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Kurzfassung

Kraft-Lignin ist ein technisches Lignin welches durch saure Prazipitation aus Schwarzlauge
gewonnen wird. Aufgrund der Uberwiegenden Verwendung von Schwarzlauge als
Energielieferant der Zellstoffindustrie, sind die Anwendungen von Kraft-Lignin begrenzt. In
der Natur tritt Lignin als komplexes phenolisches Polymer mit stabilisierender und
schutzender Wirkung auf. Damit besitzt Kraft-Lignin das Potential als Fullstoff fir Kautschuk,
als Stabilisator fur Kunststoffe, als Additiv in Phenol-basierenden Harzen oder als Material
zur Herstellung von Kohlenstofffasern zu dienen. Das Ziel dieser Diplomarbeit bestand darin,
die antioxidativen und antibakteriellen Eigenschaften von Kraft-Lignin, isoliert aus einer
Schwarzlauge, welche vor allem aus Nadelholz gewonnen wurde, zu untersuchen. Das
dabei auftretende Problem ist, dass jegliche Isolierung von Lignin zu einer signifikanten
Veranderung der resultierenden Struktur und damit auch zu einer Verénderung der
Eigenschaften des Lignins flhrt. Das isolierte Kraft-Lignin wurde durch Methylierung,
Reduktion und Acetylierung modifiziert. Mit Hilfe der Elementaranalyse (C, H, N, S) und der
Protonen-NMR-Spektroskopie wurde die chemische Zusammensetzung der Ligninpréparate
analysiert. Darlber hinaus wurden das Molekulargewicht mittels Gelpermeations-
chromatographie und die thermische Stabilitat mittels thermogravimetrischer Analyse
bestimmt. Unmodifiziertes Kraft-Lignin zeigte keine antibakterielle Aktivitat, jedoch wies
dieses eine hohe antioxidative Wirksamkeit auf. Die besten antibakteriellen Eigenschaften
zeigte das Ligninpraparat nach der Reduktion mit anschlieBender Acetylierung. Das
reduzierte / acetylierte Kraft-Lignin besitzt antibakterielle Wirkung gegen grampositive als
auch gegen gramnegative Bakterien.

Schltsselwérter: Kraft-Lignin, Antioxidative Eigenschaften, Antibakterielle Eigenschaften



Abstract

Kraft lignin is an industrial lignin derived by the acid precipitation of spent black liquors. Its
usability is limited due to the predominant usage of the spent black liquor as an energy
source for the pulp mill. In nature, lignin occurs as a complex phenolic polymer with the
stabilizing and protective effect. Kraft lignin as a raw material has the potential for the
utilization as a filler for rubber, a stabilizer for plastic materials, and an additive to phenol-
based resins, or a material for manufacturing of carbon fibres. The aim of the present
diploma work was to investigate potential antioxidant and antibacterial properties of Kraft
lignin isolated from the spent black liquor derived mainly from softwood. The problem is that
any isolation of lignin has a significant effect on its resulting structure and its properties. The
isolated Kraft lignin was modified by methylation, reduction, and acetylation. The composition
of lignin samples was determined by elemental analysis (C, H, N, S) and proton magnetic
resonance. Moreover, its molecular weight properties were determined by gel permeation
chromatography and thermal stability by thermogravimetric analysis. The non-modified Kraft
lignin showed no antibacterial activity but on the other side the high antioxidant effectiveness.
It was found that the most effective modification from the view point of the antibacterial
activity was the combination of reduction and acetylation. The reduced/acetylated Kraft lignin
possessed antibacterial effectiveness against both gram-positive and gram-negative
bacteria.

Keywords: Kraft-Lignin, antioxidative properties, antibacterial properties
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1. Einfuhrung Lignin

1.1. Allgemeine Grundlagen
1.1.1. Historische Entwicklung

Forschungen auf dem Gebiet Lignin werden schon Jahrhunderte lang betrieben. 1838
beschreibt Anselme Payen in Frankreich das verkrustende Material, das die Cellulose in der
Zellwand des Holzes umgibt. Dieses verkrustende Material wird spater als Lignin, welches
sich von dem lateinischen Wort ,lignum* fir Holz ableitet, bezeichnet (1). Beinahe zwanzig
Jahre spéter, im Jahr 1857 publiziert Franz Ferdinand Schulze, Chemiker an der Universitat
Greifswald “Beitrage zur Kenntnis des Lignins”. Diese Arbeit stellt den Beginn zu weiteren
Forschungen am Thema Lignin dar. Schulze beschreibt in seiner Publikation die Isolierung
von Cellulose aus Holz. Er behandelte Holz mit Salpetersdure und Kaliumchlorat. Den
gelbsten Teil bezeichnet er als Lignin (2).

Erste Anwendung findet Lignin in der Produktion von Vanillin. 1874 synthetisieren die
deutschen Chemiker W. Haarmann und F. Tiemann Vanillin aus dem Cambialsaft von
Nadelhdlzern. Ein Jahr spater, 1875 startet die industrielle Produktion von Vanillin. Die Firma
Haarmann und Reimer verwendet dabei die Substanz Coniferin, welche aus dem Saft der
Nadelhdlzer isoliert wird, als Precursor (4). In der Produktion wird Coniferin zu Glucovanillin
oxidiert und weiter zu Vanillin und Glucose aufgespalten (3). Vor allem die Parfum- und
Schokoladenindustrie sind damals an der Produktion von Vanillin interessiert (4).

1.1.2. Genetischer Ursprung

Lignocellulose wird das Material bezeichnet, welches die Zellwand von verholzten Pflanzen
bildet. Sie besteht aus den polymeren Kohlenhydraten Cellulose und Hemicellulose sowie
aus Lignin, einem komplexen phenolischen Polymer. Die Phenylpropan-Einheit von Lignin ist
mit den Kohlenhydraten der Pflanze Uber Ether Bindungen verknlpft (2). Es gibt keine
exakte Zusammensetzung der Lignocellulose, sie ist je nach Pflanzenart verschieden.
Laubholz besteht aus 30-43% Cellulose, 19-30% Hemicellulose und 20-25% Lignin (Buche:
25% Lignin, Pappel: 23% Lignin, Erle: 26% Lignin) und unterscheidet sich damit von
Nadelholz, welches aus 40-48% Cellulose, 19-25% Hemicellulose und 26-31% Lignin
zusammengesetzt wird (Fichte: 29% Lignin). Stroh wiederum besteht aus 38-40% Cellulose,
20-30% Hemicellulose und 6-20% Lignin (5).

