanasen enthalten. Die zweite Enzymzubereitung ist von der Firma Biopract GmbH. Auch in
dieser Enzymmischung sind Cellulasen, Xylanasen und Glucanasen enthalten. Die Firma
Biopract ist auf die Anwendung von Enzympréparaten in der Landwirtschaft und in industriellen
Anwendungen spezialisiert. Fur die Ethanolfermentation wurde handelsiibliche Trocken-

backhefe von RUF Lebensmittelwerk KG verwendet.

4.2 Festlegung der Versuchsbedingungen

Fur die Bearbeitung der Fragestellung wurde zuerst eine ausfiihrliche Literaturrecherche
durchgefiihrt. Die wichtigsten Erkenntnisse kénnen in Kapitel 2 nachgelesen werden. Durch
die in Kapitel 3 beschriebenen Rahmenbedingungen wurde die Auswahl der mdglichen
Verfahren stark eingegrenzt. Fur die meisten Aufschlussverfahren werden deutlich hohere
Dricke als Atmospharendruck bendtigt, da nur so die gewlinschten Temperaturen erreicht
werden kdnnen (siehe Kapitel 2.4.2). Auch bei den sauren Aufschliissen geht der Trend eher
zu Temperaturen oberhalb von 100 °C, wofurr Druckreaktoren notwendig sind.

Dennoch wird im festgelegten Rahmen grof3es Potenzial von sauren und alkalischen Auf-
schlissen anhand der Ergebnisse in der Literatur erwartet. Aus diesem Grund wurden beide
Verfahren im Rahmen der Masterarbeit genauer untersucht. Ein rein biologischer Aufschluss
mit Pilzen wurde aufgrund der in Kapitel 2.4.2 beschriebenen Nachteile nicht weiterverfolgt.
Die Zuckerausbeuten sowie die erreichten Zuckerkonzentrationen nach Aufschluss der Ligno-

cellulose mit anschlielBender enzymatischer Verzuckerung sind von zahlreichen Faktoren
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abhangig. Die Zuckerfreisetzung kann dabei mafigeblich durch die enzymatische Ver-
zuckerung selbst beeinflusst werden. Wichtige Einflussgréf3en sind die verwendete Enzym-
mischung sowie die Bedingungen wahrend der Verzuckerung (z. B. Temperatur, pH-Wert,
Zeit, RUhrgeschwindigkeit). Auf diese Punkte soll jedoch im Rahmen der Arbeit nicht
eingegangen werden. Die Verzuckerung wurde als standardisiertes Verfahren vorgegeben
und fir alle Versuche gleich angewendet.
Des Weiteren wird die enzymatische Verzuckerung entscheidend durch den Erfolg der
Aufschlisse beeinflusst, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben ist. Besonders grof3er Einfluss wird
anhand der Literatur von den folgenden Parametern erwartet:

e Temperatur

e Wahl der Saure bzw. Base sowie deren Konzentration

o Verweilzeit

o Feststoffbeladung

Fur die Optimierung wurde ausschlie3lich der Einfluss der Temperatur, Verweilzeit sowie
Konzentration untersucht. Auf Grundlage der Literaturrecherche sowie eigener Vorversuche
wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Bereiche fir die genauere Untersuchung der

Biertreberaufschliisse ausgewahlt.

Tabelle 6: Experimentell zu untersuchender Bereich der Temperatur, Verweilzeit und
Konzentration fur die alkalischen bzw. sauren Aufschliisse
alkalischer Aufschluss saurer Aufschluss

Temperatur [°C] 45 - 95 65 - 95
Verweilzeit [min] 60 — 180 60 - 180
Konzentration (NaOH bzw. H2SO4)

1-5 25 - 55
[% (wiv)]

Der Einfluss verschiedener Sauren bzw. Basen wurde nicht untersucht. Fur alle sauren
Aufschlisse wurde verdiinnte Schwefelsaure verwendet. In den alkalischen Aufschliissen kam
ausschlie3lich verdiinnte Natronlauge zum Einsatz. Fur die Versuche wurden jeweils 500 ml
der entsprechenden Lésung dem frischen Biertreber zugegeben. Der Gehalt an Feststoff war
innerhalb einer Versuchsreihe konstant. Die zugegebene Menge an Biertreber wurde aus
Grunden der Vergleichbarkeit auf die Trockensubstanz bezogen.

Fur die Aufschlisse mit verdinnter Natronlauge zeigten die Vorversuche, dass der
Feststoffgehalt an Biertreber im Ansatz maximal 45 g bezogen auf die Trockensubstanz
betragen darf. Bei weiterer Erhéhung konnte zu Beginn der Versuche aus technischen
Griunden keine ausreichende Durchmischung gewébhrleistet werden. In den anschlieRenden

Aufschlissen mit verdiinnter Schwefelsdure musste die Menge an Feststoff reduziert werden,
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da eine derartige Feststoffbeladung zu einer mangelhaften Durchmischung zu Beginn der
Versuche fuhrte. Aus diesem Grund wurde der Feststoffgehalt fur die sauren Aufschliisse auf
40 g Trockensubstanz reduziert. Die fur die Versuche tatsachlich eingewogenen Mengen an
frischem Biertreber wurden vor jedem Versuch explizit nach der Messung der aktuellen
Trockensubstanz des Biertrebers berechnet. Durchschnittlich wurden fir die alkalischen
Aufschlisse rund 215 g und fir die sauren Aufschlisse rund 190 g frischer Biertreber
eingewogen. Dies entspricht einem Verhéltnis von frischem Biertreber zu Flissigkeit wéahrend
der alkalischen Aufschlusse von ca. 1:2,3 bzw. wahrend der sauren Aufschliisse von ca. 1:2,6.
Daraus ergibt sich ein Trockensubstanzgehalt (TS) in den alkalischen Aufschlissen von
ungefahr 6,3 % und in den sauren Aufschliissen von ungeféhr 5,8 %.

4.3 Versuchsplanung sowie Vorgehen bei der Auswertung des

statistischen Versuchsplans

Fur die Untersuchung der Wirkung der drei EinflussgrofRen auf die Aufschliisse wurde ein
statistischer Versuchsplan verwendet. Der Vorteil der statistischen Versuchsplanung im
Vergleich zur schrittweisen Untersuchung (One-factor-at-a-time), bei der jeweils die
Einflussgrof3en einzeln durch Veranderung untersucht werden, besteht darin, dass zur
Bestimmung der Effekte immer alle Versuchspunkte genutzt werden konnen. Durch die
Mehrfachnutzung der Versuchspunkte bei der Auswertung kann bei gleicher Genauigkeit die
Anzahl der Versuche deutlich reduziert werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass durch die gezielte
Verteilung der Messpunkte im Versuchsraum sowie durch die statistische Auswertung eine
rechnerische Prognose (ber die Ergebnisse aller im Versuchsraum denkbaren Kombinationen
der EinflussgroBen mit Hilfe einer empirischen Modellgleichung moglich ist. Fir die
Bestimmung eines Maximums oder Minimums werden in der Regel quadratische Modelle zur
empirischen Beschreibung genutzt. Damit dies mdglich ist, sind die Einflussgré3en, welche in
der statistischen Versuchsplanung Faktoren heiRen, bei mindestens drei verschiedenen
Werten, den Faktorstufen, zu untersuchen. Auf Grundlage dessen kénnen die optimalen
Versuchsbedingungen gezielt bestimmt werden. Bei der Untersuchung durch One-factor-at-a-
time ist eine derartige Prognose nicht méglich, wodurch das Optimum leicht verfehlt werden
kann. Des Weiteren stehen bei einem statistischen Versuchsplan vor Beginn der Versuche
alle notwendigen Versuchspunkte fir die Auswertung fest, weshalb die Zeitplanung im
Vergleich zu einer schrittweisen Untersuchung, bei der immer wieder neue Punkte dazu-
kommen kénnen, erleichtert wird. [62]

In der Literatur werden fur derartige Fragestellungen wie in dieser Masterarbeit zentral
zusammengesetzte Versuchsplane empfohlen. Fir Versuchspl&ne mit drei Faktoren kann der

Versuchsraum dreidimensional dargestellt werden. Abbildung 15 zeigt die Anordnung der
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Einzelversuche fiir einen vollstandigen faktoriellen Versuchsplan (,Wurfel), dem ein ,Stern®
und ein ,Zentrum* hinzugefligt wurden. Jeder Punkt entspricht einem Versuch. Durch die Lage

im Raum werden die verschiedenen Versuchsbedingungen dargestellt. [62]

Temperatur /

el By

Konzentration

Verweilzeit

P
L

Abbildung 15: Darstellung des zentral zusammengesetzten Versuchsplans fiir 3 Faktoren. Die Lage
der Punkt im Raum zeigt dabei die verschiedenen Versuchsbedingungen der
jeweiligen Versuche [62]

Aus mathematischer Sicht sollten fir die statistische Auswertung die Versuchspunkte des
~oterns® nicht direkt auf den Flachen des Wiirfels liegen. Die genaue Lage der Versuchspunkte
ist fur jeden Versuchsplan in Abhéngigkeit der Anzahl der Versuche zu berechnen. Eine
derartig genaue Einstellung der Versuchsbedingungen war jedoch aus technischen Grinden
schwer zu realisieren, weshalb ein flachenzentrierter Versuchsplan, wie in Abbildung 16
gezeigt, genutzt wurde. Durch die Positionierung der Punkte des ,Sterns® in den Flachen des
Wiirfels ist darauf zu achten, dass es zur Korrelation der quadratischen Effekte kommt. [62]

Fur die statistische Auswertung werden nicht die realen Werte der Faktorstufen verwendet,
sondern die normierten Werte. Dafur werden die Grenzen des zu untersuchenden Bereichs
der Faktoren auf 1 (obere Grenze) und -1 (untere Grenze) normiert. Die zusatzlichen Stufen
konnen anschlieRend linear daraus berechnet werden. In Abbildung 16 ist die Verteilung der

normierten Versuchspunkte fir den flachenzentrierten Versuchsplan grafisch dargestellt.
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Abbildung 16: flachenzentrierter Versuchsplan mit normierten Versuchspunkten

In Tabelle 7 und Tabelle 8 sind die aus der Versuchsplanung resultierenden Versuchspunkte
der alkalischen und sauren Versuchsreihe aufgelistet. Der zentrale Versuchspunkt (O; O; 0)
wurde in beiden Versuchsreihen drei Mal realisiert (zu Beginn, in der Mitte und am Ende).
Daraus ergibt sich eine Gesamtanzahl von je 17 Versuchen fir die alkalischen sowie sauren

AufschlUsse.
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Tabelle 7: Versuchsplan der Aufschliisse mit verdiinnter Natronlauge (Spalte 1 systematische
Reihenfolge der Versuche, Spalte 2 randomisierte Reihenfolge (Reihenfolge, in der die
Versuche durchgefiihrt wurden), Spalte 3 — 5 normierte Versuchswerte, Spalte 6 — 8
reale Versuchswerte)
normierte Werte reale Werte
Nr. R]%l:;in- Zei Konzen- Zeit KO”?e”' Temperatur
eit tration Temperatur [min] tration C]
[% (Wiv)]
1 1 -1 -1 -1 60 1 45
2 14 -1 -1 180 1 45
3 15 0 0 -1 120 3 45
4 -1 -1 60 5 45
5 4 1 1 -1 180 5 45
6 10 0 -1 0 120 1 70
7 5 -1 0 0 60 3 70
8 2 0 0 0 120 3 70
9 7 0 0 0 120 3 70
10 17 0 0 0 120 3 70
11 9 1 0 0 180 3 70
12 16 0 1 0 120 5 70
13 12 -1 -1 1 60 1 95
14 6 1 -1 1 180 1 95
15 3 0 0 1 120 3 95
16 13 -1 1 60 5 95
17 11 1 1 1 180 5 95
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Tabelle 8: Versuchsplan der Aufschliisse mit verdiinnter Schwefelsaure (Spalte 1 systematische
Reihenfolge der Versuche, Spalte 2 randomisierte Reihenfolge (Reihenfolge, in der die
Versuche durchgefiihrt wurden), Spalte 3 — 5 normierte Versuchswerte, Spalte 6 — 8
reale Versuchswerte)
normierte Werte reale Werte
Nr. Rg:z;n- Zei Konzen- Zeit KO”?e”' Temperatur
eit tration Temperatur [min] tration ]
[% (Wiv)]

1 16 -1 -1 -1 60 2,5 65

2 6 1 -1 -1 180 2,5 65

3 13 0 0 -1 120 4 65

4 4 -1 1 -1 60 5,5 65

5 11 1 1 -1 180 5,5 65

6 3 0 -1 0 120 2,5 80

7 12 -1 0 0 60 4 80

8 1 0 0 0 120 4 80

9 9 0 0 0 120 4 80

10 17 0 0 0 120 4 80

11 7 1 0 0 180 4 80

12 15 0 1 0 120 5,5 80

13 8 -1 -1 1 60 2,5 95

14 14 1 -1 1 180 2,5 95

15 5 0 0 1 120 4 95

16 10 -1 1 60 5,5 95

17 2 1 1 1 180 5,5 95

Zur weitestgehenden Vermeidung einer Verfalschung des empirischen Modells durch eine
systematische Abweichung der Ergebnisse wurden die Versuche in zufalliger Reihenfolge
(randomisiert) durchgeftihrt [62]. Auf das Vorgehen zur Beurteilung der Messunsicherheit wird
in Kapitel 5 genauer eingegangen.

Im Rahmen der Auswertung des statistischen Versuchsplans werden die Koeffizienten (a;) der
empirischen Modellgleichung (Gleichung (4)) durch die Software Statistica so angepasst, dass
die Summe der quadratischen Abweichungen zwischen den Ergebnissen der Versuche und
den berechneten Modellwerten (Y;)) mdglichst klein ist. Die Variablen Xi, Xz und Xs in
Gleichung (4) stehen fur die normierte Temperatur, Verweilzeit sowie Konzentration. Mit dem
empirischen Modell kénnen lineare, quadratische und Zwei-Faktor-Wechselwirkungen

untersucht werden. [62]

Yi=ap+a; Xy taz Xy +az- Xz +agp- Xy Xop + aq3 - X X3+ azs - Xy Xy 4)

2 ) )
+agq Xi+ azy - X5+ asz - X3
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Nach der Anpassung der Modellgleichung an die realen Ergebnisse muss die Signifikanz der
Koeffizienten Uberprift werden. Sind sie nicht signifikant, werden sie schrittweise aus dem
Modell entfernt. Nach Entfernung eines Parameters wird die neue Modellgleichung erneut
durch die Software an die realen Ergebnisse angepasst. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt,
bis alle Koeffizienten im Modell signifikant sind.

Fur die Auswertung werden die Koeffizienten so umgerechnet, dass die realen Werte fur die
Temperatur T (in °C), Konzentration c (in % (w/v)) sowie Zeit t (in min) in die angepasste
Modellgleichung eingesetzt werden konnen (Gleichung (5)). Im Rahmen der Arbeit werden
ausschlie3lich die signifikanten Koeffizienten fir Gleichung (5) angegeben. Alle anderen
Koeffizienten bekommen den Wert Null, da diese Terme keinen Einfluss auf den Modellwert
haben. [62]

Yi:A0+AT'Ti+At'ti+AC'Ci+AT;t'Ti'ti+AT;C'Ti'Ci+At;c'ti'ci (5)

+ A2 TE+ Ap - t? + A2 cf

4.4 Aufbau des Versuchsstands sowie Ablauf der

Biertreberaufschlisse

Als Erstes wurde der aufgetaute Biertreber in einem 1-Liter-Becherglas grob eingewogen und
homogenisiert. Fur die Bestimmung aller Einwaagen im Rahmen der Arbeit wurde dieselbe
Laborwaage Sartorius LA 3200 D mit einer Messunsicherheit von ca. £ 0,02 g verwendet.
AnschlieRend wurden 3 — 5 g Biertreber fiir die Bestimmung des Trockensubstanzgehalts
entnommen. Fir die Bestimmung wurde das Feuchtemessgerat MA 40 von Sartorius
verwendet. Die Messunsicherheit der Trockensubstanz des Biertrebers betragt dabei = 0,6 %.
Damit wahrend der Bestimmung des Trockensubstanzgehalts der Biertreber im Becherglas
nicht austrocknet, wurde dieser mit Alufolie abgedeckt. Mit Hilfe des Trockensubstanzgehalts
konnte die bendétigte Masse an frischem Biertreber berechnet und genau eingewogen werden.
Ziel war, dass in jedem Versuchsansatz moglichst gleich viel Biertreber-Trockensubstanz
enthalten war. Im Anschluss wurden 500 ml der entsprechenden verdiinnten Aufschluss-
chemikalie in einem 500-ml- Messzylinder der Firma Hirschmann Laborgerate der Klasse B
(x 3,8 ml IN bei 20 °C) abgemessen und dem Biertreber zugegeben. Damit die Abweichung
durch zuriickgebliebene Lésung im Messzylinder immer ca. gleich grof3 war, wurde bei allen
Versuchen identisch vorgegangen sowie derselbe Messzylinder verwendet. Es ist darauf
hinzuweisen, dass Messzylinder auf Einguss (IN) justiert sind und somit die zugegebene
Menge etwas geringer als 500 ml war. Fir die Berechnungen im Rahmen der Arbeit wurde

trotzdem mit 500 ml gerechnet, da der Fehler als vernachlassigbar gering eingestuft wurde.
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Vor Beginn der Versuchsreihe wurde die jeweils bendétigte Menge an verdinnten Aufschluss-
chemikalien fUr alle Versuche hergestellt, womit konstante Konzentrationsunterschiede fur die
gesamte Versuchsreihe gewahrleistet waren. Fir die Herstellung wurde die Natronlauge bzw.
die Schwefelsaure auf der Laborwaage in einem 1000-ml- bzw. 2000-mI-Messkolben aus Glas
eingewogen und dieser anschlie3end bis zur Markierung mit deionisiertem Wasser aufgefulit.
Der verwendete 1000-ml-Messkolben der Klasse A von Schott hatte eine Genauigkeit von
+ 0,400 ml (IN) bei 20 °C. Der 2000-ml-Messkolben von Schott der Genauigkeitsklasse A wird
mit einer Messunsicherheit von + 0,600 ml (IN) bei 20 °C angegeben.