Lignin in der pflanzlichen Zellwand, in seiner urspringlichen Form wird als Protolignin
bezeichnet (1).



Neben den Hauptbestandteilen Cellulose, Hemicellulose und Lignin befinden sich im Holz
noch Harze, Wachse, Terpene, Phenole, Gerbstoffe, Chinone, Farbstoffe, Fette, Zucker,
EiweiB und Mineralstoffe (6). Die Aufgabenbereiche der Hauptbestandteile sind dabei klar
verteilt. Cellulose und Hemicellulose formen die Zellwand und dienen als Gerlstsubstanz der
Zellwand. Lignin ist die Kittsubstanz, die die lignocellulosischen Fasern zusammenhélt und
fir die Steifigkeit und Druckfestigkeit, sowie die Wasserundurchlassigkeit des Materials
sorgt. Zusatzlich schitzt Lignin die Pflanze vor Bakterien und Mikroorganismen (5).

Die Biosphére enthalt 3*10"" Tonnen Lignin und wachst jahrlich um 2*10' Tonnen (7). In
Osterreich wachsen pro Jahr 31 Millionen Festmeter Holz. Nur 2 Drittel des j&hrlichen
Zuwachses werden genutzt, dabei erhéht sich die Waldflache um 2000 Hektar pro Jahr. Das

entspricht einem Festmeter pro Sekunde (6).

1.1.3. Struktur

Die Phenylpropan-Einheit bildet das Grundgerist der Struktur von Lignin. Diese
Baueinheiten sind Gber C-O-C und C-C Bindungen verkniipft und es ergibt sich daraus eine
dreidimensional-vernetzte Polymerstruktur. Ein paar wenige Prozent der Geriststruktur-
Einheiten stellen keine Phenylpropaneinheiten dar: Ihre Seitenkette fehlt oder ist kiirzer, oder
die Einheit wird durch eine Chinoid-Gruppe ersetzt (8).

Im Gegensatz zu anderen Biopolymeren ist Lignin ein Netzwerkpolymer, welches aus der
radikalischen, wasserstoffabspaltenden Polymerisation von Monolignolen gebildet wird. Es
existieren drei verschiedene Monolignole: Cumarylalkohol, Coniferylalkohol und
Sinapylalkohol (Siehe Abbildung 1). Das Wachstum kann als oxidative Kupplung zwischen
einem Phenoxyradikal eines Monolignols und eines Radikals, entstanden aus dem
phenolischen Zentrum des Polymers, gesehen werden. Die Polymerisation folgt dabei
keinem bestimmten Schema (5).

OH OH OH
OCHg H,CO OCHs
OH OH OH
Cumarylalkohol Coniferylalkohol Sinapylalkohol

Abbildung 1: Monolignole



Je nach genetischem Ursprung setzt sich Lignin aus unterschiedlichen Gehalten der
Monolignole zusammen (Siehe Tabelle 1) (9).

Tabelle 1: Monolignolgehalt verschiedener Lighine

Lignin Cumaryleinheiten | Coniferyleinheiten | Sinapyleinheiten
Nadelholzlignin 14% 80% 6%
Laubholzlignin 4% 53% 43%

Gréaserholzlignin 30% 50% 20%

Aus den drei Monolignolen ergeben sich die Lignin-Baueinheiten para-Hydroxyphenylpropan
(p-H), gebildet aus Cumarylalkohol, Guaiacyl (G), gebildet aus Coniferylalkohol und Syringyl
(S), gebildet aus Sinapylalkohol (Siehe Abbildung 2) (10). Wobei das Verhéltnis der Lignin-
Baueinheiten in jeder Pflanze unterschiedlich ist. In Einjahrespflanzen treten die Einheiten in
gleichen Mengenverhaltnissen auf (1:1.1), Lignin, welches aus Fichtenholz isoliert wird zeigt
ein Verhaltnis von Guaiacyl zu Syringyl von 2:1 (11).

OH OH OH
Lignin Lignin Lignin
OCH;  HaCO OCH,
OH OH OH
para-Hydroxyphenyl- Guaiacyl (G) Syringyl (S)

propan (p-H)

Abbildung 2: Lignin-Baueinheiten

Die Monomere des Lignins kdnnen auf unterschiedliche Art und Weise miteinander
verbunden sein. Daraus ergeben sich folgende Verknupfungen:

B-O-4-Verknlpfung, B-B-Verknipfung, B-5-Verknlipfung, B-1-Verknipfung, 5-5-Verknlpfung,
5-O-4-VerknlUpfung (Siehe Abbildung 3). Die B-O-4-Verknlpfung ist die am haufigsten
auftretende VerkniUpfungsart (40-60%) (12).
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Abbildung 3: Lignin Verkniipfungen

Lignin -5 fenylkumaran

oo
HO o)
‘ OCH;

Lignin/O

5-0-4
Lignin
Lignin

H,CO 0

H
Lignin™ OCHs

Aufgrund der etlichen Faktoren, die die Struktur von Lignin beeinflussen, lasst sich flr Lignin

keine exakte Struktur ermitteln. Die 1977 von Adler publizierte Lignin Struktur aus

Fichtenholz ist die gebrauchlichste Struktur und stellt ein grobes Schema der strukturellen

Merkmale des Materials dar (13).

Wie aus dem Strukturvorschlag von Adler hervorgeht, weist Lignin eine groBe Vielfalt an

funktionellen Gruppen auf. Lignin enthédlt Hydroxyl-Gruppen (phenolisch und alkoholisch),

Methoxyl-Gruppen, Carbonyl- und Carboxyl-Gruppen (14).
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CH,OH
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CH,0H CH ~o—CHz
O—CH cho OCH; CIDHOH
HsCO
OCH;
CH,0H CH,0H H,CO ©
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HC o CHOH
H,CO CH,OH  CH;0H H,CO
O——CH HC o}
CHOH  C=0
HsCO ‘ ‘ OCH;
OH OH

Abbildung 4: Ligninstruktur von Adler (13)

Die Struktur des Lignins hat groBen Einfluss auf das Molekulargewicht. Dieses steigt mit
dem Grad der Verkniipfungen, die das aromatische Grundgerlst (Skeleton) verbinden (15)
(16) (10).

1.1.4. Eigenschaften

Wie schon die chemische Struktur von Lignin, sind auch seine Eigenschaften abhangig von
einigen Faktoren (17):
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e genetischer Ursprung
e natiurliche Wachstumsbedingungen
e Alter der Pflanze

e |[solierungsmethode

Protolignin wird in der Literatur als amorphe, farblose Substanz (18) mit thermoplastischen
Eigenschaften beschrieben. Sein Molekulargewicht ist bis heute nicht bekannt (19).