Nach Zugabe der Aufschlusschemikalie zum eingewogenen Biertreber wurde die Gesamt-
masse bestimmt. AnschlieRend konnte der Versuchsaufbau eingerichtet und der Versuch
gestartet werden. Abbildung 17 zeigt den Aufbau des Versuchsstands fur die alkalischen und
sauren Aufschliisse. Fur die Versuche wurde der Biertreber mit der stark verdinnten
Natronlauge bzw. Schwefelsdure in einem Becherglas auf der C-MAG HS 7 Heizplatte von
IKA auf die gewiinschte Temperatur erwarmt. Zur Vermeidung von Verbrennungen des Bier-
trebers am Boden des Becherglases wurde die Maximaltemperatur der Heizplatte auf 315 °C
begrenzt. Die Einstellung der Zieltemperatur sowie die Messung und Regelung erfolgte durch
das elektronische Kontaktthermometer VT-5 von VWR (mit PT-1000-Temperaturfihler).

Abbildung 17: Versuchsaufbau fur die alkalischen und sauren Aufschlisse

46



Im nachfolgenden Diagramm (siehe Abbildung 18) ist exemplarisch das Aufheizverhalten
eines Vorversuchs gezeigt. Durch die automatische Temperaturregelung wiesen alle Versuche
ein ahnliches Verhalten auf. Zu Beginn erfolgte eine rasche Erwarmung mit anschlieRend
vorsichtiger Anndherung an die Zieltemperatur. Infolgedessen konnte ein geringes Uber-
schwingen nach Erreichen der Zieltemperatur gewahrleistet werden. Fur die vorsichtige
Annaherung wurde einige Zeit bendtigt. Die vorgegebene Versuchszeit wurde deswegen nach
erstmaligem Erreichen der Zieltemperatur abziglich 1 °C gestartet. Durch den vorzeitigen
Start der Versuchszeit sowie durch das leichte Uberschwingen nach Erreichen der Ziel-
temperatur ergaben sich zu Beginn der Versuche Temperaturschwankungen von +1 °C. Nach
der Einlaufphase wurde die Temperatur bei +0,1 °C stabil eingestellt, was dem Grol3teil der
Versuchszeit entsprach. Fur die alkalischen Aufschliisse ergaben sich je nach Zieltemperatur
die folgenden mittleren Aufheizzeiten:

e Fir 45 °C rund 18 min

e Fir 70 °C rund 24 min

e Fir 95 °Crund 36 min

Im Rahmen der sauren Aufschllsse stellten sich die folgenden mittleren Aufheizzeiten in
Abhangigkeit der Temperatur ein:

e Fir 65 °C rund 22 min

e Fir 80 °C rund 30 min

e Fir 95 °Crund 38 min

100
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Abbildung 18: Aufheizkurve eines Vorversuchs von 20,8 auf 95 °C
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Durch die mdglichst hohe Beladung mit Biertreber stellte die Durchmischung eine gewisse
Herausforderung dar. Die Kraft der Magnetriihrung war viel zu klein, weshalb auf ein Uberkopf-
rahrwerk von IKA mit einem speziellen Propellerriihrer zurtickgegriffen wurde. Zu Beginn der
Aufschlisse wurde eine Drehzahl von ca. 600 1/min eingestellt. Mit steigender Temperatur
und Fortschritt der Aufschliisse verbesserten sich die Eigenschaften der Rihrung deutlich.
Infolgedessen konnte die Drehzahl schrittweise handig angepasst werden. Nach der
Einlaufphase konnte die Drehzahl auf ca. 300 1/min reduziert werden. Zur Minimierung der
Verdunstung wahrend der Versuche wurde das Becherglas mit einem Deckel aus Alufolie
abgedeckt. Fur jeden Versuch wurde ein neuer Deckel angefertigt.
Nach Ablauf der Versuchszeit wurde das Gemisch so schnell wie méglich abgekihlt. Ziel war,
dadurch die Versuchszeit mdglichst scharf zu begrenzen, damit der Einfluss der Versuchszeit
analysiert werden konnte. Fir die Kiihlung wurde die Heizplatte entfernt und das Becherglas
mit RUhrung und Temperaturmessung in einen 10-Liter-Eimer gestellt. Zusatzlich wurden zwei
gefrorene Kuhlakkus in den Eimer gelegt. Anschlie3end wurden ca. 4 | kaltes Wasser (5 °C)
aus dem Kihlschrank zugegeben, sodass der Biertreberaufschluss vollstandig von Kihl-
wasser umgeben war. Das Kihlwasser selbst erwarmte sich nur geringfiigig.
Fur den Umbau des Versuchsstands wurden im Mittel bei den alkalischen Versuchen ca. 3 min
und bei den sauren Versuchen ca. 2,2 min bendétigt. Zur Abkuhlung der alkalischen Proben auf
rund 21 °C wurden je nach Aufschlusstemperatur im Durchschnitt die folgenden Abkuhlzeiten
bendtigt:

e Fir45°Crund 10 min

e Fir 65 °Crund 15 min

e Fur95°Crund 17 min

Fur die Abkuhlung der sauren Aufschliisse auf ebenfalls rund 21 °C haben sich im Mittel je
nach Aufschlusstemperatur die folgenden Abkihlzeiten ergeben:

e Fiur65°Crund 12 min

e Fir80 °Crund 14 min

e FiUr95°Crund 16 min

In Abbildung 19 sind die Abkihlkurven von ausgewéhlten Aufschlussversuchen gezeigt. Durch

die rasche Abkihlung vor allem zu Beginn konnte der Einfluss der Aufschlusstemperatur auf

die Versuchszeit erfolgreich auf ein Minimum begrenzt werden.
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Abbildung 19: Abkuhlkurven ausgewahlter alkalischer und saurer Aufschliisse bei den jeweils drei
verschiedenen Aufschlusstemperaturen

Nach der Abkihlung wurde die Gesamtmasse zur Bestimmung der verdunsteten Wasser-
menge gemessen. Anschliel3end folgten die Messung sowie Einstellung des pH-Werts. Das
pH-Meter wurde dafir taglich mit Hilfe zweier Standards Uberpruft und bei Bedarf neu kalibriert.
Als pH-Elektrode wurde die InLab Expert DIN der Firma Mettler Toledo genutzt. Fir die
alkalischen Versuche wurde der pH-Wert durch Zugabe der selbst hergestellten Schwefel-
saureverdiinnung (ca. 6 mol/l) auf ca. pH 7 eingestellt. Die sauren Aufschliisse wurden auf ca.
pH 5 durch Zugabe unverdinnter Natronlauge 50 % (w/w) (ca. 19 mol/l) eingestellt, da dieser
pH-Wert spater fur die Enzymverzuckerung genutzt wurde. Nach Einstellung des pH-Werts
wurde die Masse erneut bestimmt.

Der Grof3teil der Probe wurde anschlieRend in eine 500-ml-Flasche aus PTFE abgefillt und
bis zur Verzuckerung im Gefrierschrank bei -30 °C zwischengelagert. Auch hier wurde die
Masse des abgefillten Biertreberaufschlusses mit der Laborwaage bestimmt. Ein zweiter Teil
der Probe wurde in Zentrifugenréhrchen abgefullt und in der Universal 32 Tischzentrifuge von
Hettich bei 9000 1/min fir 15 min zentrifugiert. Fur die alkalischen Aufschliisse folgte
anschliel3end eine Druckfiltration mit einem Membranfilter aus Celluloseacetat der Firma
LABSOLUTE. Die Porengrof3e des Filters betrug 0,45 um. Im nachfolgenden Arbeitsschritt
wurde die vorfiltrierte Probe mit einem Spritzenvorsatzfilter von LABSOLUTE aus regenerierter
Cellulose mit einer PorengrofRe von 0,2 um filtriert. Danach konnte die Probe mit Hilfe der
HPLC vermessen werden. Fur die sauren Aufschliisse wurde bei der Probenvorbereitung fir
die HPLC analog vorgegangen. Der einzige Unterschied war, dass die Druckfiltration durch
eine Vorfiltration mit einem Spritzenvorsatzfilter aus Celluloseacetat von LABSOLUTE ersetzt

wurde. Die Porengrof3e betrug ebenfalls 0,45 um. Der Rest der Probe wurde in ein Sieb mit
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der Maschenweite 1 mm gegeben und mit Leitungswasser gewaschen. Ein Teil der sauberen
Fasern wurde anschlieRend ausgebreitet und fotografiert, um maoglicherweise optische

Unterschiede zwischen den Versuchen zu dokumentieren.

4.5 Ablauf der standardisierten Verzuckerung und Fermentation

Die Versuche der standardisierten Verzuckerung und Fermentation (IKTS-Standardmethode)
wurden in Zusammenarbeit mit dem Laborpersonal der Arbeitsgruppe durchgefihrt. Fur die
enzymatische Verzuckerung wurden 5 Proben aus den durchgefiihrten Aufschlussversuchen
zuerst in einem warmen Wasserbad aufgetaut. Gleichzeitig wurde eine Verdinnung beider
Enzymmischungen um Faktor 100 hergestellt, damit die Zugabe der Enzyme besser dosiert
werden konnte. Fir die Verdinnung wurden jeweils 0,5 ml der Enzymmischung mit einer
Hubkolbenpipette (100 — 1000 ul Finnpipette von Thermo Fisher Scientific) in einen 50-ml-
Messkolben (Hirschmann Laborgerate Klasse A, Messunsicherheit £ 0,08 ml (IN) bei 20 °C)
pipettiert und anschliel3end bis zur Markierung mit deionisiertem Wasser aufgefulit.

Nachdem die Proben aufgetaut waren, erfolgte eine Einstellung des pH-Werts auf 5. Zur
Anhebung des pH-Werts wurde ebenfalls 50-%-(w/w)-Natronlauge verwendet. Fir die
Senkung des pH-Werts wurde wie bei der Neutralisation der alkalischen Aufschliisse ver-
dunnte Schwefelsaure mit einer Konzentration von ca. 6 mol/l genutzt. AnschlieRend wurde
jede Probe in eine 1-I-Borosilikatglasflasche tberfiihrt und die Masse der Uberfiihrten Probe
gemessen. Im nachsten Schritt wurden die verdiinnten Enzympraparate zugegeben (Ver-
dunnung Biogas-Additive 7,5 ml, Verdinnung BioPract 7,65 ml). Danach wurden die Flaschen
verschlossen und im Inkubationsschuittler (KS 4000 i control) fest eingespannt (siehe
Abbildung 20). Fur den enzymatischen Aufschluss betrug die Temperatur im Schuttler 45 °C.
Damit eine gute Durchmischung der Proben gewahrleistet war, wurden diese mit 300 1/min
geschwenkt. Insgesamt dauerte die Behandlung (Aufheizzeit inbegriffen) 48 h.

Abbildung 20: Fest eingespannte Proben im Inkubationsschiittler nach der Verzuckerung
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Nach dem enzymatischen Aufschluss wurde von jedem Versuch eine Probe in ein verschliel3-
bares Zentrifugenrohrchen abgefillt. Zur Deaktivierung der Enzyme wurden die Proben
anschlieBend in einem Wasserbad fir mindestens 10 min (ohne Aufheizzeit) bei 70 °C
behandelt. Nachdem die Proben wieder abgekiihlt waren, wurden sie in der Tischzentrifuge
Universal 32 von Hettich bei 9000 1/min fir 5 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde die
Flissigphase mit einem Spritzenvorsatzfilter PorengréRe 0,45 um aus Celluloseacetat der
Firma LABSOLUTE filtriert. Danach wurde die Probe bis zur Messung mit der HPLC bei -30 °C
eingefroren. Fur die Messung wurde die Probe aufgetaut, geschuttelt und mit einem Spritzen-
vorsatzfilter von LABSOLUTE Porengrof3e 0,2 pum aus regenerierter Cellulose filtriert.
Anschlieend wurde die Probe gemessen.

Fur die Ethanolfermentation wurden 6 Batchansétze vorbereitet. Als Erstes wurde dabei die
Trockenhefe in einen Erlenmeyerkolben mit Schraubverschluss eingewogen. Des Weiteren
wurde ein Magnetrihrer hinzugegeben. Danach wurde der pH-Wert der aufgeschlossenen und
verzuckerten Biertreberproben auf pH 6 durch Zugabe von Natronlauge 50 % (w/w) eingestellt.
Im Anschluss wurden die Proben mdglichst vollstandig in die Erlenmeyerkolben tberfuhrt und
die Masse mit der Laborwaage bestimmt. Zusatzlich zu den 5 Proben wurde in einen Erlen-
meyerkolben als Referenzprobe ca. 500 g einer Glucoselésung mit 20 g/l eingewogen. Danach
wurden die Erlenmeyerkolben einzeln an je eine Gastlite angeschlossen und in ein 37 °C
temperiertes Wasserbad gestellt. Das Wasserbad stand dabei auf einer Magnetrihrplatte,
wodurch eine Durchmischung der 6 Batchansatze wahrend der 48-stiindigen Fermentation

gewahrleistet war. Abbildung 21 zeigt den Versuchsaufbau fir die Ethanolfermentation.

Abbildung 21: Versuchsstand fur die Ethanolfermentation
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Im Anschluss wurde wie nach der enzymatischen Verzuckerung je eine Probe fir die HPLC
entnommen. Bis auf die Deaktivierung, welche nicht erfolgte, waren dabei alle Arbeitsschritte

zur Probenvorbereitung identisch.

4.6 Vorversuche

Fur die Beurteilung der enzymatischen Verzuckerung wurden einige Tests durchgefuhrt. Zur
Bestimmung der allgemeinen Effektivitat der Enzyme wurden zwei Ansétze mit mikro-
kristalliner Cellulose und ein Ansatz mit Kartoffelstarke enzymatisch verzuckert. Ansatz 1 der
Cellulose entsprach ungefahr der zu erwartenden Menge an Cellulose im Biertreber bei den
sauren Aufschlissen. Fur den zweiten Ansatz wurde der Cellulosegehalt halbiert, um eine
mdgliche Hemmung durch Abbauprodukte zu erkennen. Im Ansatz mit Kartoffelstarke wurde
ebenfalls die im Biertreber zu erwartende Menge an Starke eingewogen. Fir die enzymatische
Verzuckerung wurde wie bei den aufgeschlossenen Biertreberproben vorgegangen.
Zusatzlich wurde mikrokristalline Cellulose sowie Kartoffelstarke in zwei weiteren Versuchen
jeweils ohne Enzyme nur mit Wasser versetzt. AnschlieRend wurden die Proben ebenfalls
unter den Bedingungen der enzymatischen Verzuckerung behandelt. Anhand dieser Versuche
wurde die Menge an Glucose bestimmt, welche allein durch die Bedingungen wahrend der
enzymatischen Verzuckerung (ohne Enzyme) aus beiden Stoffen eluiert werden konnte. Die
gemessene Glucosekonzentration beider Ansatze ist sehr gering und kann fur die Auswertung
vernachlassigt werden. Im Ansatz der Cellulose wurde eine Glucosekonzentration von ca.
9 mg/l und im Starkeansatz von ca. 7 mg/l gemessen.

Ebenfalls wurde ein Ansatz mit ausschlie3lich Wasser und der verdinnten Enzymmischung
im ungefahren Mischungsverhéltnis wie bei den alkalisch bzw. sauer vorbehandelten Proben
mit der HPLC analysiert, um zu ermitteln, welche Zucker eventuell bereits durch die Enzym-
I6sung eingebracht werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Zugabe der verdinnten Enzyme
nur geringfigigen Einfluss auf die Konzentration der Glucose und Xylose haben. Die
gemessene Konzentration im Ansatz betrug gerade einmal ca. 8 mg/l Glucose und 22 mg/l
Xylose. Die restlichen im Rahmen der Arbeit ausgewerteten Stoffe konnten nicht nachge-
wiesen werden. Da in allen Aufschliissen dieselbe Enzymmenge zugegeben wurde, ist der
Einfluss bei allen Versuchen ungefahr gleich grof3, weshalb in der Auswertung nicht weiter
darauf eingegangen wird.

Zusétzlich wurde zur Bestimmung der Nullprobe dieselbe Menge an Biertreber wie bei den
sauren Aufschliissen in einem Becherglas mit ca. 500 ml deionisiertem Wasser fur 180 min

bei 95 °C gekocht. Im Anschluss wurde der Ansatz analog zu den alkalischen und sauren
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Aufschlissen enzymatisch verzuckert, um zu bewerten, ob bereits ohne einen chemischen
Aufschluss eine signifikante Freisetzung von Monosacchariden aus der Lignocellulose erzielt

werden kann.