Aus dem Holzrohstoff isoliertes Lignin ist ein braun- bis creme-farbiges, amorphes Pulver
(20). Das Molekulargewicht hangt von der Isolierungsmethode ab und liegt zwischen 2000
und 150000 g/mol (siehe Kapitel 1.1.5., Tabelle 3) (5). Es ist meist unléslich in Wasser, den
meisten organischen Lésungsmitteln und konzentrierter Schwefelsdure. Dagegen 16st es
sich in heiBen alkalischen Lésungen. Zersetzung des Lignins erfolgt durch Chlor und durch
verschiedene Enzyme. Es existiert kein exakter Schmelzpunkt, die Glastbergangs-
temperatur von Lignin liegt zwischen 135°C und 230°C (21).

1.1.5. Isolierung - Aufschlussverfahren

In diesem Kapitel wird auf den chemischen Aufschluss von Holz eingegangen, daneben
existieren auch der mechanischen und der thermischen Aufschluss und deren

Kombinationen.

Beim Aufschluss von Holz werden Bindungen im hdlzernen Material gebrochen. Das
natirliche Ligninpolymer spaltet sich dabei in I8sliche Polymerfragmente auf (22). Die
Aufschlussverfahren kénnen mit Hilfe von Saure, Base, organischen oder wassrigen
Lésungen durchgefihrt werden. Parameter, wie z.B. Zeit und Temperatur werden je nach
Methode unterschiedlich gewahlt und modifiziert (11). Die Temperatur beeinflusst die
Bindekraft von Lignin, welche mit steigender Temperatur sinkt. Die Erweichungstemperatur
des Lignins ist je nach Holzart individuell und ist stark von der Feuchtigkeit des Holzes
abhangig. Sie kann durch Sulfonierung des Holzes (Zugabe von Na,SO;) herabgesetzt
werden (22).

Chemische Aufschlussmethoden von Lignocellulose kénnen folgend eingeteilt werden (5).

1. Prozesse mit Lignin als Riuckstand
a.) Dampf/Druck Prozess (Autohydrolyse)
b.) Hydrolyse mit schwachen Sauren
c.) Hydrolyse mit konzentrierten Sduren oder wasserfreien Sauren
13



2. Prozesse mit Cellulose und Hemicellulose als Rickstand

a.) Alkalischer Aufschluss oder Sodaverfahren

Dieses ist das alteste unter den chemischen Aufschlussverfahren. 1854 wird in
England die erste Zellstoff Manufaktur, betrieben mit dem Sodaverfahren, eréffnet.
Die Delignifizierung erfolgt beim alkalischen Aufschluss durch Erhitzen des
Holzrohstoffes in einer Natronlauge.

b.) Sulfatverfahren

Dieses Verfahren entwickelte sich aus dem Sodaverfahren. Carl S. Dahl setzt 1879
der Natronlauge zusatzlich Natriumsulfat zu, welches sich unter den alkalischen
Bedingungen zu Natriumsulfid umsetzt. In den 1930er Jahren wird diese Art des
Aufschlusses populér, da jegliches Holz, welches fiir das Sulfitverfahren ungeeignet
ist, verwendet werden kann. Heute ist es das gangigste Verfahren weltweit.

Der Name Sulfatverfahren leitet sich von der Make-up-Chemikalie dieses Prozesses,
dem Natriumsulfat, ab. Die aktiven Substanzen sind allerdings Natronlauge und das
aus der Make-up-Chemikalie gebildete Natriumsulfid (siehe Abbildung 5).

Waéhrend die Hackschnitzel in der Lauge gekocht werden, kommt es zum Bruch der
Ligninmoleklle zu kleineren Fragmenten. Die Natriumsalze dieser Ligninfragmente
sind im basischen Millieu (pH~14) I6slich. Wahrend des Kochprozesses I6sen sich
allerdings nicht nur 80% des Lignins, auch 50% der Hemicellulose und 10% der
Cellulose gehen dabei in Losung.

Dieses Verfahren produziert starkes Papier und kann alle Holzarten und auch
Einjahrespflanzen als Ausgangssubstanzen verwerten. Ein weiterer Vorteil ist das
effektive Chemikalienriickgewinnungsverfahren, welches wahrend des Prozesses zur
Anwendung kommt:

Nach der Abtrennung der Cellulosefasern féllt als Nebenprodukt des Prozesses
Schwarzlauge an. Diese enthalt geléste Ligninprodukte. Sie wird unter Zugabe des
Salzkuchens (Natriumsulfat) eingedampft und verbrannt. Natriumcarbonat und
Natriumsulfid werden riickgewonnen und Iéslich gemacht. Die erhaltene Grinlauge
wird mit Calziumoxid versetzt, um aus Natriumcarbonat Natronlauge zu generieren
(dabei entsteht Calciumcarbonat). Damit wird WeiBlauge erhalten, die wieder in den
Kochprozess gelangt (22).

Nachteilig an diesem Verfahren sind der niedrige Weillgrad des hergestellten
Papieres und der damit verbundene hdhere Bleichaufwand. Weiters ist aufgrund des
unangenehmen Geruches, der wahrend des Prozesses gebildet wird eine
Geruchentsorgungsanlagen erforderlich.
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HOH,C.
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HsCO :
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Abbildung 5: chemische Reaktionen beim Sulfatverfahren (23)

c.) Sulfitverfahren

1857 entwickelte ein Chemiker namens Tilghman aus Philadelphia das Verfahren.
1874 folgte in Schweden die erste kommerzielle Zellstofffabrik die das Sulfitverfahren
einsetzte.

Bis 1950 ist es das weltweit wichtigste Verfahren zur Produktion von Zellstoff. Erst
mit der Entwicklung bzw. der Verbesserung der Bleichtechnologie erlangte der Sulfat-
prozess groBere Bedeutung. Heute wird das Sulfitverfahren nur in 2-3% der
weltweiten Zellstoffproduktion angewandt.

Der Name Sulfitverfahren bezieht sich auf das Aufschlussion (HSOs; SOs%) des
Prozesses. Heute gibt es unterschiedliche Verfahren mit verschiedenen Basen (Mg,
Ca, Na, ...). Die Delignifizierunge erfolgt bei einem pH-Wert von ca. 5. Lignin wird
dabei als Salz der Ligninsulfonsaure entfernt.