4.7 HPLC-Analyse

Waéhrend der Biertreberaufschliisse gehen zahlreiche Verbindungen in Losung. Eine allum-
fassende qualitative und quantitative Analyse der Verbindungen war nicht mdoglich. Zur
quantitativen Analyse ausgewahlter Verbindungen wurde die UHPLC Dionex UltiMate 3000
von Thermo Fisher Scientific verwendet. Als Detektoren kamen ein Brechungsindexdetektor
(RI-Detektor) RI-101 von Shodex als Universaldetektor sowie ein Dioden-Array-Detektor
(DAD) UltiMate 3000 von Thermo Fisher Scientific mit einem Wellenlangenbereich von 190
bis 800 nm zum Einsatz. Zur Trennung des sehr komplexen Stoffgemisches wurde die IC Sep
ICE-Coregel 87 H3 Trennsaule von Concise Separations, einem Spezialhersteller fir derartige
Trennaufgaben, eingesetzt.

Der primare Trennmechanismus zur Separation der organischen Sauren beruht auf dem
lonenausschluss. Die Gelkiugelchen der stationdren Phase bestehen aus vollstandig sulfo-
niertem Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer. Durch die Sulfonierung des Polymers wirken die
Klgelchen nach auBen negativ geladen. Infolgedessen kdnnen undissoziierte Sauremolekile
in die Kugeln eindringen. Nach der Dissoziation hingegen werden die Saurerestmolekile
abgestol3en, da sie negativ geladen sind. Dies filhrt zu einer Trennung der organischen
Sauren nach ihren pKs-Werten, z. B. wird zuerst Ameisensaure (pKs = 3,75) und dann
Essigsaure (pKs = 4,75 [63]) eluiert. Des Weiteren erfolgt eine Trennung aufgrund der
Grolienverteilung sowie des Ligandenaustauschs. Dies ermoglicht die gleichzeitige Trennung
von einfachen Kohlenhydraten, organischen Sauren und Alkoholen, weshalb die Saule gut fur
die bendtigten Trennaufgaben im Rahmen der Arbeit geeignet ist. [64]

Die Auswahl der Parameter zur Trennung des Stoffgemisches ist aus technischen Griinden
stark eingeschrankt. Bei Nutzung eines RI-Detektors muss die Zusammensetzung des
Eluenten wahrend der gesamten Messung konstant bleiben. Des Weiteren dirfen bei der
verwendeten Saule keine organischen Ldsungsmittel als Eluenten zum Einsatz kommen.
Durch organische Lésungsmittel wiirde es zum Aufquellen des Polymers kommen, was zur
Zerstorung der stationdren Phase fiihrt [64]. Als Eluent wurde, wie vom Hersteller fur derartige
Trennaufgaben empfohlen, deionisiertes Wasser mit 0,008 mol/l Schwefelsaure genutzt. Die
Flussrate des Eluenten betrug standardméanig 0,6 ml/min. In Bezug auf die Temperatur zeigten

Vorversuche, dass fir die Analyse der Proben bei 50 °C etwas bessere Ergebnisse als bei
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80 °C (wie allgemein vom Hersteller empfohlen) erzielt wurden. Aus diesem Grund wurde die
Temperatur des Saulenofens fur die Messungen auf 50 °C eingestellt. Die Messzeit betrug
50 min je Messung. [65]

Fur die Bestimmung der Zuckerausbeuten wurde Glucose, Xylose und Arabinose gemessen.
Da die Zucker nicht UV-aktiv sind, wurden sie mit dem RI-Detektor gemessen. Bei der
Bestimmung der Xylose ist eine Uberlagerung durch Mannose nicht auszuschlieRen, da beide
Zucker gleichzeitig eluiert werden (in Vorversuchen bestimmt). Wie Kapitel 2.3.2 zeigt, ist
durch Hydrolyse der Hemicellulose des Biertrebers hauptsachlich mit einer Freisetzung von
Xylose zu rechnen. Aus diesem Grund wurde das gesamte Signal im Chromatogramm der
geldsten Xylose zugeordnet. Auf Mannose wird im Folgenden nicht weiter eingegangen. Der
Bereich der Kalibrierung fur die Monosaccharide erstreckte sich von 0,01 — 1,00 g/l. Die
Abbauprodukte der Monosaccharide Furfural und HMF wiesen eine ausgepréagte Absorptions-
bande im Spektrum bei 277 und 284 nm auf, weshalb beide Stoffe mit dem DAD bei 280 nm
bestimmt wurden. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit war eine sichere Kalibrierung von HMF
und Furfural bei deutlich kleineren Konzentrationen im Vergleich zu allen anderen Stoffen
mdglich. Beide Stoffe wurden im Bereich von 2 — 200 mg/l kalibriert. Bei der Messung der
organischen Sauren wurde sich auf die Bestimmung der Ameisensaure und Essigsaure
konzentriert. Beide Sauren sind leicht UV-aktiv. Jedoch war die Basislinie sowie die Form der
Peaks im Chromatogramm des RI-Detektors etwas besser ausgepragt, weshalb beide Sauren
mit diesem Detektor gemessen wurden. Der kalibrierte Bereich beider Sauren erstreckte sich
von 0,1 — 1,0 g/l. Des Weiteren war die Konzentration der Milchsaure vor allem nach der
Fermentation von Interesse. Wie die zuvor genannten Sauren ist auch Milchsaure nur leicht
UV-aktiv. Aufgrund einer starken Uberlagerung des Signals in den realen Proben musste die
Milchséaure dennoch mit dem DAD bei 245 nm gemessen werden. Wegen der geringeren
Empfindlichkeit wurde die Milchsdure im Bereich 0,5 — 5 g/l kalibriert. Ethanol ist wie die
Monosaccharide nicht UV-aktiv, weshalb zur Messung der RI-Detektor genutzt wurde. Zur
Bestimmung der Massenkonzentration wurde Ethanol im Bereich von 0,01 — 1,00 g/l kalibriert.
Die umfangreiche Kalibrierung aller Stoffe sowie die Messungen der Proben wurden dabei
selbststandig durchgefuhrt. Fir die Kalibrierung wurden alle Standards drei Mal vermessen
und zur Erstellung der Kalibriergeraden der Mittelwert aus den Messungen gebildet. Fir die
Bestimmung der Konzentrationen wurde von jeder Probe eine Doppelbestimmung durch-
gefuihrt. Bei der Probenvorbereitung wurde wie bereits in Kapitel 4.4 und 4.5 beschrieben

vorgegangen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Zu Beginn dieses Kapitels soll auf die Betrachtung der Messunsicherheiten eingegangen
werden. Eine detaillierte Fehlerbetrachtung, in der alle Messunsicherheiten explizit ausge-
wiesen werden, war aus mehreren Griinden nicht maglich. Bspw. kénnen einige Fehlerquellen
wie der Einfluss der verschiedenen Aufheiz- und Abkiihlzeiten oder die Auswirkung einer nicht
idealen Uberftihrung der Proben (Uberfiihrung fuihrt zur Anderung des Verhaltnisses Biertreber
zu Flussigkeit) nicht so einfach quantitativ bestimmt werden.

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass der Term der zufélligen Messunsicherheit
deutlich groRRer als die systematische Messunsicherheit ist. Fir die wichtigsten Gerate sind
dennoch die Messunsicherheiten in den jeweiligen Abschnitten von Kapitel 4 aufgefihrt. Zur
Bestimmung der Standardabweichung aller Versuchspunkte hatten diese mehrfach unab-
hangig voneinander bestimmt werden missen, was einen enormen experimentellen Aufwand
bedeutet hatte. Bei einer Dreifachbestimmung aller Messpunkte waren z. B. 45 Versuche je
Versuchsreihe notwendig gewesen (Mehraufwand ca. 6 Monate). Aus diesem Grund wurde
auf eine generelle Mehrfachbestimmung verzichtet.

Fur die Bestimmung der Effekte bei der Auswertung der statistischen Versuchsplanung ist der
zentrale Versuchspunkt von entscheidender Bedeutung, weshalb dieser als Einziger dreimal
gemessen wurde (zu Beginn, in der Mitte und am Ende der jeweiligen Versuchsreihe). Um
daraus einen ungefahren Uberblick tiber die zufallige Messunsicherheit aller Versuchspunkte
zu erhalten, wurde die Standardabweichung (mittlere Streuung der einzelnen Messwerte) aus
den drei Messwerten des zentralen Versuchspunkts bestimmt. Im Anschluss wurde die
Standardabweichung durch den Mittelwert des zentralen Versuchspunkts geteilt, um die
prozentuale mittlere Streuung der Einzelmessungen zu bestimmen. Die erhaltene prozentuale
Streuung wurde anschlielend pauschal fur alle anderen Versuchspunkte, bei denen nur eine

Einfachbestimmung durchgefiihrt wurde, zur Beurteilung der Messunsicherheit herangezogen.

5.1 Auswertung der Vorversuche

In Ansatz 1 mit hoher Cellulosefracht wurde eine Glucosekonzentration von 2,9 g/l gemessen.
Dies entspricht einer Glucoseausbeute von ca. 17,2 %. Bei halber Cellulosefracht in Ansatz 2
wurde eine Konzentration von 1,8 g/l gemessen. Die erzielte Glucoseausbeute war mit ca.
21,6 % etwas grofRer als in Ansatz 1. In Ansatz 2 stand aufgrund der halben Cellulosefracht
die doppelte Menge an Enzymen pro Gramm Cellulose fir die Hydrolyse zur Verfigung,
weshalb auch eine leicht hohere Ausbeute als in Ansatz 1 zu erwarten war. Aufl3erdem wurde

in Ansatz 1 eine deutlich gro3ere Glucosekonzentration als in Ansatz 2 nachgewiesen. Anhand

55



der beiden Ergebnisse kann eine Hemmung der Enzyme durch Abbauprodukte aus der
Hydrolyse der mikrokristallinen Cellulose ausgeschlossen werden.

Der Abbau der Starke durch die verwendeten Enzymprodukte war entgegen der Erwartung
sehr gering. Nach der Verzuckerung wurde gerade einmal eine Konzentration von 0,2 g/l
gemessen, was einer Glucoseausbeute aus der Kartoffelstarke von nur 4 % entspricht. Die
Ergebnisse belegen, dass die Aktivitdt der durch IKTS ausgewahlten Enzyme insbesondere
hinsichtlich des Starkeabbaus, aber auch beziiglich des Abbaus mikrokristalliner Cellulose
relativ gering war. Dies ist bei der Bewertung der Versuche zu beriicksichtigen. Dennoch
wurde sich bewusst fur die Nutzung von Enzymmischungen, welche fur die Verbesserung der
Verzuckerung der Lignocellulose in Biogasanlagen entwickelt wurden, entschieden, da so auf
teure Spezialenzyme verzichtet werden konnte.

Die Freisetzung der Monosaccharide durch Kochen der Nullprobe bei 95 °C uber eine Dauer
von 180 min war sehr gering (Glucose: 0,06 g/l; Xylose: 0,03 g/l; Arabinose: 0,11 g/l). Durch
die enzymatische Verzuckerung stieg die Konzentration der Monosaccharide leicht an
(Glucose: 0,25 g/l; Xylose: 1,28 g/l; Arabinose: 0,64 g/l). Die Gesamtglucoseausbeute bezogen
auf die maximal moégliche Glucose aus Cellulose und Starke lag unter 1 %. Interessant war,
dass die Differenz der Glucosemenge vor und nach der enzymatischen Verzuckerung einer
Ausbeute von 4,1 % der theoretisch maximal moéglichen Menge an Glucose aus der Starke im
Biertreber entsprach. Bei der Verzuckerung der Kartoffelstarke wurde eine dhnliche Ausbeute
erzielt (siehe oben). Dies deutet darauf hin, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit ohne intensive
Vorbehandlung (T < 100 °C und keine Chemikalien) so gut wie kein Abbau der Cellulose im
Biertreber durch die Enzyme moglich ist. Die Ausbeute an Monosacchariden aus der
Hemicellulose in der Nullprobe war nach der enzymatischen Verzuckerung ebenfalls sehr
gering. Sie betrug ca. 5,1 %. Des Weiteren wurden nach dem Kochen der Nullprobe fir die

Stoffe Furfural und HMF minimale Konzentrationen von unter 1 mg/l gemessen.

5.2 Alkalische Versuchsreihe

5.2.1 Ergebnisse der Biertreberaufschlisse mit verdinnter Natronlauge

Eine detaillierte Auswertung der Massenkonzentrationen von Glucose, Xylose und Arabinose
war aufgrund uneindeutiger Peaks (Uberlagerung durch Storsignale) in den mit der HPLC
gemessenen Chromatogrammen nicht méglich. Aus diesem Grund werden die Konzen-
trationen der drei Monosaccharide nach den Aufschlissen nicht im Rahmen der Arbeit
veroffentlicht. Einige Stérsignale waren eindeutig von der Harte der Aufschlussbedingungen
abhéngig, mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich dabei um Abbauprodukte des Bier-

trebers. Eine Bestimmung dieser Stoffe war mit der zur Verfigung stehenden Analytik jedoch
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nicht maglich. Des Weiteren waren die gemessenen Zuckerkonzentrationen sehr gering. Wie
in Kapitel 2.4.2 im Abschnitt zu alkalischen Vorbehandlungen beschrieben, war auch laut
Literatur nicht mit hohen Monosaccharidkonzentrationen nach den Aufschliissen zu rechnen.
Die gro3te gemessene Glucosekonzentration betrug weniger als 200 mg/l. Das Signal der
Xylose war teilweise gar nicht zu erkennen und die maximale Konzentration lag unter 20 mg/l.
Arabinose wurde ebenfalls nur in geringen Konzentrationen freigesetzt. Die maximale Konzen-
tration betrug dabei weniger als 50 mg/l. Die Angaben dienen ausschlief3lich zur Orientierung.
Sie zeigen jedoch, dass so gut wie keine Monosaccharide aus der Hemicellulose freigesetzt
wurden. Gleiches gilt fur die Freisetzung der Glucose aus Starke bzw. Cellulose.

Die Essigsaure zeigte deutliche Signale in den Chromatogrammen, dennoch war kein
eindeutiger Trend in Abhangigkeit der drei Einflussgrofen Temperatur, Versuchszeit und
Konzentration zu erkennen. Die Konzentration der Essigséure unterlag vielmehr einer
zufalligen Schwankung, sodass kein Riickschluss auf den Abbau von Acetylgruppen aus der
Hemicellulose moglich war. Im Mittel lag die Essigs&urekonzentration bei 0,84 g/l, die kleinste
gemessene Konzentration betrug 0,56 g/l und die gréi3te 1,32 g/l.

Anhand der gemessenen Massenkonzentrationen der Monosaccharide und der Essigsaure
war eine Bewertung der Effektivitat der Aufschliisse nicht méglich. Optisch konnten hingegen
deutliche Veranderungen durch die Aufschliisse beobachtet werden. In Abbildung 22 wird die
Verfarbung durch die Aufschliisse exemplarisch an Versuch 3 gezeigt. Je nach Harte der
Versuchsbedingungen farbte sich die Losung wahrend der Aufschliisse dunkelrotbraun bis
nahezu schwarz. Durch Neutralisation der aufgeschlossenen Proben wurde die Farbe der

Aufschliisse wieder etwas heller.

ohne Aufschluss nach Aufschluss

s N .

>
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e

Abbildung 22: Links Probe ohne Aufschluss nach kurzem Einriihren; rechts Versuch 3 nach
Aufschluss (bei 45 °C, 120 min und einer Natronlaugenkonzentration von 3 % (w/v))
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Auch anhand der Fasern waren nach den Aufschlissen makroskopisch deutliche Unter-
schiede in Abhangigkeit der Versuchsbedingungen zu erkennen. In Abbildung 23 ist der Bier-
treber ohne Vorbehandlung und nach Aufschluss bei 45, 70 und 95 °C sowie einer Natron-
laugenkonzentration von jeweils 3 % (w/v) und einer Versuchszeit von 120 min gezeigt. Bei
genauerer Beobachtung wird deutlich, dass die Fasern leicht aufgequollen sind. Dies war
anhand der Berichte in der Literatur zu erwarten und ist in Kapitel 2.4.2 im Abschnitt ,Alkalische
Vorbehandlung® genauer beschrieben. Nach einer Behandlung bei 45 °C war ansonsten kaum
eine optische Veranderung im Vergleich zu unbehandeltem Biertreber erkennbar. Nach einer
Vorbehandlung bei 70 °C waren die Fasern etwas kleiner und heller. Nach einem Aufschluss
bei 95 °C waren nur noch feine Fasern Ubrig, auRerdem waren sie farblich deutlich heller.

- original

Abbildung 23: Makroskopische Aufnahmen des unbehandelten Biertrebers und von gewaschenem
Biertreber nach alkalischem Aufschluss bei 45, 70 und 95 °C sowie identischer
Natronlaugenkonzentration (3 %(w/v)) und Versuchszeit (120 min) (Versuch 3, 10 und
15)
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Der Einfluss der Natronlaugenkonzentration und der Versuchszeit war etwas geringer als der
der Temperatur, dennoch waren zwischen Maximum und Minimum leichte Unterschiede zu
erkennen. Unter den mildesten Versuchsbedingungen waren nahezu keine Veranderungen
des Biertrebers sichtbar (siehe Abbildung 24 links). Optisch wurden die besten Ergebnisse bei
95 °C erzielt. Durch Sortierung der Aufschliisse bei dieser Temperatur nach der Konzentration
und bei gleicher Konzentration nach der Zeit zeigte sich von Versuch zu Versuch eine
schrittweise Verbesserung der Aufschlisse. Durch Erh6éhung der Konzentration wurden
optisch etwas grol3ere Unterschiede als bei Verlangerung der Versuchszeit beobachtet. Die
grofRten Veranderungen der Fasern waren unter den maximalen Aufschlussbedingungen zu

erkennen (siehe Abbildung 24 rechts).