Der Nachteil dieser Methode liegt in der Chemikalienrlickgewinnung, welche bei
diesem Verfahren nicht angewandt werden kann. Die Kochlauge wird lediglich
verdampft und zur Energieerzeugung genutzt. Die danach verbleibende Asche wird

nicht weiterverarbeitet.

d.) Organosolvverfahren
Die Holzrohstoffe werden bei diesen Verfahren in einem Lésungsmittel gekocht.
Dabei treten je nach Methode verschiedene Lésungsmittel in Einsatz:

e Alcellprozess: Ethanol als Lésungsmittel (24)

e Acetosolvprozess: Essigsaure als Losungsmittel

e Formacellprozess: Ameisensaure als Lésungsmittel

e Organocellprozess: Methanol als Lésungsmittel

e.) Phenolverfahren
f.) Extraktion mit H,O — Hydrothermalverfahren (Druck, hohe Temperatur)
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In Tabelle 2 sind die zwei haufigsten Aufschlussverfahren Sulfat- und Sulfitverfahren kurz

zusammengefasst.

Tabelle 2: Gegeniiberstellung des Sulfat- und des Sulfitverfahrens

Parameter Sulfatverfahren Sulfitverfahren
Verwendete Chemikalien NaOH H,SO,
Na,S M(HSOg)

M = Ca, Mg, Na, NH,

Kochzeit 2-4 Stunden 4-20 Stunden
pH-Wert der Lésung 13+ 1-2
Kochtemperatur 170-180°C 120-135°C

GemaB den angefiihrten Aufschlussverfahren werden unterschiedliche Ligninprodukte
isoliert. Das Sulfitverfahren produziert Lignosulfonate, Kraft-Lignin wird durch das
Sulfatverfahren erhalten (25).

Die Isolierungsmethode hat groBen Einfluss auf das resultierende Ligninprodukt. Jede
Isolierungsmethode verandert die Struktur des Lignins. Bis heute gelang es nicht Lignin mit
dem Erhalt seiner urspriinglichen Struktur, als so genanntes Protolignin, zu isolieren. In
Tabelle 3 sind einige Eigenschaften von Ligninen aus unterschiedlichen Isolierungs-
Verfahren gegenuibergestellt (5).

Tabelle 3: Ligninprodukte aus verschiedenen Aufschlussverfahren (5)

Eigenschaft Nadelholz Nadelholz Stroh
Kraft-Lignin Lignosulfonat Soda-Lignin
Kohlenstoff [%)] 66 53 56
Wasserstoff [%] 59 5,4 7,5
Methoxy [%] 14 12,5 -
Asche [%] 3 2,5 <2,5
Schwefel [%)] 1,6 6-7,9 -
Wasserl6slichkeit niedrig sehr hoch sehr niedrig
Mn [g/mol] 2000 400-150000 2300-2900
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1.1.6. Typen von Lignin

Jede Art der Isolierung verandert das dadurch erhaltene Lignin. Lignin im Holzrohstoff, in
seiner naturlichen Form, wird als Protolignin bezeichnet (1). Bis heute ist es nicht gelungen
diese Struktur wahrend der Isolierung zu erhalten. Daraus ergeben sich unterschiedliche
Typen von Lignin. Der Name bezieht sich dabei oft auf die entsprechende Vorbehandlung.
Generell unterscheidet man zwei Gruppen:

e Technisches Lignin

Das sind Ligninprodukte, die als Nebenprodukte bei einer industriellen Produktion anfallen.
Dazu zahlen unter anderem Lignosulfonate aus dem Sulfitverfahren, Kraft-Lignin aus dem
Sulfatverfahren, Soda-Lignin aus dem alkalischen Aufschluss und Organosolv-Lignin aus
den Organosolvverfahren.

e Natives Lignin

Natives Lignin hat keinen Bezug zu industriellen Prozessen. Es wird mit Hilfe
unterschiedlicher Methoden aus seinem natirlichen Ursprung isoliert. Eines der altesten
Arten von Lignin ist “Klason” oder “S&ureunlésliches” Lignin. Der Holzrohstoff wird mit
Alkohol-Benzol extrahiert und anschlieBend mit Schwefelsdure behandelt. Der daraus
resultierende Rickstand wird als Klason Lignin bezeichnet. Andere, spater entwickelte Lignin
Typen sind Willslatter Lignin, Purves Lignin und Freudenberg oder Cuproxam Lignin. Die
Isolierung dieser Lignin Typen geht schon wie beim Klason Lignin darauf zurtck, nicht-
Lignin-Komponenten zu entfernen. Weitere Lignin Typen werden erhalten, indem Lignin von
den nicht-Lignin-Komponenten entfernt wird. Dazu z&hlen Brauns Lignin und Bjérkman oder
"milled wood” Lignin. Bjérkman Lignin ist dem Ursprungs-Lignin, Protolignin, am &hnlichsten
(26).

1.1.7. Papier- und Zellstoffindustrie

Die Papier- und Zellstoffindustrie sowie die Biotreibstoffraffinerien sind weltweit die gréBten
Produzenten von technischem Lignin (11). Pro Jahr werden ca. 50 Millionen Tonnen Lignin
als Nebenprodukt in der Papier- und Zellstoffindustrie produziert (27).

Ziel bei der Papierherstellung ist es, Lignin mdglichst vollstdndig zu entfernen, wahrend
Hemicellulose und Cellulose bestehen bleiben sollen. Oft werden aber auch Hemicellulose
und Cellulose wéhrend des Prozesses angegriffen und abgebaut und damit liegt die
durchschnittliche Ausbeute der Papierherstellung nur zwischen 40 und 50%. Vergleicht man
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im Gegensatz dazu den mechanischen Aufschluss von Holz, weist dieser eine deutlich
héhere Ausbeute von 90-95% auf (22).

Das anfallende Lignin wird hauptsachlich als Brennstoff und Energielieferant verwendet, um
Dampf und Energie zu produzieren (28). Nur 2 Massenprozent davon werden auf andere
Weise weiterverwendet (29).

1.1.8. Schwarzlauge

Schwarzlauge fallt als Hauptnebenprodukt bei der Herstellung von Papier an. Sie wird
hauptséachlich zur Energieproduktion verwendet (30).