Abbildung 24: Links nach Versuch 1 bei 45 °C, 60 min, 1 % (w/v); rechts nach Versuch 17 bei 95 °C,
180 min, 5 % (w/v)

59



5.2.2 Ergebnisse der enzymatischen Verzuckerung nach alkalischem

Aufschluss des Biertrebers

Nach der enzymatischen Verzuckerung fiel die Uberlagerung durch Storsignale geringer als
im letzten Kapitel beschrieben aus, sodass die Massenkonzentrationen besser bestimmt
werden konnten. Die Beurteilung der Messunsicherheit erfolgte wie in Kapitel 5 beschrieben.

In Tabelle 9 sind die gemessenen Massenkonzentrationen ausgewabhlter Stoffe gezeigt.

Tabelle 9: Gemessene Massenkonzentrationen nach enzymatischer Verzuckerung der Proben
(alkalische Versuchsreihe)
NI Glucose Xylose Arabinose Essigsaure Milchsaure | Ameisensaure
(o] [o/1] [o/1] [o/] (o] [o/1]
1 3,67 1,87 0,64 1,44 1,71 0,02
2 1,02 1,70 0,19 1,16 4,33
3 4,27 2,08 0,39 1,16 0,77 0,04
4 4,16 2,15 0,60 1,06 0,71 0,03
5 4,75 2,21 0,59 0,77 0,61 0,04
6 1,76 0,99 0,43 1,33 3,00 0,13
7 4,47 2,13 0,63 0,92 0,65 0,10
8 4,67 2,19 0,64 1,01 0,85 0,14
9 3,93 2,02 0,58 1,07 0,93 0,13
10 3,58 1,78 0,53 0,76 0,16 0,12
11 4,05 2,06 0,57 1,13 0,75 0,18
12 3,25 1,62 0,50 0,98 0,37 0,11
13 2,09 0,38 0,20 0,81 1,13 0,36
14 3,77 0,83 0,64 1,20 1,14 0,51
15 4,14 1,86 0,60 1,00 1,25 0,35
16 3,32 1,54 0,25 1,05 1,20 0,23
17 3,06 1,49 0,24 1,00 0,81 0,29

Prozentuale mittlere Streuung der Einzelmessungen bestimmt anhand der drei Versuche des zentralen
Versuchspunkts: Glucose: +13,7 %; Xylose: +10,4 %; Arabinose: £9,4 %; Essigsaure: +17,2 %;
Ameisensaure: £7,7 %

Die Signale der Glucose wurden durch ein kleines Stdrsignal auf der linken Seite Uberlagert.
Bei den Versuchen 2 und 6 fiihrte die Uberlagerung zu einer kleinen Peakschulter. Bei allen
anderen zeigte sich die Uberlagerung in Form eines leichten Frontings. Mit steigender Konzen-
tration wurde der Effekt immer kleiner. In Abbildung 25 ist die Glucosekonzentration nach der
enzymatischen Verzuckerung der Aufschliisse grafisch dargestellt. Hierfir wurden die Ver-
suche zuerst nach der Natronlaugenkonzentration, bei gleicher Konzentration nach der

Temperatur und bei gleicher Temperatur nach der Versuchszeit sortiert. Die Ergebnisse in
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Abbildung 25 deuten darauf hin, dass der Biertreberaufschluss unter den gewéhlten Tempera-
turen und Versuchszeiten bei einer Natronlaugenkonzentration von 3 % (w/v) am effektivsten
war. Nach der enzymatischen Verzuckerung konnten unter diesen Bedingungen im Durch-
schnitt die hdchsten Glucosekonzentrationen ermittelt werden. Der Vergleich der Ergebnisse
des zentralen Versuchspunkts (Versuch 8, 9, 10) zeigte jedoch, dass die Glucosekonzen-
tration einer starken Schwankung unterlag. Infolgedessen war eine sichere Interpretation der
Trends anhand der Ergebnisse nicht moglich. Auch mit Hilfe der Software Statistica konnte
kein sinnvolles Modell, welches die Freisetzung der Glucose beschrieb, entwickelt werden.
Fur die Berechnung der Glucoseausbeute wurde als maximal mogliche Menge die Glucose
berlcksichtigt, welche aus der Cellulose und Starke freigesetzt werden konnte, da beide
Fraktionen das mit Abstand grof3te Potenzial an gebundener Glucose aufweisen. Aus dem
Maischeprozess stammende sowie in der Hemicellulose gebundene Glucose wurde nicht
bertcksichtigt. Die maximale Glucoseausbeute lag bei 21,4 %. Sie wurde in Versuch 5 (45 °C,
180 min, 5 % (w/v)) erreicht. Die niedrigste Ausbeute wurde in Versuch 2 (45 °C, 180 min,
1 % (w/v)) mit gerade einmal 4,2 % erzielt. Die meisten Versuche schwankten um eine
Glucosekonzentration von 4 g/l, was einer Ausbeute von ca. 17 % entsprach. Insgesamt war
die Glucoseausbeute bei allen Versuchen gering.
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Abbildung 25: Massenkonzentrationen der freigesetzten Glucose nach der enzymatischen
Verzuckerung mit Markierung der Ergebnisse des zentralen Versuchspunkts (gelb)
sortiert nach Konzentration, Temperatur und Zeit der Aufschliisse

Die Signale der Xylose und Arabinose waren im Allgemeinen gut auswertbar. Bei einigen
Signalen der Xylose zeigte sich ein leichtes Tailing und bei den Signalen der Arabinose ein
leichtes Fronting. Insgesamt war der Abbau der Hemicellulose in seine Einzelbausteine gering.
Wie schon bei der Auswertung der Glucose ist kein klarer Trend bei der Freisetzung beider

Monosaccharide zu erkennen (siehe Abbildung 26). Die Konzentration der Xylose schwankte
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in den meisten Versuchen um eine Konzentration von ca. 1,8 g/l. Die Konzentration der Arabi-

nose war deutlich kleiner und schwankte in der Regel um eine Konzentration von ca. 0,5 g/l.
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Abbildung 26: Massenkonzentrationen der freigesetzten Xylose und Arabinose nach enzymatischer
Verzuckerung sortiert nach Konzentration, Temperatur und Zeit der Aufschlisse

Zur Beurteilung des Abbaus der Hemicellulose wurde die Ausbeute an Monosacchariden aus
der Hemicellulose bestimmt. Hierflr wurde die Summe der gemessenen Menge an Xylose und
Arabinose durch die theoretisch maximal moégliche Menge beider Monosaccharide, welche
aus der Hemicellulose freigesetzt werden konnten, geteilt. Fir die Berechnung der maximal
mdglichen Menge wurde angenommen, dass die gesamte Hemicellulose nur aus diesen
beiden C-5-Zuckern aufgebaut ist. Dies entspricht nicht der Realitat, wie in Kapitel 2.3.2
gezeigt wurde, wodurch die Ausbeute an Xylose und Arabinose etwas unterschétzt wurde.
Des Weiteren bedeutet dies, dass die Entfernung der Hemicellulose in Realitéat etwas erfolg-
reicher war. Dennoch sollten die berechneten Zuckerausbeuten die ungefahre Abhéngigkeit
der Hemicelluloseentfernung im Rahmen der gewahlten Versuchsbedingungen zeigen, da
beide Zucker laut Literatur den Hauptbestandteil der Hemicellulose repréasentieren (siehe z. B.
Rojas-Chamorro et al. [51]). Die berechnete Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemi-
cellulose schwankte in den meisten Versuchen um einen Wert von 6,5 %. Dieses Ergebnis ist
nicht zufriedenstellend. Die Auswertung der berechneten Ausbeuten an Monosacchariden der
Hemicellulose mit der Software Statistica ergab, dass wie schon bei der Glucosefreisetzung
madglicherweise durch Vorbehandlung mit einer Natriumhydroxidkonzentration von ca.
3 % (w/v) der Biertreber am effektivsten fur die Enzyme aufgeschlossen werden konnte. Die
Temperatur und Versuchszeit hatten dabei keinen deutlichen Einfluss auf die Ausbeute. Im
Folgenden soll nicht weiter auf das Modell eingegangen werden, da aufgrund der grofRen
zufalligen Schwankungen der Messergebnisse keine gute Anpassung der Modellgleichung

maoglich war. Dies war eindeutig am Bestimmtheitsmaf (R? = 0,8190) und im Paritatsdiagramm
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der Modellgleichung zu erkennen. Aufgrund der starken Schwankungen bei gleichzeitig
geringen Ausbeuten war auch keine gute Anpassung der Modellgleichung zu erwarten.

Wie schon im letzten Kapitel beschrieben, konnte auch nach der enzymatischen Verzuckerung
die Konzentration der Essigsaure gut bestimmt werden. Dennoch ist anhand der gemessenen
Massenkonzentrationen sowie am Anstieg der Konzentration in Bezug auf die Konzentration
nach den Aufschlissen kein eindeutiger Trend zu erkennen. Insgesamt kam es in den
Versuchen zu einem leichten Anstieg der Essigsaurekonzentration, was ebenfalls auf einen
geringen Abbau der Hemicellulose hindeutet. Die mittlere Essigsdurekonzentration lag bei
ca. 1 g/l, die kleinste gemessene Konzentration betrug 0,76 g/l und die grofdte 1,4 g/l.
Auffallig war der zum Teil hohe Gehalt an Milchsaure, welcher moglicherweise auf einen
unkontrollierten Abbau der Zucker zuriickzufiihren ist. Im Allgemeinen schwankte die Konzen-
tration der Milchsaure im Bereich von 0,2 bis 1,2 g/l, aulRer bei Versuch 1, 2 und 6, bei denen
deutlich hohere Konzentrationen gemessen wurden (siehe Tabelle 9).

Unter den analysierten Abbauprodukten aus den Aufschliissen war nur bei der Ameisensaure
eine Abhangigkeit zu erkennen. Zu beachten ist, dass die Kalibrierung der Ameisensaure nur
im Bereich zwischen 0,1 und 1 g/l méglich war. Bei niedrigeren Konzentrationen ist zum Teil
mit drastischen Abweichungen zu rechnen. In Kapitel 5.3.1 wird darauf noch einmal genauer
eingegangen. In Abbildung 27 sind die gemessenen Konzentrationen der einzelnen Versuche
zuerst nach der Temperatur, bei gleicher Temperatur nach der Konzentration und bei gleicher
Konzentration nach der Versuchszeit sortiert. Wie im Diagramm deutlich wird, fiihrte eine
Erhéhung der Temperatur gleichzeitig zum Anstieg der Ameisensaure. Insgesamt war der

Abbau jedoch gering, die maximale Konzentration betrug gerade einmal rund 0,5 g/I.
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Abbildung 27: Massenkonzentrationen der gebildeten Ameisensaure infolge der Aufschliisse mit
verdiinnter Natronlauge sortiert nach Temperatur, Konzentration und Zeit der
Aufschllsse
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Die ermittelten Konzentrationen fur HMF und Furfural waren in allen Versuchen deutlich kleiner
als 1 mg/l. Unter den gewahlten Versuchsbedingungen war somit kein Anstieg beider Stoffe
im Vergleich zum Gehalt der Nullprobe zu erkennen.

Entgegen den bisher beschriebenen Ergebnissen konnten makroskopisch eindeutige Effekte
durch die enzymatische Verzuckerung beobachtet werden. In Abbildung 28 ist der feste
Ruckstand der Proben nach der enzymatischen Verzuckerung und Zentrifugation abgebildet.
Auf der linken Seite ist das Ergebnis von Versuch 10 (70 °C, 120 min, 3 % (w/v)) und auf der
rechten Seite von Versuch 15 (95 °C, 120 min, 3 % (w/v)) gezeigt. Der einzige Unterschied
zwischen beiden Versuchen ist die héhere Temperatur bei Versuch 15 wahrend der Auf-
schliisse. Durch die enzymatische Verzuckerung kam es bei Versuch 10 zu einem teilweisen
Abbau einiger Fasern. Dies ist daran zu erkennen, dass oft nur die dinnen braunen Faser-
bestandteile nach der enzymatischen Verzuckerung ubrig waren (siehe rote Markierung). In
Versuch 15 waren nach der enzymatischen Verzuckerung keine Fasern mehr zu erkennen.
Durch Zentrifugation kam es ausschlief3lich zur Abtrennung eines sehr feinen Feststoffs. Eine
Bestimmung der Zusammensetzung des Feststoffs wurde nicht durchgefuhrt.

Warum der makroskopisch sichtbare Erfolg der enzymatischen Verzuckerung nicht durch die
Messwerte der HPLC belegbar war, konnte nicht geklart werden. Eine moégliche Ursache
koénnte sein, dass die Enzyme nicht in der Lage waren, die Bruchstiicke bis in die Monosac-
charide zu hydrolysieren. Ein weiterer Grund kdnnte sein, dass die Monosaccharide mit
anderen Stoffen im Aufschluss reagiert haben. Eine positive Erkenntnis ist, dass moglicher-
weise durch Verbesserung der enzymatischen Verzuckerung unter moderaten Versuchs-
bedingungen gute Ergebnisse erzielt werden kdénnen, da offensichtlich die Verflugbarkeit des

aufgeschlossenen Biertrebers fiir die Enzyme gut gewéhrleistet war (siehe Abbildung 28).

»

Abbildung 28: Makroskopische Aufnahmen der festen Rickstande des Biertrebers nach
enzymatischer Verzuckerung und Zentrifugation der Proben: links Ergebnis von
Versuch 10 (Aufschlussbedingungen: 70 °C, 120 min, 3 % (w/v)); rechts von Versuch
15 (Aufschlussbedingungen: 95 °C; 120 min, 3 % (w/V))
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5.2.3 Ergebnisse der Ethanolfermentation nach alkalischem Aufschluss

und enzymatischer Verzuckerung des Biertrebers

Die Auswertung der Chromatogramme erwies sich bei einigen Stoffen als uneindeutig. Der
wichtigste Stoff Ethanol konnte jedoch sehr gut bestimmt werden. In Tabelle 10 sind die
Ergebnisse ausgewahlter Stoffe aufgeflhrt. Die angegebenen Messunsicherheiten wurden

wie in Kapitel 5 beschrieben ermittelt.

Tabelle 10: Gemessene Massenkonzentrationen und Ethanolausbeuten nach Ethanolfermentation
der vorbehandelten Proben (alkalische Versuchsreihe)

NI Xylose Essigsaure Milchsaure Ethanol Ethanolausbeute
[o/1] [9/1] (o] [o/] (%]
1 < 0,02 2,99 5,78 1,82 14,7
2 <0,01 2,28 7,71 0,68 5,5
3 < 0,06 2,83 4,64 2,34 19,9
4 < 0,07 2,98 5,15 2,08 18,3
5 1,46 1,78 3,11 2,50 219
6 <0,03 2,50 8,73 1,11 9,0
7 1,14 2,44 4,20 2,52 21,2
8 0,73 2,74 5,21 2,50 20,9
9 <0,03 3,08 5,37 2,27 19,0
10 < 0,06 2,51 4,28 1,94 16,4
11 <0,05 3,18 5,67 2,27 19,1
12 0,59 2,27 3,23 1,77 154
13 < 0,02 2,20 6,29 1,38 111
14 <0,01 3,43 6,67 2,11 16,6
15 0,32 2,65 5,27 2,35 19,5
16 1,44 1,55 2,46 1,94 16,3
17 1,28 1,60 2,12 1,82 15,1

Prozentuale mittlere Streuung der Einzelmessungen bestimmt anhand der drei Versuche des zentralen
Versuchspunkts: Xylose: keine Aussage mdoglich; Essigsaure: +10,2 %; Milchsaure: +11,8 %;
Ethanol: +12,5 %; Ethanolausbeute: +12,2 %

Die Messung der Xylose war nicht immer eindeutig moglich. Die kleinen Xylosepeaks konnten
aufgrund einer Uberlagerung nicht eindeutig abgegrenzt werden, weshalb bei einigen
Versuchen nur die ungeféahre Grélienordnung angegeben wurde. Anhand der Reduktion der
Massenkonzentrationen bezuglich der gemessenen Konzentrationen nach der enzymatischen
Verzuckerung kann dennoch eindeutig auf einen Abbau geschlossen werden. Laut Literatur
ist Backhefe jedoch nicht in der Lage Xylose in diesen GroRenordnungen zu verstoffwechseln

[66], weshalb die beobachtete Abnahme auf eine Kontamination durch andere Mikro-
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organismen hindeutet. Wahrend der gesamten Probenvorbereitung wurde nicht steril
gearbeitet, weshalb dies auch nicht unwahrscheinlich ist.

Eine sehr starke Uberlagerung der Arabinosepeaks im Chromatogramm fiihrte zu einer
unmdglichen Auswertung der Massenkonzentrationen.

Wie schon in den letzten beiden Kapiteln beschrieben, konnte die Konzentration der Essig-
saure gut bestimmt werden, jedoch war anhand der Ergebnisse kein Trend bezlglich der
optimalen Aufschlussbedingungen zu erkennen. Insgesamt kam es in allen Versuchen mehr
oder weniger zu einem Anstieg der Konzentration. Die mittlere Essigsaurekonzentration lag
bei ca. 2,5 g/l, was einem mittleren Anstieg im Vergleich zu den Ergebnissen nach der
enzymatischen Verzuckerung um das 1,5-Fache entsprach. Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist
dies vor allem auf die Bildung durch Mikroorganismen zuriickzufuhren. Eine weitere Mdglich-
keit ist, dass ein Teil aus dem Abbau der Hemicellulose stammt, da die Enzyme nach der
Verzuckerung nicht deaktiviert wurden.