Die chemische Zusammensetzung der Schwarzlauge héngt von den verwendeten
Rohstoffen als auch von den Prozessbedingungen ab. Allgemein kann Schwarzlauge aber
als komplexe wassrige Lésung mit organischen Komponenten der Pflanzen, wie Lignin,
Polysaccharide etc. und anorganischen Komponenten wie lésliche Salze beschrieben
werden (31). Abbildung 6 zeigt die Struktur der Schwarzlauge, hauptsachlich bestehend aus
Wasser, Lignin, Polysaccharid-Clustern und Salzionen.

‘i Lignin und Polysaccharide
O Salzionen

Abbildung 6: vereinfachtes Schema der Struktur von Schwarzlauge (32)

18



1.1.9. Verwendung von Lignin
Die Verwendung von Lignin kann in folgende Gruppen eingeteilt werden (5):
1. Verwendung in Polymeren

Lignin kann als Haftmittel fir Holz oder als Verstarker, Kleber und Antioxidans in der
Gummiindustrie eingesetzt werden (33) (34) (35) (36) (37) (38). Als Beton-Additiv verbessert
Lignin die Niedertemperaturzéhigkeit und -resistenz.

2. Verwendung als Polymerkomponente

Lignin kommt als Co-Reaktant fir Polymere und Harze zum Einsatz (5). Aufgrund der
ahnlichen Struktur (polyphenolische Ringe verbunden durch kurze aliphatische Ketten) wird
es z.B. als Ersatz von Phenol-Formaldehyd Harzen verwendet (39).

3. Fraktionierung in niedermolekulare Substanzen

Die aromatische Struktur des Lignins stellt ein groBes Potential dar, aromatische Substanzen
sowie andere Chemikalien daraus herzustellen. Kommerziell allerdings werden derzeit nur
einige wenige niedermolekulare Chemikalien aus Lignin generiert. Aus Lignosulfonaten von
Nadelholz kann Vanillin dargestellt werden. Die Produktion von Dimethylsulfoxid (5),
Chinone, Aldehyde und aliphatische Sauren kann aus dem Ausgangsprodukt Lignin erfolgen
(40). Weiters kdnnen Tenside aus Lignin hergestellt werden.

4. Vollstandiger Abbau zu Gas, Ol und Kohle durch Pyrolyse (5)

Lignin, mit seiner aromatischen Struktur, besitzt damit das Potential erddlbasierende
Rohstoffe als Quelle fiir verschiedene phenolische Produkte, wie z.B.: Harze, Tenside, zu
ersetzten (41) (42). Als natirliches Produkt ist es zudem relativ immun gegenlber dem
steigenden Energiepreis. Zusatzliche Eigenschaften, wie zum Teil antioxidative Aktivitat und
biologische Abbaubarkeit sprechen fir die Verwendung von ligninhaltigen Produkten.
Aufgrund der unterschiedlichen chemischen, physikalischen und strukturellen Eigenschaften
der verschiedenen Lignin Typen, muss der Verwendungszweck bei jedem Lignin individuell
gewahlt werden. Dabei spielen der genetische Ursprung und die Vorgeschichte des Lignins
eine groBe Rolle. Als Beispiel werden die Einsatzgebiete von Lignosulfonate aus dem
Sulfitverfahren und Kraft-Lignin aus dem Sulfatverfahren gegenibergestellt (Tabelle 4) (5).

19



Tabelle 4: Verwendungszwecke Lighosulfonate und Kraft-Lignin (5)

Lignosulfonate Kraft-Lignin
Futterpelletbinder, Futtermittelzusatz Gummi Verstarker
StraBenentstauber RuB Ersatz
Tenside, Disperser (wasserléslich tGber den Rohmaterial fur die Produktion von
gesamten pH Bereich) (43) Methylsulfonaten
Phenolharz Komponente

1.2. Lignin als Antioxidans

1.2.1. Antioxidantien in Polymeren

Antioxidantien sind Substanzen, welche die Oxidation durch die Atmosphéare und die daraus
resultierenden Abbaureaktionen in Polymeren, Gleitmittel, Nahrungsmittel und Tierfutter-
Additive verhindern.

Polymere Materialien bestehen aus langkettigen Makromolekllen. Diese Ketten kdénnen
durch Hitze, ionische Strahlung, mechanische Belastung und chemische Reaktionen
brechen und freie Radikale erzeugen. Durch Sauerstoffzufuhr werden diese Radikale zu
Peroxy-Radikalen umgewandelt, welche zu Kettenreaktionen flihren, die das Polymer
abbauen. Um diese Oxidation zu verhindern werden Antioxidantien in polymere Materialien
eingebracht (5). Um als Antioxidans in Polymeren zum Einsatz zu kommen, missen einige
Kriterien erflillt werden: gute Ld&slichkeit im Polymer, Mobilitadt, geringe Flichtigkeit, die
Fahigkeit zu stabilisieren (44) (45), relativ niedriges Molekulargewicht und eine enge
Molekulargewichtsverteilung (46) (47).

Ausgehend von den unterschiedlichen Abbaureaktionen werden Antioxidantien in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Dazu gehdren freie Radikalfanger, Hydroperoxid-
Zersetzer, Antiozonisierungsmittel, Fotoantioxidantien, Fotostabilisatoren und
Hitzestabilisatoren. Viele Zersetzungsreaktionen laufen Uber einen radikalischen
Mechanismus ab, deswegen liegt besonderes Interesse in Substanzen, welche dazu in der
Lage sind, freie Radikale einzufangen (48) (49). Diese freien Radikalfanger werden als
Primare Antioxidantien bezeichnet. Dazu zahlen die Substanzklassen der Phenole und der
sekundéren Arylamine.

Da Lignin eine phenolische Grundstruktur besitzt, nimmt man eine antioxidative Aktivitat an.
Derzeit werden in der Industrie hauptsachlich Butylhydroxytoluol (BHT), Butylhydroxyanisol
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(BHA), Propylgallat (PG), natlrliche Tocopherole und polymere Phenole eingesetzt. Diese
Substanzen haben einen relativ hohen Preis und viele von ihnen basieren auf Erdél. Lignin,
als natdrliches, relativ billiges Biopolymer besitzt das Potential zur Substitution der derzeitig
gangigen Antioxidantien (36) (45) (50) (51) (52). Mégliche Anwendungsgebiete andioxidativ
wirkender Ligninprodukte liegen in der Gummiindustrie, der Schmierstoffindustrie und in der
Verwendung als Futtermittelzusatz (5) (35) (37) (45).