Die Messung der Milchsdure war nur mit dem DAD madglich, da das Chromatogramm des IR-
Detektors eine starke Uberlagerung des Milchsaurepeaks zeigte. Im UV-Bereich wurde das
Signal nicht Uberlagert. Der Anstieg der Milchsaure von durchschnittlich 3,85 g/l kann jedoch
nicht allein auf den oben beschriebenen Abbau der Xylose zuriickgefiihrt werden. Im Durch-
schnitt ist die Xylosekonzentration um weniger als 1,5 g/l gesunken. Die genaue Ursache fur
den starken Anstieg der Milchsaure konnte nicht geklart werden. Méglicherweise waren die
Mikroorganismen auch in der Lage weitere Stoffe neben den Monosacchariden als Kohlen-
stoffquelle in ihrem Stoffwechsel zu nutzen. Des Weiteren ist es mdglich, dass durch die
Enzyme der aufgeschlossene Biertreber wéhrend der Fermentation weiter abgebaut wurde.
Glucose konnte nach der Fermentation nicht mehr nachgewiesen werden, was auf einen
vollstdndigen Abbau hindeutet. Bei fast allen Proben wurde sogar mehr Ethanol nach der
Fermentation gemessen als anhand der gelosten Glucose nach der enzymatischen Ver-
zuckerung rechnerisch theoretisch méglich gewesen ware, was auf eine Fortsetzung der
enzymatischen Glucosefreisetzung wahrend der Ethanolfermentation hinweist. Im Durch-
schnitt lag die Ethanolausbeute bei 111 % bezogen auf das Potenzial der geldsten Glucose
nach der Verzuckerung. Der grof3te Zuwachs war in Versuch 14 mit 31 % zu verzeichnen.
Anhand dieser Ergebnisse kann eine Hemmung der Hefe ausgeschlossen werden. Zur
genaueren Auswertung der Ethanolausbeute wurden die Ergebnisse mit der Software
Statistica analysiert. Wie schon im letzten Kapitel fir die Glucosefreisetzung und Ausbeute der
Monosaccharide aus der Hemicellulose konnte auch fur die Ethanolausbeute die Modell-
gleichung nicht sinnvoll an die Messergebnisse angepasst werden, weshalb an dieser Stelle
nicht weiter darauf eingegangen wird. Die in Abbildung 29 und in Tabelle 10 gezeigten
Ethanolausbeuten sind auf die maximale Glucosemenge bezogen, welche durch vollstandige

Hydrolyse der Starke und Cellulose aus dem Biertreber freigesetzt werden konnte. Fir die
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Darstellung der Ethanolausbeuten sind die Versuche in Abbildung 29 zuerst nach der Natron-
laugenkonzentration, bei gleicher Konzentration nach der Temperatur und bei gleicher Tempe-
ratur nach der Versuchszeit wahrend der Aufschliisse sortiert. Es wird deutlich, dass durch
Aufschluss mit einer Natronlaugenkonzentration von 1 % (w/v) die Ausbeute am geringsten
war. Durch Erhéhung der Temperatur und Verweilzeit bei dieser Konzentration erhthte sich
gleichzeitig die Ethanolausbeute. Bei einer Konzentration von 3 bzw. 5 % (w/v) wurde
anschlie3end ein Plateau erreicht. Die Ergebnisse schwankten hier um eine Ausbeute von
ca. 18,5 %, was einer Konzentration von rund 2,2 g/l entsprach.
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Abbildung 29: Ethanolausbeuten nach Fermentation sortiert nach Konzentration, Temperatur und
Versuchszeit der Aufschlisse

Bei der Bewertung der Aufschllsse ist darauf zu achten, dass makroskopisch ein anderer
Trend als bei den Messergebnissen der HPLC zu beobachten war. In weiteren Versuchen
ware zu klaren, aus welchen Stoffen der feine Feststoff nach der enzymatischen Verzuckerung
aufgebaut war und ob mdglicherweise durch eine andere Enzymmischung die Ausbeute der
Monosaccharide und im Anschluss die Ethanolausbeute deutlich gesteigert werden kann. Nur
bei einer erheblichen Steigerung der erzielten Ethanolkonzentrationen ist eine wirtschaftliche
Anwendung denkbar. In Kapitel 5.3.3 wird darauf noch einmal etwas genauer eingegangen.
Da makroskopisch die Ergebnisse der Aufschlisse sehr vielversprechend waren, kann

madglicherweise durch Optimierung der Verzuckerung die Ausbeute deutlich erhéht werden.
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5.3

Saure Versuchsreihe

5.3.1 Ergebnisse der Biertreberaufschliisse mit verdinnter

Schwefelsaure

In den gemessenen Chromatogrammen nach den sauren Aufschliissen wurden die Peaks im

Vergleich zu den Messungen nach den alkalischen Aufschlissen deutlich weniger durch Stor-

signale Uberlagert. Dies fuhrte zu einer Verbesserung der Genauigkeit bei der Bestimmung

der Massenkonzentrationen. Die Betrachtung der Messunsicherheit erfolgte wie in Kapitel 5

beschrieben. In der nachfolgenden Tabelle sind die gemessenen Massenkonzentrationen

ausgewabhlter Stoffe sowie die Ausbeute an Monosacchariden der Hemicellulose aufgelistet.

Tabelle 11: Gemessene Massenkonzentrationen und Ausbeuten an Monosacchariden der
Hemicellulose nach Aufschluss mit Schwefelsaure
: : : Ausbeute an
\y. | Glucose | Xylose Ar;?:el_ EZ[SJIrge- Ar;\;lljsrzn- HMF | Furfural | Monosacchariden
g/ g/ [ma/l] [mg/l] | der Hemicellulose
[9/1] [9/1] [9/1] [%]
1 - 0,04 1,66 0,15 0,018 - <1 51
2 - 0,10 2,86 0,32 0,023 <1 <1 8,8
3 0,06 0,14 3,13 0,59 0,015 <1 <1 9,9
4 - 0,10 2,80 0,19 0,036 <1 <1 8,9
5 0,04 0,34 3,83 0,32 0,036 <1 <1 12,8
6 0,07 0,85 4,30 0,31 0,042 <1 <1 15,3
7 0,07 0,79 4,04 0,31 0,027 <1 <1 14,6
8 0,13 1,90 4,32 0,85 0,019 <2 1,9 18,7
9 0,17 1,98 4,36 0,79 0,020 <2 1,9 19,0
10 0,13 2,01 4,37 0,45 0,021 <2 1,8 19,1
11 0,22 3,39 4,54 0,47 0,043 <2 3,7 23,9
12 0,20 3,47 4,49 0,75 0,018 <2 34 24,2
13 0,41 5,01 4,88 0,72 0,018 <2 6,0 29,7
14 1,25 9,02 4,75 0,96 0,016 4,3 29,9 40,1
15 1,55 9,36 4,63 0,86 0,019 4,1 34,9 415
16 1,22 9,14 4,75 0,94 0,018 2,6 23,0 42,0
17 2,28 9,66 4,51 0,87 0,023 8,5 86,2 43,1

Prozentuale mittlere Streuung der Einzelmessungen bestimmt anhand der drei Versuche des zentralen
Versuchspunkts: Glucose: +14,5 %; Xylose: +2,8 %; Arabinose: +0,6 %; Essigsaure: 30,5 %;
Ameisensaure: Messwerte aul3erhalb der Kalibrierung; HMF: £4,7 %; Furfural: £3,3 %, Ausbeute an
Monosacchariden der Hemicellulose: £1,2 %
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Vor der Auswertung der Ergebnisse wird auf einige Herausforderungen bei der Bestimmung
der Massenkonzentrationen eingegangen. Die Messwerte der Glucose wurden bei allen
Messungen etwas zu grol3 bestimmt, da das Messsignal durch ein Stérsignal Uberlagert
wurde. Bei kleinen Signalen (0,1 — 0,2 g/l) zeigte sich die Uberlagerung durch eine Peak-
schulter auf der linken Seite (zu kleineren Retentionszeiten). Je gré3er das Messsignal wurde,
desto weniger war die Peakschulter ausgepragt. Signale oberhalb von 1 g/l besaf3en keine
Peakschulter, bei diesen Signalen zeigte sich die Uberlagerung durch ein leichtes Fronting.
Dies deutet darauf hin, dass mit steigender Glucosekonzentration der prozentuale Anteil des
Stdrsignals am Gesamtsignal abnahm, wodurch die Genauigkeit anstieg. Fur Versuch 1, 2 und
4 war keine quantitative Auswertung der Glucosemenge mdglich. Dies lag daran, dass das
Signal der Glucose ungeféhr so grol3 wie das Storsignal war. Fir diese Versuche ist mit
Konzentrationen unter 10 mg/l zu rechnen. Im Allgemeinen war die Glucosefreisetzung wie zu
erwarten durch die Aufschliisse relativ gering. In Abbildung 30 ist die Glucosekonzentration
der einzelnen Versuche grafisch gezeigt. Hierfiir wurden die Versuche zuerst nach der Tempe-
ratur und bei gleicher Temperatur nach der Konzentration sortiert, bei gleicher Konzentration
folgte eine Sortierung nach der Versuchszeit. Mit zunehmender Temperatur stieg die Glucose-
freisetzung an, besonders deutlich wird dies bei der Betrachtung der Versuche 3, 8 und 15.
Bei diesen Versuchen betrug die Temperatur 65, 80 und 95 °C bei gleichzeitig konstanter
Konzentration und Verweilzeit. Durch Erh6hung der Konzentration sowie der Versuchszeit
stieg die Menge an freigesetzter Glucose ebenfalls an. Der Einfluss beider Gré3en ist jedoch
eher gering, wie in Abbildung 30 zu erkennen ist. Mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit stammt
die Glucose aus den Resten der noch im Biertreber enthaltenen Starke, welche unter den
Aufschlussbedingungen zu Glucose hydrolysiert wurde. Ein Aufschluss der Cellulose ist unter
den milden Reaktionsbedingungen laut Literatur nicht zu erwarten, was mit den Messwerten

sehr gut Ubereinstimmt.
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Abbildung 30: Massenkonzentrationen der freigesetzten Glucose durch Aufschluss mit verdiinnter
Schwefelséure sortiert nach Temperatur, Konzentration und Zeit der Aufschlisse
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Bei den Peaks der Xylose, Arabinose und Essigsaure, welche ein Mal flr die Freisetzung der
Hemicellulose sind, waren keine Uberlagerungen im Chromatogramm zu erkennen. Eine
detaillierte Bewertung der Aufschliisse anhand der Freisetzung der Essigsaure war nicht
mdglich, weil die Massenkonzentration der Essigsaure auch unter gleichen Versuchs-
bedingungen stark schwankte (siehe Tabelle 11 Versuch 8, 9, 10). Dennoch ist ein allgemeiner
Trend zu erkennen. Mit steigender Temperatur erhdhte sich der Abbau der Acetylgruppen,
wodurch die Konzentration der Essigsaure zunahm. Ein mdglicher Grund fir die Schwankung
der Essigsaure ist, dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass wahrend der Lagerung im
Kuhlschrank Mikroorganismen Essigsaure aus leicht abbaubaren Stoffen gebildet haben.

In Abbildung 31 sind die gemessenen Massenkonzentrationen der Xylose und Arabinose
grafisch dargestellt. Die Versuche sind dabei wie zuvor in Abbildung 30 sortiert. Bei der
Freisetzung der Xylose ist eindeutig zu erkennen, dass mit steigender Temperatur der Abbau
des Xylans zunahm. Durch Erhéhung der Zeit sowie Konzentration konnte die Freisetzung der
Xylose ebenfalls leicht gesteigert werden. Den mit Abstand grof3ten Effekt auf die Freisetzung
hatte die Temperatur. Der Anstieg der Arabinosefreisetzung begann bei deutlich milderen
Bedingungen als die Freisetzung der Xylose. Dies wurde schon von Kemppainen et al.
beschrieben [43]. Auch bei der Freisetzung der Arabinose hatte die Temperatur den groR3ten
Effekt. Durch Erh6hung der Temperatur von 65 auf 80 °C wurde nahezu ein Plateau erreicht.
Je nach Aufschlussbedingungen schwankten die erzielten Massenkonzentrationen bei
80 bzw. 95 °C zwischen 4,0 und 4,9 g/I. Im Mittel betrug die Freisetzung 4,5 g/I.
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Abbildung 31: Massenkonzentrationen der freigesetzten Xylose und Arabinose durch Aufschluss mit
verdunnter Schwefelsdure sortiert nach Temperatur, Konzentration und Zeit der
Aufschliisse
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Die Ergebnisse der Ameisensaure kénnen nur zur groben Einordnung der Bildung von Abbau-
produkten genutzt werden. Grund dafir ist, dass fur die organischen Sauren der RI-Detektor
nur im Bereich zwischen 0,1 und 1 g/l sicher kalibriert werden konnte. Bei kleineren Signalen
war das Signal/Rausch-Verhaltnis zu klein, um die Konzentration sicher zu bestimmen,
weshalb bei kleineren Konzentrationen mit gravierenden Messabweichungen zu rechnen war.
Bspw. betrug die reale Konzentration des kleinsten gemessenen Standards der Ameisensaure
11,6 mg/l, mit der Kalibrierung wurde die Konzentration im Mittel 82 % zu grofd bestimmt
(21,1 mg/l). Je groRer die reale Konzentration war (bis 100 mg/l), desto kleiner wurde die
Abweichung. Bei einer Konzentration von 58 mg/l wurde die Konzentration durch die
Kalibrierung im Mittel 15 % zu grol3 bestimmt. Da die Massenkonzentration der Ameisensaure
eher zu grof3 bestimmt wurde, ist bei einer maximal ermittelten Konzentration von rund 40 mg/I
mit einem geringen Abbau der Monosaccharide zu rechnen (siehe Tabelle 11), was fur die
milden Versuchsbedingungen spricht.

Fur die Stoffe HMF und Furfural konnten aufgrund der ausgepréagten Absorptionsbanden
deutlich geringere Konzentrationen als bei den zuvor genannten Stoffen mit dem DAD
bestimmt werden. Die Bestimmungsgrenze beider Stoffe wurde vor allem durch die Qualitat
der Basislinie beeinflusst. Dies war besonders bei der Bestimmung von HMF zu beachten. Im
Bereich des HMF-Peaks waren die Schwankungen der Basislinie im Verhaltnis zur PeakgroRle
des Signals so grof3, dass bei Konzentrationen kleiner 2 mg/l keine guantitative Auswertung
mdglich war. Des Weiteren wurden beide Stoffe nur im Bereich von 2 — 200 mg/I kalibriert. Die
Angaben < 1 und < 2 mg/l in Tabelle 11 dienen ausschlieZlich zur ungefahren Abschatzung
der GroRenordnung. Die Schwankungen der Basislinie sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
die komplexe Probenmatrix zurtickzufiihren. Sicher konnte HMF nur in den Proben 14, 15, 16
und 17 nachgewiesen werden. Unter den mildesten Versuchsbedingungen (Versuch 1) war
kein Signal im Chromatogramm zu sehen. Auch wenn die maximale HMF-Konzentration mit
8,5 mg/l sehr gering war, sollte bei Versuchen mit Temperaturen oberhalb von 95 °C auf die
Bildung von HMF geachtet werden. Durch Erh6hung der Temperatur von 80 auf 95 °C kam es
zu einem deutlichen Anstieg der Konzentration. Die HMF-Konzentration in den Proben sollte
jedoch nicht Gberbewertet werden, da zum Vergleich der mittlere Massenanteil von HMF in
Lebensmitteln wie z. B. Aprikosenkonfitire 36,3 mg/kg betréagt [67]. Der Einfluss der Schwefel-
saurekonzentration sowie der Versuchszeit auf den Anstieg der Bildung von HMF ist im
untersuchten Bereich deutlich geringer als der Einfluss der Temperatur.

Das Signal von Furfural kam relativ spat im Chromatogramm (erst nach 46 min), wodurch die
meisten potenziellen Storstoffe schon eluiert waren. Infolgedessen war die Basislinie nicht so
wellig und die Massenkonzentrationen konnten im Allgemeinen besser als die von HMF
bestimmt werden. Bei den Versuchen 1 — 7 war die Furfuralkonzentration dennoch so klein,

dass auch hier nur eine Angabe der ungefahren Gréfienordnung sicher mdglich war. In
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Abbildung 32 sind zur Abschéatzung der Bildung von Furfural auch fur die Versuche 1 — 7 die
gemessenen Konzentrationen angegeben (die Angaben sollen nur zur Orientierung dienen).
Die Versuche in Abbildung 32 wurden ebenfalls wie in Abbildung 30 sortiert. Das Diagramm
zeigt, dass die Bildung von Furfural stark von der Temperatur abhangig war. Des Weiteren
zeigen die Ergebnisse der Aufschliisse bei 95 °C, dass durch eine Erhéhung der Schwefel-
saurekonzentration sowie der Versuchszeit die Bildung von Furfural ebenfalls zunahm.