1.2.2. Die antioxidative Wirkung von Lignin

Catignani et al. erforschen schon im Jahr 1982 die antioxidative Aktivitdt von Kraft-Lignin
anhand der Oxidation von Maiskeimél. Dabei stellt sich heraus, dass Kraft-Lignin dieselbe
antioxidative Fahigkeit wie Vitamin E besitzt (53). Mehr als zwanzig Jahre spater zeigt die
Forschungsgruppe von Dizhbite, dass die radikalfangende Aktivitat der Methanol-léslichen
Fraktion von Kraft-Lignin 4,5-fach héher ist, als die des puren Kraft-Lignins (47). Im selben
Jahr weist ebenfalls die Forschungsgruppe Dizhbite et al. die antioxidative Wirkung von
Soda-Lignin nach (54).

Essentiell fur die antioxidative Wirkung von Lignin sind seine freien phenolischen
Hydroxylgruppen (47) (55) (56).

Abbildung 7 zeigt den radikalfangenden und —stabilisierenden Mechanismus von Lignin. Die
antioxidative Wirkung einer phenolischen Substanz basiert nicht nur auf der Eigenschaft
Phenoxy-Radikale zu bilden, sondern auch darin, diese zu stabilisieren. Phenolische
Strukturen mit Substituenten, welche die Fahigkeit besitzen die Phenoxy-Radikale zu
stabilisieren, zeigen hohere antioxidative Aktivitdt als phenolische Strukturen ohne
Substituenten. Methoxylgruppen, welche zu den elektronenschiebenden Substituenten
zahlen, in der ortho-Position, stabilisieren das Phenoxy-Radikal durch Resonanz, konjugierte
Doppelbindungen erzeugen einen Stabilisierungseffekt durch Delokalisierung. Konjugierte
Carbonylgruppen erzeugen einen negativen Effekt auf die antioxidative Aktivitat einer
phenolischen Substanz (55).
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Abbildung 7: radikalfangen und -stabilisieren von Lignin (55)

Niedermolekulare Lignine mit einer engen Molekulargewichtsverteilung besitzen eine héhere
antioxidative Aktivitdt als Lignine mit einem hdéheren Molekulargewicht (47) (52).
Erniedrigung des Molekulargewichtes geht einher mit einer Spaltung von Etherbindungen
und fohrt damit zu neuen phenolischen Hydroxylgruppen, welche fir die antioxidative
Aktivitdt maBgeblich verantwortlich sind. Da die Konzentration an phenolischen
Hydroxylgruppen in niedermolekularen Ligninen hdher ist als in héhermolekularen Ligninen,
weisen diese héhere antioxidative Wirkung auf (57).

Wie Dizhbite et al. zeigen spielt die Reinheit des Lignins ebenfalls eine Rolle in ihrer
antioxidativen Aktivitat. Die Anwesenheit von nicht-Ligninkomponenten wie Hemicellulose
kann die radikalfangende Eigenschaft von Lignin drastisch verringern, da Kohlenhydrate
Wasserstoffbriickenbindungen zu phenolischen Hydroxylgruppen ausbilden kénnen. Diese
sind dadurch nicht mehr in der Lage, Radikale zu bilden und zu stabilisieren (47).

Damit hangt die antioxidative Aktivitdt von Lignin von verschiedenen Faktoren ab, welche
maBgeblich von der Isolierungsmethode beeinflusst werden. Mit anderen Worten bestimmt
die Art der Isolierung die antioxidativen F&higkeiten des gewonnenen Lignins. Laut einer
Studie von Pan et al. steigert eine Isolierungsmethode mit hoher Protonenkonzentration den
Gehalt an phenolischen Hydroxylgruppen und damit auch die antioxidative Wirkung (57).
Eine portugiesische Studie aus dem Jahr 2010 zeigt fur Kraft-Lignin prazipitiert mit Salzsdure
bei verschiedenen pH-Werten (1, 2, 4, 6, 12) jedoch ein gegenteiliges Ergebnis. Den
héchsten Gehalt an phenolischen Hydroxylgruppen und damit die gréBte antioxidative
Aktivitat weist Kraft-Lignin prazipitiert bei einem pH-Wert von 6 auf (58).

Es befinden sich bereits antioxidative Produkte basierend auf Lignin am Markt. Caromax™

zum Beispiel ist ein Nahrungsergédnzungsmittel, gewonnen aus dem Holz vom
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Johannisbrotbaum. Aufgrund seines hohen Gehaltes an Lignin und Polyphenolen wird
angenommen, dass es Cholesterol-senkende Wirkung und antioxidative Aktivitat im
menschlichen Kérper zeigt (36).

1.3. Lignin mit antibakteriellen Eigenschaften

Mit der Entdeckung der Hemmwirkung einer Schimmelpilzkolonie (Penicillium notatum)
gegenlber Staphylokokken durch den britischen Bakteriologen Alexander Fleming, wird im
Jahr 1929 der Beginn der Geschichte der Antibiotika geschrieben (59). Penicillin ist der erste
nattrlich vorkommender antimikrobielle Wirkstoff. In den darauffolgenden Jahren entwickelt
sich das Gebiet der antibakteriellen Wirkstoffe zu einem gefragten Forschungsbereich,
etliche antibakterielle Substanzen werden entdeckt und verschiedene Varianten diese
Substanzklassen einzuteilen werden vorgeschlagen (60).

Schon 1989 gibt es erste Forschungsergebnisse Uber die antibakteriellen Eigenschaften von
Lignin. Lignin, isoliert aus Schwarzlauge von Bagasse nach dem Soda- und dem
Sulfatverfahren wird auf seine antibakterielle Wirkung gegen drei Bakterienstimme getestet.
Es zeigt sich, dass Lignin gegen den gramnegativen Bakterienstamm Escherichia coli keine,
jedoch gegen die grampositiven Bakterienstdmme Bacillus subtilis und Bacillus mycoids
antibakterielle Wirkung aufweist (61). Ligninproben isoliert aus Laub- und Nadelholz zeigen
in einer spéateren Studie 1994 antibakterielle Eigenschaften gegen verschiedene Hefen (62).
2004 publizieren Dizhbite et al. ihre Untersuchungsergebnisse Uber die antibakteriellen
Eigenschaften von Kraft-Lignin. Die Methanol-l6sliche Fraktion des Kraft-Lignins erweist sich
als Inhibitor gegen phytopathogene Bakterien (47). 2011 befasst sich die Forschungsgruppe
von Xin Donga et al. mit Lignin, isoliert aus Resten der Ethanolproduktion fir Biotreibstoff
aus Maispflanzen. Die pflanzlichen Uberreste werden mit alkalischen L&sungen bei
unterschiedlichen Temperaturen und unterschiedlichen Zeiten extrahiert. Das dadurch
isolierte  Lignin zeigt antibakterielle Eigenschaften gegenlber den grampositiven
Bakterienstdmmen (Listeria monocytogenes und Staphylococcus aureus) und gegentber
Hefe (Candida lipolytica). Gegenlber gramnegativen Bakterienstdmmen (Escherichia coli
und Salmonella Enteritidis) jedoch, bestétigt sich das Ergebnis von Nada et al.1989, Lignin
weist keine antibakterielle Wirkung auf (17).
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2. Zielsetzung

In dieser Arbeit soll das Nebenprodukt Schwarzlauge von der Firma Zellstoff Pdls AG aus
dem Sulfatverfahren charakterisiert werden. Die strukturellen Eigenschaften sollen mit den
zur Verfligung stehenden Messmethoden (ATR-IR-Spektroskopie, 'H-NMR-Spektroskopie)
analysiert werden. Aus der Schwarzlauge soll des Weiteren Kraft-Lignin isoliert werden. Das
isolierte Kraft-Lignin soll durch verschiedene Reaktionen (Acetylierung, Methylierung und
Reduktion mit anschlieBender Acetylierung) modifiziert werden, das heiB3t funktionelle
Gruppen sollen in das Kraft-Lignin eingebracht werden. Von Kraft-Lignin als auch von den
modifizierten Kraft-Ligninpraparaten soll eine Bestimmung der antibakteriellen Eigenschaften
durchgefiihrt werden. Fir die Testung sollen ein grampositiver und ein gramnegativer
Bakterienstamm ausgewahlt werden. Die molekularen Eigenschaften von Kraft-Lignin sollen
modifiziert werden. Es sollen zum einen eine Lésungsmittelextraktion und zum anderen eine
enzymatischer Modifizierung durchgefliihrt werden, mit Hilfe derer die molekularen
Eigenschaften verandert werden kdnnen. Das Ziel ist eine Auswahl der vielversprechendsten
Modifizierungen oder deren Kombination zu treffen, um die antibakteriellen und molekularen
Eigenschaften von Kraft-Lignin isoliert aus Schwarzlauge zu verbessern.
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3. Experimenteller Teil

3.1. Materialien

Alle in dieser Diplomarbeit verwendeten kommerziellen Chemikalien sind in Tabelle 5

zusammengefasst.
Tabelle 5: Chemikalienliste mit Eigenschaften
Chemikalie Firma CAS Molekulargewicht Dichte
Nummer [g/mol] [g/cm?]
Aceton Sigma-Aldrich 67-64-1 58,08 0,791
Bernsteinsaure 299,0% Sigma-Aldrich 110-15-6 118,09 1,55
Acetylchlorid Fluka Analytical 75-36-5 78,50 1,104
Chloroform Sigma-Aldrich 67-66-3 119,38 1,47
Dichlormethan Sigma-Aldrich 75-09-2 84,93 1,33
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich 67-68-5 78,13 1,1
DMSO D6 +0,03%TMS V/V Euriso-top 2206-27-1 - -
DPPH 90% Fluka 1898-66-4 394,32 1,4
1,4-Dioxan Roth 123-91-1 88,11 1,03
Epichlorhydrin Sigma-Aldrich 106-89-8 92,53 1,18
Ethanol AustrAlco 64-17-5 46,07 0,79
Essigsaureanhydrid Fluka Analytic 108-24-7 102,09 1,081
Essigsaureethylester Sigma-Aldrich 141-78-6 88,11 0,90
1-Hydroxybenzotriazol Sigma-Aldrich 2592-95-2 135,13 1
Irganox 1010 Ciba Specialty 6683-19-8 1178 1,15
Chemicals
Kaliumhydroxid Roth 1310-58-3 56,11 2,04
Kaliumdiphosphat Sigma-Aldrich 7320-34-5 330,35 2,534
Laccase
von Trametes villosa
(Produkt Nummer: Novozyme - - -
NS 51002)
Methanol Sigma-Aldrich 67-56-1 32,04 0,791
2-Methoxyethanol 299 % Fluka 109-86-4 76,10 0,965
Natriumhydroxid Roth 1310-73-2 40,01 2,13
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Pyridin Sigma-Aldrich 110-86-1 79,10 0,978
Salzsaure 37% Sigma-Aldrich 7647-01-0 36,46 1,19
Schwefelsaure 98% Roth 7664-93-9 98,08 1,84
Trimethylaminhydrochlorid Sigma-Aldrich 593-81-7 95,6 -
Tetrahydrofuran Roth 109-99-9 72,11 0,388
Pepton aus Fleisch Roth - - -
Fleischextrakt Roth - - -
Agar-Agar Roth - - -
Nutrient broth Cadersky- - - -
Envitech
Escherichia Coli Zichtung von - - -
Umweltbiotechn
ologie TU Graz
Staphylococcus Aureus Zichtung von - - -
Umweltbiotechn
ologie TU Graz

Schwarzlauge der Firma Zellstoff Péls AG

Die verwendete Schwarzlauge in dieser Diplomarbeit wird von der Firma Zellstoff Pdls AG
bezogen. Beim Sulfatverfahren der Zellstoff Pbls AG wird ein kontinuierlicher Kocher mit
Hackschnitzel aus 70% Fichte, 25% Kiefer und 5% Lérche, die fast ausschlieBlich aus der
naheren Umgebung der Firma stammen, befillt. Rund 60 % dieses Holzes stammt aus der
Durchforstung. Diese Holzsticke werden mit Dampf auf 120°C vorerhitzt und anschlieBend
in einer stark alkalischen Lauge, welcher Natriumsulfid zugegeben wird, bei 160°C bis 170°C
unter einem Druck von 8 bis 9 bar gekocht. Die Cellulosefasern werden vom Lignin durch
Abbau mit Hilfe der gebildeten Hydrogensulfid-lonen getrennt und fallen dabei aus, Lignin,
Hemicellulose und Harze allerdings werden aufgeldst und ausgewaschen. Diese Flissigkeit
wird Schwarzlauge genannt. Die Schwarzlauge wird durch Verdampfen von ca. 15% auf ca.
70-75% Feststoffgehalt aufkonzentriert (6).