Bei Versuchen unter hoheren Temperaturen (> 100 °C) zur Verbesserung des Hemicellulose-
abbaus sollte aufgrund des deutlichen Anstiegs weiter auf die Entwicklung der Furfural- und
HMF-Konzentration geachtet werden. Des Weiteren ist darauf hinzuweisen, dass es aufgrund
des offenen Versuchsaufbaus wahrend der Aufschlisse zur Verflichtigung beider Stoffe
kommen konnte. In einem geschlossenen Reaktor kdnnten daher die Konzentrationen etwas
hoéher ausfallen.
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Abbildung 32: Durch Aufschluss mit verdiinnter Schwefelsaure gebildete Furfuralmassen-
konzentrationen sortiert nach Temperatur, Konzentration und Zeit der Aufschlisse

Makroskopisch war nach den sauren Aufschliissen im Vergleich zu den alkalischen nur eine
geringflgige Veranderung des Biertrebers zu beobachten. Abbildung 33 zeigt die verschie-
denen Ergebnisse in Abhangigkeit der Temperatur. Bei Aufschlissen unter 65 °C waren
optisch nahezu keine Veranderungen im Vergleich zum unbehandelten Biertreber zu erkennen
(siehe Abbildung 23 links oben). Das Ergebnis passt sehr gut zu den niedrigen Massenkonzen-
trationen, welche mit der HPLC bestimmt wurden. Durch eine Erhéhung der Temperatur auf
80 bzw. 95 °C waren optisch bessere Aufschlussergebnisse zu erkennen. Zwischen beiden
Temperaturen konnte optisch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Auch
zwischen verschiedenen Versuchszeiten sowie Schwefelsaurekonzentrationen waren keine
deutlichen Unterschiede zu sehen. Bei 80 und 95 °C wurde der Verbund der Schale teilweise

voneinander getrennt, wodurch viele kleine Faserbruchstiicke zu erkennen waren. Die Reste
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des Keimlings, welche bei 65 °C noch deutlich sichtbar waren, l6sten sich unter diesen

Bedingungen auf. Die Farbe der Aufschliisse war bei allen Versuchen beige-milchig.

Abbildung 33: Makroskopische Aufnahmen des Biertrebers direkt nach saurem Aufschluss, von links
nach rechts: steigende Temperatur (65, 80, 95 °C) bei identischer Schwefelsaure-
konzentration (4 % (w/v)) und Versuchszeit (120 min)

Durch die sauren Aufschliisse konnte die Hemicellulose gezielt aus dem Komplex entfernt
werden, was zu einer Anreicherung der Cellulose im Feststoff fiihrte. Als Parameter fir den
Erfolg der Aufschliisse wurde die Ausbeute der Monosaccharide aus der Hemicellulose
bestimmt. Fir die detailliertere Auswertung der Ausbeuten an Monosacchariden aus der Hemi-
cellulose wurden die Ergebnisse der statistischen Versuchsplanung mit der Software Statistica
analysiert. Die Ergebnisse der Modellgleichung entsprechen den zu erwartenden Ausbeuten
an Monosacchariden der Hemicellulose in Prozent. Die ermittelten Koeffizienten sowie deren
Konfidenzintervalle sind in der nachstehenden Tabelle aufgefuhrt. Fir den Ansatz der Modell-
gleichung siehe Gleichung (5) in Kapitel 4.3. In Anhang 1 der Arbeit sind des Weiteren die
durch das Modell vorhergesagten Ausbeuten, die Abweichung der Modellwerte von den
experimentell bestimmten Ergebnissen und das Paritatsdiagramm beigefligt. Das Bestimmt-
heitsmaf der angepassten Modellgleichung (R? = 0,9807) sowie das Paritatsdiagramm zeigen,
dass mit Hilfe der Software die Modellgleichung gut an die Messergebnisse (siehe Tabelle 11)

angepasst werden konnte.

Tabelle 12:  Regressionskoeffizienten und deren Konfidenzintervalle zur Vorhersage der Ausbeute
an Monosacchariden aus der Hemicellulose direkt nach Aufschluss mit verdinnter
Schwefelséaure

Koeffizient Wert des Koeffizienten Konfidenzintervall 95 %
by 64,1 2,2 < b, = 126,0
by -2,5 4,1 < br= -0,9
b2 0,022 0,012 < byz 2 0,032
b 0,047 0,024 < b, 2 0,071
b, 2,1 12 < b.= 31
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Mit Hilfe des Modells konnten die folgenden beiden Diagramme erstellt werden. Es wird
besonders deutlich, dass vor allem die Temperatur den Erfolg des Aufschlusses maf3geblich
bestimmt (siehe Abbildung 34). Der Einfluss der Versuchszeit sowie der Konzentration der
Schwefelsdure war eher gering, sieche dazu Abbildung 35. Des Weiteren wird deutlich, dass
im untersuchten Zeit- und Konzentrationsbereich beide Faktoren ungefahr den gleichen
Einfluss auf die Ausbeute hatten. Bei Betrachtung beider Diagramme zeigt sich, dass bei maxi-
maler Temperatur, Konzentration und Zeit die héchste Ausbeute an Monosacchariden aus der
Hemicellulose zu erwarten ist. Bei einer Temperatur von 95 °C, einer Verweilzeit von 180 min
und einer Konzentration von 5,5 % (w/v) Schwefelsdure wurde experimentell eine Ausbeute
von 43,1 % ermittelt. Durch das Modell wird fir diese Versuchsbedingungen eine Ausbeute
von 45,3 % vorhergesagt. Dies entspricht einer Abweichung von gerade einmal 5 %.
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Ausbeute an Monosacchariden
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Abbildung 34: Abhéangigkeit der Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose von der Zeit
sowie Temperatur bei konstanter Schwefelsaurekonzentration von 4 % (w/v) direkt
nach saurem Aufschluss
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Abbildung 35: Abhéangigkeit der Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose von der Zeit
sowie Konzentration an verdinnter Schwefelsdure bei konstanter Temperatur von
80 °C direkt nach saurem Aufschluss

5.3.2 Ergebnisse der enzymatischen Verzuckerung nach saurem

Aufschluss des Biertrebers

Das Vorgehen fur die Auswertung der Ergebnisse nach der enzymatischen Verzuckerung
erfolgte analog der Auswertung in den letzten Kapiteln. Im Allgemeinen wiesen die Chromato-
gramme sehr gut auswertbare Peaks auf. In Tabelle 13 sind die gemessenen Massen-
konzentrationen ausgewahlter Stoffe aufgelistet. Des Weiteren wird die erzielte Ausbeute an
Glucose und an Monosacchariden der Hemicellulose gezeigt. Auf die Abbauprodukte der
Zucker Furfural, HMF sowie Ameisensaure wird an dieser Stelle nicht erneut eingegangen, da
unter den milden Bedingungen der enzymatischen Verzuckerung nicht mit einem Abbau der

Zucker zu rechnen war.
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Tabelle 13: Gemessene Massenkonzentrationen und Ausbeuten an Glucose sowie Mono-
sacchariden der Hemicellulose nach enzymatischer Verzuckerung der Proben
(saure Versuchsreihe)

Glucose- Ausbeute an
NI Glucose Xylose Arabinose Essigsaure ausbeute Monosagchariden
[a/l [a/l [g/ [a/l [%)] der Hemicellulose
[%]
1 3,29 1,97 1,86 0,20 15,6 11,9
2 3,09 2,48 2,80 0,44 14,6 16,3
3 4,29 2,93 3,05 0,63 20,6 18,8
4 3,88 2,49 2,80 0,26 18,9 16,9
5 3,87 2,23 3,53 0,43 18,9 18,4
6 4,66 2,99 3,95 0,40 22,0 21,4
7 4,58 3,48 3,69 0,40 22,0 22,6
8 4,44 3,71 4,08 0,90 21,3 24,4
9 4,66 4,19 4,01 0,83 22,3 25,6
10 4,63 4,27 4,02 0,50 22,2 25,9
11 4,99 531 4,24 0,52 23,9 30,0
12 4,60 5,19 4,19 0,77 22,3 29,7
13 5,36 6,16 4,52 0,78 25,6 33,3
14 5,33 8,61 4,41 0,96 24,7 39,4
15 5,82 9,54 4,63 0,91 27,4 43,7
16 521 8,53 4,32 0,93 25,0 40,4
17 5,45 9,37 4,35 0,85 26,3 43,4

Prozentuale mittlere Streuung der Einzelmessungen bestimmt anhand der drei Versuche des zentralen
Versuchspunkts: Glucose: 2,7 %; Xylose: 7,5 %; Arabinose: 1 %; Essigsaure: *28,9 %;
Glucoseausbeute: +2,5 %; Ausbeute an Monosacchariden der Hemicellulose: £3,1 %

Bei der Glucosefreisetzung war ein deutlicher Anstieg im Vergleich zu den gemessenen
Konzentrationen direkt nach dem Aufschluss zu erkennen. Durch Erhéhung der Temperatur
wahrend der vorgeschalteten Aufschlisse konnte die Freisetzung der Glucose durch die
Enzyme deutlich gesteigert werden. Die Konzentration sowie die Versuchszeit wahrend der
Aufschliisse hatten hingegen nur geringfiigigen Einfluss auf die Glucosefreisetzung nach der
Verzuckerung. Nach einer Vorbehandlung bei 65 °C betrug die mittlere Glucosekonzentration
nach der Verzuckerung 3,7 g/l, durch Erhéhung der Temperatur wahrend der Vorbehandlung
auf 80 °C stieg sie auf 4,7 g/l an. Durch weitere Erhéhung der Temperatur auf 95 °C wéhrend
der Vorbehandlung konnte die Glucosekonzentration nach der Verzuckerung im Mittel auf
5,4 g/l gesteigert werden.

Der Anstieg der Xylose durch die Verzuckerung ist in Abbildung 36 grafisch dargestellt. Die
Versuche sind dafir in folgender Reihenfolge sortiert: zuerst nach der Temperatur, bei gleicher

Temperatur nach der Konzentration und bei gleicher Konzentration nach der Versuchszeit. Die
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Freisetzung der Xylose wird vor allem durch die Temperatur wahrend der Aufschliisse
bestimmt. Die Schwefelsdurekonzentration sowie die Versuchszeit wahrend der vorgeschal-
teten Aufschlisse hatten auf die Freisetzung der Xylose nur einen geringen Einfluss. Ein ein-
deutiger Trend bezuglich der beiden EinflussgroRen war anhand der Messergebnisse nicht zu
beobachten (siehe Abbildung 36). Die Xylose zeigte nur bei Versuchen mit Aufschluss-
temperaturen unterhalb von 95 °C nach der Verzuckerung eine deutliche Steigerung der
geldsten Massenkonzentrationen. Der mittlere Anstieg der Xylosekonzentration durch die
Enzyme betrug 2,2 g/l bei diesen Versuchen.
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Abbildung 36: Anstieg der Massenkonzentrationen von Xylose und Arabinose durch enzymatische
Verzuckerung sortiert nach Temperatur, Konzentration und Zeit der Aufschlisse

Bei den Aufschliissen mit einer Temperatur von 95 °C wurde nach der enzymatischen Ver-
zuckerung teilweise sogar ein Riickgang der Konzentration beobachtet. Versuch 13 (95 °C,
60 min, 2,5 % (w/v)) ist der einzige Versuch bei 95 °C, welcher einen deutlichen, wenn auch
geringeren Anstieg der Xylose im Vergleich zu den anderen Versuchen nach der Verzucke-
rung aufzeigte. Bei Versuch 13 stieg die Massenkonzentration um 1,2 g/l an. Der Versuch wies
jedoch schon direkt nach dem Aufschluss im Vergleich zu den restlichen Aufschlissen bei
95 °C eine deutlich geringere Xylosekonzentration auf. Fur die Abnahme bzw. Stagnierung der
Xylosefreisetzung bei Versuch 14, 15, 16 und 17 gibt es mehrere mégliche Erklarungen. Am
wahrscheinlichsten ist, dass der Rickgang auf eine Verdinnung durch Zugabe der Enzym-
mischungen sowie auf die Messunsicherheit bei der Bestimmung der Konzentration zurtick-
zufuihren ist. Infolge der Enzymzugabe kam es zu einer rechnerischen Reduktion der Massen-
konzentration von rund 4 %, wenn keine Xylose freigesetzt wurde. Der Verlauf des Hemicellu-
loseabbaus durch sauren Aufschluss in Abbildung 34 und Abbildung 35 deutet nicht darauf

hin, dass bei den héartesten Aufschlussbedingungen bereits ein Plateau erreicht wurde und der
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restliche Abbau der Hemicellulose deutlich schwerer ist. Mdglicherweise waren die Enzyme
nicht in der Lage effektiv die Hemicellulose direkt aus der teilaufgeschlossenen Lignocellulose
zu entfernen. Das gleiche Ergebnis wurde bei der Untersuchung der Nullprobe festgestellt.
Der Anstieg bei allen anderen Versuchen aufRer bei Versuch 14, 15, 16 und 17 kodnnte
mdglicherweise auf in Lésung befindliche Xylanbruchstiicke zurtickzufihren sein, welche unter
den milden Reaktionsbedingungen der Aufschliisse nicht vollstandig zu Xylose abgebaut
wurden. In der nachgeschalteten Verzuckerung konnten eventuell diese Bruchstiicke durch
die Enzyme hydrolysiert werden. Die genaue Ursache konnte nicht geklart werden.

Bei Betrachtung der geldsten Menge an Arabinose war auffallig, dass bei fast allen Versuchen
ein Ruckgang im Vergleich zu den gemessenen Ergebnissen direkt nach den Aufschlissen zu
verzeichnen war (siehe Abbildung 36). Auch hier ist auf die Verdiinnung durch Zugabe der
Enzymmischungen sowie auf die Messunsicherheit hinzuweisen. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Enzyme nicht in der Lage waren, die seitlichen Arabinoseverzweigungen
der Hemicellulose zu hydrolysieren. Die Ergebnisse der Arabinosefreisetzung durch die
enzymatische Verzuckerung in der Nullprobe passen ebenfalls gut zu dieser Vermutung.

Die gemessene Essigsaurekonzentration sowie der Anstieg der Essigsaure in Bezug auf die
Konzentration direkt nach dem Aufschluss unterlag gro3en Schwankungen, weshalb an dieser
Stelle nicht im Detail darauf eingegangen werden soll. Im Allgemeinen war mit steigender
Temperatur eine Abnahme der enzymatischen Essigsaurefreisetzung aus der Hemicellulose
in den Proben zu beobachten. Aufgrund der verhaltnismafig geringen Essigsaurefreisetzung
durch die Enzyme war insgesamt die Konzentration in den Proben mit hohen Aufschluss-
temperaturen dennoch am grof3ten.

Makroskopisch war im Vergleich zu den alkalischen Aufschlissen die Veranderung deutlich
geringer. Die Struktur der Fasern war auch nach der enzymatischen Verzuckerung in allen
Proben zu erkennen. Neben den Fasern waren feine Bruchstiicke sowie kleine Kérnchen zu
sehen. Optisch waren die Ergebnisse vergleichbar mit denen in Abbildung 28 auf der linken
Seite nach alkalischer Vorbehandlung.

Im Folgenden wird genauer auf die Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose des
Biertrebers eingegangen. Die Analyse der Ergebnisse des statistischen Versuchsplans mit der
Software Statistica ergab fur die Modellgleichung zur Bestimmung der Ausbeute an Mono-
sacchariden der Hemicellulose die in Tabelle 14 gezeigten Koeffizienten mit ihren
Konfidenzintervallen. Das BestimmtheitsmalR (R2 = 0,9659) zeigt, dass die Modellgleichung
gut an die Messergebnisse angepasst werden konnte. In Anhang 2 sind zur Beurteilung der
Modellgleichung des Weiteren das Paritatsdiagramm, die durch das Modell vorhergesagten
Ausbeuten und die prozentualen Abweichungen der Modellwerte von den aus den Messwerten

berechneten Ausbeuten fiir alle Versuche gezeigt.
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Tabelle 14:  Regressionskoeffizienten und deren Konfidenzintervalle zur Vorhersage der Ausbeute
an Monosacchariden aus der Hemicellulose nach enzymatischer Verzuckerung

Koeffizient Wert des Koeffizienten Konfidenzintervall 95 %
b, -16,6 -22,7 < b, = -10,5
b2 0,0049 0,0044< b; = 0,0055
b, 0,037 0,014 < b, = 0,061
b, 1,8 083 < b, =z 2,7

In den folgenden beiden Diagrammen sind die Ergebnisse der Modellgleichung grafisch
dargestellt. Es zeigt sich wie schon im letzten Kapitel, dass auch nach der enzymatischen
Verzuckerung die beste Freisetzung der Monosaccharide aus der Hemicellulose bei maxi-
maler Temperatur, Versuchszeit und Schwefelsaurekonzentration zu erwarten ist. Infolge des
Zuwachses der Xylose durch die enzymatische Verzuckerung in ausschlief3lich Aufschllissen
mit milden Reaktionsbedingungen (65 und 80 °C) kommt es in Abbildung 37 zu einem etwas
flacheren Anstieg des Graphen in Richtung zunehmender Temperatur im Vergleich zu
Abbildung 34. Der Effekt der Versuchszeit sowie der Schwefelsdurekonzentration ist im
untersuchten Intervall ungefahr gleich grof3, wie in Abbildung 38 deutlich wird. Der im letzten
Kapitel ermittelte geringe Einfluss beider Grof3en auf die Ausbeute der Monosaccharide aus
der Hemicellulose wird durch die Ergebnisse nach der enzymatischen Verzuckerung bestatigt.
Insgesamt war der Einfluss der enzymatischen Verzuckerung auf die Freisetzung der Mono-
saccharide aus der Hemicellulose gering, weshalb zu untersuchen ware, ob dies an der

verwendeten Enzymmischung oder an der Effektivitat der Aufschlusse liegt.
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Abbildung 37: Abhangigkeit der Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose von der Zeit
sowie Temperatur bei konstanter Schwefelsdurekonzentration von 4 % (w/v) (wahrend
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Abbildung 38:
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Abhéngigkeit der Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose von der Zeit

sowie Konzentration an verdunnter Schwefelsaure bei konstanter Temperatur von
80 °C (wahrend der sauren Aufschliisse) nach enzymatischer Verzuckerung
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Im folgenden Abschnitt wird auf die erzielte Glucoseausbeute genauer eingegangen. Versuch
3 wurde bei der Auswertung der Ergebnisse nicht mitbertcksichtigt, da nur bei diesem Versuch
die berechnete Glucoseausbeute aus den Messwerten nicht durch das Modell sicher vorher-
gesagt werden konnte. Das Bestimmtheitsmal} ohne Versuch 3 betrug Rz = 0,9546, unter
Berlcksichtigung des Versuchs lag es gerade einmal bei R2 = 0,9059. Des Weiteren sank das
mittlere Quadrat der Abweichungen deutlich durch Ausschluss von Versuch 3 von 1,43 auf
0,81. Tabelle 15 zeigt die Koeffizienten sowie deren Konfidenzintervalle nach Anpassung der
Modellgleichung. In Anhang 2 sind zusatzlich das Paritatsdiagramm, die durch das Modell
vorhergesagten Ausbeuten und die prozentualen Abweichungen der Modellwerte von den aus
den Messwerten berechneten Ausbeuten zur Beurteilung der Modellgleichung beigefiigt. Das
Bestimmtheitsmald sowie das Paritatsdiagramm zeigen, dass die Messwerte ohne Versuch 3
sehr gut durch das Modell vorhergesagt werden konnten.

Tabelle 15:  Regressionskoeffizienten und deren Konfidenzintervalle zur Vorhersage der
Glucoseausbeute nach der enzymatischen Verzuckerung

Koeffizient Wert des Koeffizienten Konfidenzintervall 95 %
by -21,9 -343 £ by, = -9,46
by 0,43 0,30 = by = 0,56
b, 7,3 286 < b =z 11,74
b2 -0,480 -094 < b, =z -0,023
br, -0,036 -0,067 < : = -0,005

Die Analyse zeigt, dass die Glucoseausbeute nach der enzymatischen Verzuckerung nicht
signifikant von der Versuchszeit wahrend der Aufschliisse abhing. In Abbildung 39 ist der zu
erwartende Verlauf der Glucoseausbeute nach der enzymatischen Verzuckerung in Abhangig-
keit der Temperatur und Konzentration wahrend der Aufschliisse grafisch dargestellt. Auch bei
der Glucosefreisetzung ist ein eindeutiger Trend zu erkennen. Je hdher die Temperatur
wahrend der Aufschlisse war, desto mehr Glucose war nach der Verzuckerung in Losung.
Der Einfluss der Schwefelsaurekonzentration wahrend der Aufschlisse auf die erzielte
Glucoseausbeute ist dabei deutlich kleiner als der der Temperatur. Dies ist &hnlich wie bei den
zuvor beschriebenen Entwicklungen der Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemi-
cellulose. Auffallig ist, dass bei 95 °C durch Variation der Konzentration wahrend der Auf-
schlisse die Ausbeute nur geringfugig beeinflusst werden konnte. Im Mittel betrug die aus den
Messwerten berechnete Glucoseausbeute nach einer Vorbehandlung bei 95 °C ca. 25,8 %.
Durch alleinige Hydrolyse der im Biertreber enthaltenen Starke wirde sich eine rechnerische
Glucoseausbeute von 19 % ergeben. Anhand der Vorversuche (siehe Kapitel 5) ist jedoch
nicht damit zu rechnen, dass nahezu die gesamte Glucose aus der Starke stammt, da der

Abbau der Starke in Glucose durch die Enzyme nicht sehr effektiv war.
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Die Ergebnisse der enzymatischen Verzuckerung legen nahe, dass in weiteren Unter-
suchungen zu klaren ware, ob die geringe Glucosefreisetzung durch Nutzung einer anderen
Enzymmischung, welche auf die Freisetzung von Monosacchariden aus Lignocellulose und
auf den Abbau von Starke optimiert wurde, deutlich verbessert werden kann, oder ob
tatsachlich unter diesen Bedingungen der Aufschluss der Lignocellulose so unvollstandig ist,
dass der enzymatische Abbau der Cellulose nur geringfigig moglich ist. Des Weiteren
scheinen Aufschlisse mit Temperaturen oberhalb von 100 °C bei niedrigen Saurekonzen-
trationen sehr vielversprechend zu sein, um bessere Ausbeuten zu erreichen. Diese
Erkenntnis ist deckungsgleich mit anderen Forschungsberichten, in denen bei hoheren Tem-
peraturen deutlich bessere Ausbeuten erzielt wurden (siehe Rojas-Chamorro et al. in [51]).
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Abbildung 39: Abhéangigkeit der Glucoseausbeute von der Konzentration sowie Temperatur
(wahrend der sauren Aufschliisse) nach der enzymatischen Verzuckerung
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5.3.3 Ergebnisse der Ethanolfermentation nach saurem Aufschluss und

enzymatischer Verzuckerung des Biertrebers

Fur die Auswertung wurde wie in den letzten Kapiteln vorgegangen. Im Allgemeinen waren die
wichtigsten Signale in den Chromatogrammen gut auswertbar. Auf die Abbauprodukte der
Zucker Furfural, HMF sowie Ameisensaure wird wie im letzten Kapitel nicht eingegangen, da
die Signale keine deutlichen Veranderungen aufzeigten. Unter den milden Versuchsbedin-
gungen der Fermentation war auch nicht damit zu rechnen. In Tabelle 16 sind die wichtigsten

Stoffe mit ihren Massenkonzentrationen und die erzielten Ethanolausbeuten aufgefthrt.

Tabelle 16: Gemessene Massenkonzentrationen und Etanolausbeuten nach Ethanolfermentation
der vorbehandelten Proben (saure Versuchsreihe)

NI Xylose Essigsaure Milchsaure Ethanol Ethanolausbeute
[9/1] [9/1] [9/1] [9/1] (%]
1 0,70 1,62 3,46 2,01 18,6
2 2,35 0,96 4,86 1,73 16,0
3 1,83 2,49 4,60 2,57 24,2
4 1,48 2,21 3,01 2,16 20,6
5 2,68 0,76 4,17 1,93 18,4
6 2,20 3,04 5,63 2,55 23,5
7 3,24 2,59 4,84 2,51 23,6
8 2,17 3,30 5,57 2,57 24,0
9 3,87 3,74 6,78 2,67 24,9
10 4,04 3,51 6,63 2,53 23,7
11 4,51 3,63 6,60 2,65 24,9
12 2,19 4,97 8,74 2,67 25,3
13 4,95 4,13 7,97 2,93 27,4
14 6,35 4,07 7,94 3,05 27,6
15 7,55 3,60 6,75 3,25 29,9
16 6,49 3,99 6,95 2,99 28,1
17 7,30 3,76 6,29 3,22 30,4

Prozentuale mittlere Streuung der Einzelmessungen bestimmt anhand der drei Versuche des zentralen
Versuchspunkts: Xylose: +30,9 %; Essigsaure: 6,3 %; Milchsdure: +10,4 %; Ethanol: +2,8 %;
Ethanolausbeute: +2,7 %

Eine sichere Auswertung der Arabinose war nicht moglich, da die Signale stak Uberlagert
wurden. In den Chromatogrammen nach Aufschluss sowie Enzymverzuckerung war das Stor-
signal noch nicht zu erkennen. Auch wenn die exakten Massenkonzentrationen nicht ermittelt

werden konnten, war eindeutig eine Abnahme der Arabinose zu beobachten.
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Die Konzentration der Xylose unterlag einer zufalligen, zum Teil deutlichen Abnahme, wie in
Abbildung 40 zu erkennen ist. Die verwendete Backhefe (Saccharomyces cerevisiae) ist nicht
in der Lage Xylose sowie Arabinose in derartigen Mengen zu verstoffwechseln [66]. Die
Abnahme der Arabinose, der nachgewiesene zufallige Abbau der Xylose sowie die Tatsache,
dass nicht steril gearbeitet wurde, deuten darauf hin, dass es vor der Fermentation zu einer

unerwinschten Kontamination durch Mikroorganismen kam.
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Abbildung 40: Abnahme der Xylosekonzentrationen wéahrend der Fermentation sortiert nach
Temperatur, Konzentration und Zeit der Aufschliisse

Der Abbau der Xylose und Arabinose erklart jedoch nicht den starken Anstieg der Milchséure-
sowie Essigsaurekonzentration (siehe Abbildung 41). Nach der enzymatischen Verzuckerung
waren alle gemessenen Milchsdurekonzentrationen kleiner als 1 g/l. Eine genaue Auswertung
war nicht mdglich, da die Konzentrationen au3erhalb der Kalibrierung lagen. Dennoch stimmt
die ungefahre GroRenordnung Uberein. Fir das beobachtete Verhalten gibt es mehrere
mdgliche Erklarungen. Variante eins: Durch Kontamination wurden Mikroorganismen einge-
schleust, welche in der Lage waren unter den anaeroben Bedingungen weitere Bruchstiicke
des Biertrebers neben den gemessenen Monosacchariden zu verstoffwechseln. Als zweite
Variante ist ebenfalls denkbar, dass es simultan zur Ethanolfermentation zum Abbau des
aufgeschlossenen Biertrebers durch die Enzyme kam, da diese vor der Fermentation nicht
deaktiviert wurden. Durch den Abbau der Monosaccharide kdnnte des Weiteren eine mogliche
Hemmung der Enzyme aufgehoben worden sein. Eine Freisetzung von zusatzlichen Mono-
sacchariden sowie Mehrfachzuckern aus dem vorbehandelten Biertreber wirde ebenfalls
bedeuten, dass die Menge an fermentierbarem Substrat fir die Hefe und fur die unbekannten

Mikroorganismen unterschétzt wurde.
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Abbildung 41: Anstieg der Milch- und Essigséure durch die Fermentation sortiert nach Temperatur,
Konzentration und Zeit der Aufschlisse

In Abbildung 42 sind die erzielten Ethanolkonzentrationen nach Aufschluss und Verzuckerung
des Biertrebers grafisch dargestellt. Die Versuche sind dafiir nach den Reaktionsbedingungen
der Aufschlisse sortiert (zuerst nach der Temperatur, bei gleicher Temperatur nach der Kon-
zentration und bei gleicher Konzentration nach der Versuchszeit). Auch hier zeigt sich, wie zu
erwarten war, dass vor allem durch Erhéhung der Temperatur wahrend der Aufschliisse die
Ethanolkonzentration nach der Fermentation gesteigert werden konnte. Eine Hemmung der
Hefe durch bspw. Abbauprodukte der Zucker (HMF, Furfural, Ameisensaure) oder der frei-
gesetzten Essigsaure konnte nicht beobachtet werden. In allen Versuchen wurde die geltste
Glucose vollstandig verstoffwechselt. Nach der Fermentation war keine Glucose mit der HPLC
nachweisbar. Des Weiteren wurde die theoretisch maximal mégliche Ausbeute bezogen auf
die Glucosekonzentration nach der Enzymverzuckerung in allen Proben bis auf Versuch 5
uberschritten. Im Durchschnitt lag die Ausbeute bei 110 % bezogen auf die theoretisch
maximal mogliche Ethanolkonzentration aus der gemessenen Glucosekonzentration nach der
Verzuckerung. Dies bedeutet, dass es wahrend der Fermentation zu einer weiteren Frei-

setzung von Glucose aus dem aufgeschlossenen Biertreber kam.

85



65 °C 80 °C 95 °C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Versuchsnummer

L ow A
o v o

Konzentration [g/I]

S o R 2 NMND
O U1 o v o u

Abbildung 42: Gemessene Massenkonzentrationen an Ethanol nach der Fermentation sortiert nach
Temperatur, Konzentration und Zeit der Aufschlisse

Im Folgenden wird auf die Ethanolausbeute bezogen auf die maximal mogliche Menge der im
Biertreber gebundenen Glucose genauer eingegangen. Fir die Analyse der Ergebnisse wurde
wie schon bei der Auswertung der Glucoseausbeute im letzten Kapitel Versuch 3 nicht mit-
berlcksichtigt. Nur so war eine Anpassung der Modellgleichung mit signifikanten Parametern
maglich. Ohne Versuch 3 konnten zwei signifikante Modelle an die Messergebnisse angepasst
werden. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Glucoseausbeute im letzten Kapitel wurde
das folgende Modell ausgewéhlt. In Tabelle 17 sind die dazugehdrigen Koeffizienten sowie
deren Konfidenzintervalle angegeben. Das Bestimmtheitsmafl3 der Modellgleichung betrug
R2 = 0,9447 und das mittlere Quadrat der Abweichungen 1,1. In Anhang 3 sind zur Beurteilung
des Modells zusatzlich das Paritatsdiagramm, die durch das Modell vorhergesagten Aus-
beuten und die prozentualen Abweichungen der Modellwerte von den aus den Messwerten
bestimmten Ausbeuten beigefligt.

Tabelle 17:  Regressionskoeffizienten und deren Konfidenzintervalle zur Vorhersage der
Ethanolausbeuten nach der Fermentation

Koeffizient Wert des Koeffizienten Konfidenzintervall 95 %
by -5,9 -10,45 = b, =2 -1,40
by 0,34 0,29 =< by = 0,39
b, 0,65 0,18 < b, =2 1,13

Die Versuchszeit hatte in diesem Modell keinen signifikanten Einfluss auf die Ethanolausbeute.
Das gleiche Ergebnis zeigte die Auswertung der Glucoseausbeute im letzten Kapitel. In
Abbildung 43 ist die Modellgleichung grafisch dargestellt. Den mit Abstand gro3ten Effekt auf

die Ethanolausbeute hatte die Temperatur. Durch Erhéhung der Temperatur konnte die
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erzielte Ethanolausbeute deutlich gesteigert werden. Die Erhdéhung der Schwefelsaure-
konzentration wahrend der Aufschlisse fuhrte zu einem leichten Anstieg der Ethanolausbeute,

wie in Abbildung 43 zu erkennen ist.
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Abbildung 43: Abhangigkeit der Ethanolausbeute von der Schwefelsaurekonzentration sowie
Temperatur der Aufschliisse nach Fermentation

In einem zweiten Modell war der Einfluss der Konzentration nicht signifikant. Dafiir waren in
diesem Modell die Versuchszeit quadratisch und die lineare Wechselwirkung zwischen
Konzentration und Versuchszeit signifikant. Das Ergebnis beider Modelle zeigt, dass der
Einfluss der Konzentration und Versuchszeit auf die Aufschlisse so gering war, dass durch
die grof3e Streuung der Messergebnisse nach der Fermentation die Effekte nicht eindeutig
zugeordnet werden konnten.

Laut einem Paper von Rojas-Chamorro et al. ist fiir eine wirtschaftliche Anwendung der
Destillation zur Trennung des Ethanol-Wasser-Gemisches eine Ethanolkonzentration von
mindestens 4 % (w/w) notwendig [68]. Bei niedrigeren Konzentrationen ist nach Stand der
Technik keine wirtschaftliche Trennung des Gemisches durch Destillation mdglich. Die
maximal gemessene Konzentration von 3,25 g/l in Versuch 15 betragt jedoch umgerechnet
noch nicht einmal 0,4 % (w/w). Dies bedeutet, dass die Ethanolkonzentration um mehr als
Faktor 10 gesteigert werden muss, damit Uberhaupt eine wirtschaftliche Trennung des
Gemisches nach derzeitigem Stand der Technik méglich ist. Damit dies erreicht werden kann,

ist eine Optimierung des gesamten Prozesses beginnend bei der Vorbehandlung notwendig.
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GrolRRes Potenzial wird von der enzymatischen Verzuckerung und der Fermentation erwartet.
Durch Einsatz speziell fir diese Anwendung hergestellter Enzymmischungen koénnte
mdglicherweise eine Steigerung der Freisetzung der Monosaccharide bei gleicher Proben-
vorbehandlung erzielt werden. Eine Optimierung der Fermentation ist bspw. durch einen
Einsatz von Mikroorganismen wie z. B. E. coli SL100 oder Scheffersomyces stipitis méglich.
Diese Mikroorganismen sind in der Lage neben Glucose auch C-5-Zucker fur die Produktion
von Ethanol zu nutzen. Der Einsatz ist sehr vielversprechend, da der Gehalt an Hemicellulose
im Biertreber (Quelle der C-5-Zucker) im Durchschnitt ungefahr doppelt so grol3 wie der Gehalt
an Cellulose (Hauptquelle der Glucose) ist. Beide genannten Mikroorganismen verstoff-
wechseln jedoch bevorzugt Glucose, weshalb erst nach Erreichen einer bestimmten Glucose-
konzentration die C-5-Zucker genutzt werden. [68]

Des Weiteren ist eine Erhohung der Feststoffbeladung mit Biertreber wahrend der Aufschliisse
notwendig. Dies erfordert entweder eine andere Art der Erwdrmung oder eine Verbesserung
des Ruhrsystems, da mit dem aktuellen Versuchsstand keine Erhéhung des Feststoffgehalts
bei gleichzeitig kontinuierlicher Durchmischung gewabhrleistet werden konnte. Auf3erdem
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass durch eine Erhéhung der Temperatur wahrend der
Aufschliisse bei gleichzeitig niedrigen Saurekonzentrationen die Monosaccharidausbeuten
der Verzuckerung deutlich gesteigert werden kénnen. Infolgedessen ist mit groR3eren Ethanol-

konzentrationen nach der Fermentation zu rechnen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die CO,-Emissionen aus der Verbrennung fossiler Rohstoffe sind eines der Hauptgriinde fiir
die globale Erderwarmung, weshalb der Ausstof3 moglichst schnell reduziert werden muss.
GrolR3es Einsparungspotenzial besteht z. B. im Verkehrssektor. Hierauf entfielen in Deutsch-
land 2022 allein 22 % der CO2-Emissionen [3]. Eine Mdglichkeit die CO2-Emissionen aus
fossilen Rohstoffen im Verkehr zu reduzieren ist der Einsatz von Biokraftstoffen. Auch die
Neufassung der Europdischen Richtlinie (EU) 2018/2001 zur Férderung der Nutzung von
Energie aus erneuerbaren Quellen fordert eine schrittweise Erhohung dieser Kraftstoffe. Die
Gewinnung von Bioethanol aus Biertreber stellt dafiir eine gute Mdglichkeit dar, da es sich um
einen Reststoff der Bierherstellung mit begrenzter Verwertungsmaoglichkeit handelt. Damit die
in der Cellulose und Hemicellulose gebundenen Monosaccharide durch Fermentation in Bio-
ethanol umgewandelt werden kdnnen, ist jedoch eine aufwendige Vorbehandlung notwendig.
In der Literatur werden dafir verschiedene Aufschlussverfahren beschrieben. In neueren
Verfahren erfolgt nach dem Aufschluss der Lignocellulose eine enzymatische Verzuckerung
mit anschlieender Fermentation.

In der vorliegenden Arbeit wurden saure und alkalische Aufschliisse umfassend untersucht.
Fur die Aufschlisse mit verdinnter Natronlauge wurden die ausgewahlten EinflussgréRen in
folgenden Bereichen variiert: Temperatur zwischen 45 und 95 °C, Konzentration der Natron-
lauge zwischen 1 und 5 % (w/v) sowie Versuchszeit zwischen 60 und 180 min. Im Rahmen
der Aufschlisse mit verdinnter Schwefelsaure wurde der Einfluss der Versuchsbedingungen
in folgenden Grenzen untersucht: Temperatur von 65 — 95 °C, Schwefelsdurekonzentration
von 2,5 — 5,5 % (w/v) und Versuchszeit von 60 — 180 min. Das priméare Ziel der Aufschlisse
war den Biertreber so vorzubehandeln, dass mdglichst hohe Monosaccharidkonzentrationen
nach der enzymatischen Verzuckerung erreicht werden. Des Weiteren sollte in einer nach-
geschalteten Fermentation eine maximale Ethanolkonzentration erzielt werden. Laut IKTS-
Standard wurde fur die enzymatische Verzuckerung eine Mischung aus zwei Enzym-
praparaten aus der Praxis zum Aufschluss lignocellulosehaltiger Substrate in Biogasanlagen
eingesetzt. Fir die Ethanolfermentation wurde Backhefe verwendet.

Nach Aufschluss der Biertreberproben mit verdiinnter Natronlauge war eine Bewertung der
Aufschlisse anhand der Messergebnisse der HPLC nicht méglich. Makroskopisch waren
hingegen deutliche Unterschiede zu erkennen. Die optische Bewertung der (gewaschenen)
Faserrickstdnde aus den Biertreberaufschliissen ergab, dass mit steigender Temperatur,
Konzentration und Versuchszeit der Aufschluss immer weiter fortschritt. Unter den Versuchs-
bedingungen mit Maximalwerten fur die drei Einflussgréf3en (95 °C, 5 % (w/v), 180 min) wurde
optisch die starkste Veranderung beobachtet. Durch Erhéhung der Temperatur, Konzentration

und Versuchszeit kam es auflerdem zum Anstieg der gemessenen Ameisensaure-
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konzentration (einem Abbauprodukt der Monosaccharide). Insgesamt kann die Bildung unter
den gewahlten Versuchsbedingungen jedoch als gering eingestuft werden. Bei Furfural und
HMF war im Vergleich zur gemessenen Konzentration in der Nullprobe kein Anstieg zu
beobachten. Nach der enzymatischen Verzuckerung konnte die erwartete Freisetzung der
Monosaccharide durch die Messergebnisse der HPLC nicht bestétigt werden. Des Weiteren
zeigten die Messergebnisse keine eindeutigen Trends. In den meisten Versuchen schwankte
die Glucosekonzentration um einen Wert von 4 g/l, was einer Ausbeute von ca. 17 %
entspricht. Die berechnete Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose (Xylose und
Arabinose) fiel dabei noch deutlich kleiner aus. In den meisten Versuchen schwankte sie um
einen Wert von ca. 6,5 %. Die makroskopische Untersuchung der Rickstande nach Zentri-
fugation der Proben aus der enzymatischen Verzuckerung zeigten hingegen deutliche
Veranderungen sowie einen klaren Trend. In den bei 45 °C aufgeschlossenen Proben waren
nach der enzymatischen Verzuckerung noch deutliche Faserbestandteile zu erkennen. Durch
Erhohung der Aufschlusstemperatur auf 95 °C konnte der enzymatische Abbau deutlich ver-
bessert werden und es blieb nur ein feinkdrniger schwarzer Feststoff tibrig. Nach der Ethanol-
fermentation erwies sich die Auswertung der Messergebnisse der HPLC ebenfalls als
schwierig. Nach Aufschluss mit einer Natronlaugenkonzentration von 1 % (w/v) war die mittlere
Ethanolausbeute am kleinsten. Durch Erhéhung der Konzentration auf 3 bzw. 5 % (w/v) wurde
ein Plateau erreicht. Die Ergebnisse schwankten hier um eine Ausbeute von ca. 18,5 %. Eine
Hemmung der Ethanolproduktion konnte ausgeschlossen werden, da in allen Versuchen die
gesamte geltste Glucose verstoffwechselt wurde. Des Weiteren wurde in fast allen Versuchen
eine etwas hdhere Ethanolkonzentration gemessen als nach der Verzuckerung rechnerisch zu
erwarten watr.

Die Messergebnisse der Aufschliisse mit verdinnter Schwefelsaure zeigten eindeutig einen
Trend bei der Freisetzung der Monosaccharide aus der Hemicellulose. Eine Erhéhung der
Temperatur, Konzentration und Versuchszeit wahrend der Aufschliisse fihrte gleichzeitig zum
Anstieg der Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose. Den mit Abstand grof3ten
Effekt hatte dabei die Temperatur. Unter den maximalen Versuchsbedingungen (95 °C,
5,5 % (w/v), 180 min) wurde eine Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose von
43,1 % erzielt. Die Freisetzung der gemessenen Abbauprodukte HMF und Furfural war unter
den gewahlten Aufschlussbedingungen gering. Dennoch konnte mit steigender Temperatur,
Konzentration und Versuchszeit ein Anstieg verzeichnet werden. Auch hier hatte die Tempe-
ratur den grof3ten Effekt. Bei der optischen Bewertung der gewaschenen Faserreste war kaum
ein Unterschied zwischen den einzelnen Aufschliissen zu erkennen. Durch die enzymatische
Verzuckerung kam es zu einem deutlichen Anstieg der Glucosekonzentration. Wie bei der
Freisetzung der Monosaccharide aus der Hemicellulose war der Erfolg der Glucosefreisetzung

mafdgeblich von der Temperatur wahrend der Aufschliisse abh&ngig. Der Einfluss der
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Schwefelsdurekonzentration sowie der Versuchszeit war im untersuchten Bereich gering.
Durch Aufschluss bei 95 °C wurde eine mittlere Glucosekonzentration nach enzymatischer
Verzuckerung von 5,4 g/l erreicht. Dies entspricht einer durchschnittlichen Glucoseausbeute
von 25,8 %. Die Ethanolausbeute nach der Fermentation zeigte eine dhnliche Abhéangigkeit
von den Versuchsbedingungen der Aufschliisse wie zuvor die Ausbeute an Monosacchariden
aus der Hemicellulose sowie die Glucoseausbeute nach der Verzuckerung. Die grofte
Ethanolausbeute von 30,4 % konnte nach Aufschluss des Biertrebers unter den maximalen
Aufschlussbedingungen (95 °C, 5,5 % (w/v), 180 min) erzielt werden. Die Ethanolkonzentration
betrug dabei 3,2 g/l. Eine Hemmung der Ethanolfermentation konnte aus den gleichen
Grunden wie bei der alkalischen Versuchsreihe ausgeschlossen werden.

Fur eine groRtechnische Anwendung beider Aufschlussverfahren zur Gewinnung von Ethanol
aus Biertreber muss die erzielte Ethanolkonzentration nach der Fermentation drastisch
gesteigert werden. Hierfir ist eine Optimierung der gesamten Prozesskette notwendig. Begin-
nend bei den Aufschliissen ware fir beide Verfahren zu untersuchen, ob durch eine Erh6hung
der Feststoffbeladung mit Biertreber der Gehalt an Monosacchariden nach der Verzuckerung
gesteigert werden kann. Dafir ist eine Optimierung der Durchmischung bzw. des Warme-
eintrags notwendig. Unter den derzeitigen Bedingungen ist keine gleichmafRige Durch-
mischung bei Steigerung des Feststoffgehalts moglich. Fir die sauren Aufschliisse deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass bei Temperaturen oberhalb von 95 °C bei gleichzeitig niedrigen
Saurekonzentrationen die Effektivitdt der Aufschlisse deutlich gesteigert werden kann. In
weiteren Versuchen ware zu klaren, ob die erhoffte Verbesserung durch Aufschluss bei
héheren Temperaturen bezlglich der Freisetzung der Monosaccharide aus der Hemicellulose
sowie der Glucose nach der enzymatischen Verzuckerung auch bestatigt werden kann. In
Vorversuchen zur Einordnung der Enzymaktivitédt zeigte sich, dass die Freisetzung der
Monosaccharide durch die standardisierte enzymatische Verzuckerung gering war. Hierfur
wurden zwei getrennte Modelllésungen aus mikrokristalliner Cellulose bzw. Kartoffelstarke
unter den Standardbedingungen enzymatisch verzuckert. Fir die Kartoffelstarke ergab sich
eine Glucoseausbeute von rund 4 % und fur die mikrokristalline Cellulose von rund 17,2 %
(bei vergleichbaren Frachten wie in den sauren Aufschliissen). Eine Optimierung der Ver-
zuckerung konnte somit unter identischen Aufschlussbedingungen zu deutlich besseren
Ergebnissen fuhren. Mogliche EinflussgrofRen auf die Verzuckerung sind dabei Temperatur,
pH-Wert und Versuchszeit. Des Weiteren kénnte untersucht werden, ob durch Reduktion der
Scherbeanspruchung (langsameres Schwenken der Proben) wahrend der Verzuckerung die
Adsorption der Enzyme und infolgedessen die Aktivitat gesteigert werden kann. Die Nutzung
einer speziell auf diese Anwendung angepassten Enzymmischung kénnte ebenfalls zur
Steigerung der Ausbeuten fiihren. Bei der alkalischen Versuchsreihe ist aul3erdem zu klaren,

warum die optisch sehr guten Ergebnisse nicht in Form von hohen Monosaccharid-
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konzentrationen nach der Verzuckerung bestatigt werden konnten. Fir die Fermentation ist
die Nutzung genmanipulierter Mikroorganismen, welche neben Glucose auch C-5-Zucker wie
Xylose und Arabinose in Ethanol umwandeln kénnen, sehr vielversprechend. Grund dafr ist,
dass das Potenzial an C-5-Zuckern (Hauptbestandteil der Hemicellulose) im Biertreber im

Durchschnitt fast doppelt so grof3 wie das der Glucose (Hauptbestandteil der Cellulose) ist.
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Anhang 1 Erganzung zu Kapitel 5.3.1 Ergebnisse der

Biertreberaufschlisse mit verdinnter Schwefelsaure

Tabelle: Auflistung der aus den Messwerten berechneten und durch das Modell vorhergesagten
Ausbeute an Monosacchariden der Hemicellulose sowie deren prozentuale Abweichung
Aus Messwerten Durch Modell Prozentuale Abweichung dgs
Modellwerts bezogen auf die
Nr. berechnete Ausbeute vorhergesagte . .
experimentell bestimmte Ausbeute
[%0] Ausbeute [%]
[%]
1 51 3 -40,0
2 8,8 8,7 -1,0
3 9,9 9,1 -8,1
4 8,9 9,5 6,3
5 12,8 15,1 18,3
6 15,3 16,0 5,2
7 14,6 16,4 12,6
8 18,7 19,3 2,9
9 19 19,3 1,2
10 19,1 19,3 0,6
11 23,9 22,1 -7,4
12 24,2 22,5 -7,2
13 29,7 33,2 11,9
14 40,1 38,9 -2,9
15 41,5 39,3 -5,4
16 42 39,6 -5,6
17 43,1 45,3 5,2
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Aus Messwerten berechnete Ausbeute an Monosacchariden der Hemicellulose
Abbildung: Paritatsdiagramm zur Beurteilung der Modellgenauigkeit
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Anhang 2

Tabelle:

Erganzung zu Kapitel 5.3.2 Ergebnisse der enzymatischen

Verzuckerung nach saurem Aufschluss des Biertrebers

Auflistung der aus den Messwerten berechneten und durch das Modell vorhergesagten
Ausbeute an Monosacchariden der Hemicellulose sowie deren prozentuale Abweichung

Aus Messwerten Durch Modell FIEZETIUER AT dgs
Modellwerts bezogen auf die
Nr. berechnete Ausbeute vorhergesagte . .
experimentell bestimmte Ausbeute
[%0] Ausbeute [%]
[%]
1 11,9 10,9 -8,4
2 16,3 15,4 -5,7
3 18,8 15,8 -15,9
4 16,9 16,2 -4,1
5 18,4 20,7 12,4
6 21,4 23,9 11,6
7 22,6 24,3 7,6
8 24,4 26,5 8,7
9 25,6 26,5 3,6
10 25,9 26,5 2,3
11 30,0 28,8 -4,0
12 29,7 29,2 -1,9
13 33,3 34,6 3,9
14 39,4 39,1 -0,8
15 43,7 39,5 -9,7
16 40,4 39,9 -1,3
17 43,4 44 .4 2,3
]
2
j= o]
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Aus Messwerten berechnete Ausbeute an Monosacchariden der Hemicellulose
Abbildung: Paritatsdiagramm zur Beurteilung der Modellgenauigkeit fur die Vorhersage der

Ausbeute an Monosacchariden aus der Hemicellulose
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Tabelle: Auflistung der aus den Messwerten berechneten und durch das Modell vorhergesagten
Glucoseausbeuten sowie deren prozentuale Abweichung

Aus Messwerten Durch Modell HISCEIRE A e dgs
Modellwerts bezogen auf die
Nr. berechnete Ausbeute vorhergesagte . .
experimentell bestimmte Ausbeute
[%0] Ausbeute [%]
[%]
1 15,6 15,4 -1,4
2 14,6 15,4 5,3
3 — — —
4 18,9 18,8 -0,6
5 18,9 18,8 -0,4
6 22,0 20,5 -6,7
7 22,0 225 2,0
8 21,3 225 57
9 22,3 225 0,9
10 22,2 225 1,4
11 23,9 225 -6,2
12 22,3 22,3 0,1
13 25,6 25,6 0,1
14 24,7 25,6 3,6
15 27,4 26,7 -2,5
16 25,0 25,8 2.9
17 26,3 25,8 -2,2
28
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Aus Messwerten berechnete Glucoseausbeute
Abbildung: Paritatsdiagramm zur Beurteilung der Modellgenauigkeit fiir die Vorhersage der

Glucoseausbeute
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Anhang 3 Erganzung zu Kapitel 5.3.3 Ergebnisse der
Ethanolfermentation nach saurem Aufschluss und

enzymatischer Verzuckerung des Biertrebers

Tabelle: Auflistung der aus den Messwerten berechneten und durch das Modell vorhergesagten
Ethanolausbeuten sowie deren prozentuale Abweichung

Aus Messwerten Durch Modell Prozentuale Abweichung dgs
Modellwerts bezogen auf die
Nr. berechnete Ausbeute vorhergesagte . .
experimentell bestimmte Ausbeute
[%0] Ausbeute [%]
[%]
1 18,6 17,8 -4,4
2 16,0 17,8 11,2
3 - - -
4 20,6 19,7 -4,2
5 18,4 19,7 7,1
6 23,5 22,9 -2,7
7 23,6 23,9 1,0
8 24,0 23,9 -0,7
9 24,9 23,9 -4,3
10 23,7 23,9 0,9
11 24,9 23,9 -4,0
12 25,3 24,8 -1,7
13 27,4 28,0 2,3
14 27,6 28,0 15
15 29,9 29,0 -3,2
16 28,1 29,9 6,4
17 30,4 29,9 -1,5
32
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Aus Messwerten berechnete Ethanolausbeute
Abbildung: Paritéatsdiagramm zur Beurteilung der Modellgenauigkeit zur Vorhersage der

Ethanolausbeute
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