Die chemischen sowie physikalischen Eigenschaften der Schwarzlauge werden im Kapitel
4.1. Charakterisierung der Schwarzlauge BL-ZP (Black liquor Zelltsoff Péls) beschrieben.
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3.2. Methoden
3.2.1. Extraktion von Lignin aus der Schwarzlauge

Durch Fallung mit Saure (98% H,SO,) wird aus der Schwarzlauge Kraft-Lignin (L2) erhalten.
Die Isolierung erfolgt bei einem pH-Wert von 2 (63). Das isolierte Lignin wird mit destilliertem
Wasser gewaschen bis der pH-Wert neutral ist. AnschlieBend wird das erhaltene Material
gefriergetrocknet und 24 Stunden in einem Vakuumofen bei 40°C getrocknet.

3.2.2. Modifizierungen

Die folgenden Modifizierungen werden durch beispielhafte Reaktionsgleichungen dargestellt.

Acetylierung

5g Kraft-Lignin L2 wird durch Acetylierung modifiziert (Abbildung 8).

Kraft-Lignin wird in Essigsdureanhydrid/Pyridin (7:1) bei Raumtemperatur gelést. Nach 10
Stunden wird die Ldsung in Wasser (500mL) ausgefallt und 24 Stunden gerthrt. Das
Prazipitat wird abfiltriert und mit destilliertem Wasser nachgewaschen bis der pH-Wert
neutral ist. AnschlieBend wird das erhaltene Material gefriergetrocknet und 24 Stunden in
einem Vakuumofen bei 40°C getrocknet. Die so erhaltene Probe wird mit L2acet bezeichnet.
Die Ausbeute an Produkt betragt 91,2%.

OH

Lignin\ OH Lignin
HO Lignin )I\ )I\
O <B
- |
OCH;
Abbildung 8: Acetylierung von Lignin
Methylierung

59 Kraft-Lignin L2 wird durch Methylierung modifiziert (Abbildung 9).

Zu der Kraft-Lignin Lésung (L2 in Dimethylsulfoxid/Wasser (10:1)) werden bei 40°C
Dimethylsulfat (10mL) und Kaliumhydroxid (11,3mL, 33,6% KOH in Wasser) zugegeben.
Nach der Zugabe wird 30 Minuten bei Raumtemperatur gerihrt. Durch Ausfallen der Lésung
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HO

in Wasser und Ansauerung mit Essigsaureanhydrid auf einen pH-Wert von 5-6 wird ein

brauner Niederschlag erhalten. Das Préazipitat wird abfiltriert und mit destilliertem Wasser

nachgewaschen bis der pH-Wert neutral ist. AnschlieBend wird das erhaltene Material

gefriergetrocknet und 24 Stunden in einem Vakuumofen bei 40°C getrocknet.
erhaltene Probe wird mit L2met bezeichnet. Die Ausbeute an Produkt betragt 67,7%.

OH OCHg

HO ] H;CO
Lignin 3 Lignin

Dimethylsulfat, KOH

-

OCHj, OCHj3
OH OH

Abbildung 9: Methylierung von Lignin

Reduktion-Acetylierung

59 Kraft-Lignin L2 wird durch Reduktion-Acetylierung modifiziert (Abbildung 10).

Die so

Zu der Kraft-Lignin Lésung (L2 in Dioxan/Wasser (2:1)) wird bei Raumtemperatur langsam

Natriumborhydrid (1,69) zugegeben. Nach der Zugabe wird 3 Stunden bei Raumtemperatur

gerUhrt. Durch Ausfallen der Lésung in Wasser (300mL) und Essigsdureanhydrid (100mL)

wird ein brauner Niederschlag erhalten. Das Préazipitat wird abfiltriert und mit destilliertem

Wasser nachgewaschen bis der pH-Wert neutral ist. AnschlieBend wird das erhaltene

Material gefriergetrocknet und 24 Stunden in einem Vakuumofen bei 40°C getrocknet. Die so

erhaltene Probe wird mit L2red_acet bezeichnet. Die Ausbeute an Produkt betragt 77,9%.

O~ Lignin Lignin—0O O—"Lignin Lignin—0,
CH,OH HOH,C

(0]
AcO

Abbildung 10: Reduktion-Acetylierung von Lignin

HaCO OH HO OCH; H,CO OAc  AcO OCH;
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3.2.3. Lésungsmittelextraktion

Kraft-Lignin L2 wird in verschiedenen L&sungsmitteln (Aceton, Dichlormethan, Dioxan,
Methanol und Tetrahydrofuran) extrahiert (65).

1g Kraft-Lignin L2 wird in Lésungsmittel (10mL) eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt.
Ungeldstes Material wird von der Lésung abgetrennt. Der I6sliche Anteil der Probe wird nach
Verdampfen des L&sungsmittels gefriergetrocknet. SchlieBlich werden die Proben 24
Stunden in einem Vakuumofen bei 40°C getrocknet. Die so erhaltenen Proben werden mit
Probenbezeichnung_LM bezeichnet. Alle extrahierten Probenbezeichnungen sind in Tabelle
6 aufgelistet.

Tabelle 6: extrahierte Lighinproben L2

Probenbezeichnung | Extraktions-Lésungsmittel
L2_Aceton Aceton
L2 DCM Dichlormethan
L2 _Dioxan Dioxan
L2 MeOH Methanol
L2 THF Tetrahydrofuran

3.2.4. Enzymatische Modifizierung von Kraft-Lignin mit Laccase

Kraft-Lignin L2 wird mit dem Enzym Laccase modifiziert (Abbildung 11). Es werden vier
Modifizierungen hergestellt, die sich voneinander in der Zeit, in der Laccase in der Probe
aktiv ist, unterscheiden (Tabelle 7). AuBerdem wird eine Blank Probe L2_B (Bufferlésung +
Mediatorlésung + Probe) hergestellt.

Tabelle 7: enzymatisch modifizierte L2 Proben tabelliert nach Reaktionszeit mit Laccase

Probe | Reaktionszeit mit Laccase
[min]

L2_1 0

L2_2 30

L2_3 60

L2_4 90

29



Herstellung der Losungen mit Kraft-Lignin L2 (1g), 50mM Bufferlésung (50mL, 0,30g
Bernsteinsaure in 50mL Wasser, mit Natronlauge auf pH 4,5 eingestellt), 50mM
Mediatorlésung (1mL, 1-Hydroxybenzotriazolein Ethanol) und Laccase (50uL). Die
hergestellten Lésungen werden bei 37°C und 80rpm unterschiedliche Zeit (siehe Tabelle 7)
inkubiert. Nach der Inkubation werden die Probenlésungen 10 Minuten im Wasserbad

gekocht um das Enzym zu deaktivieren.

OH o
HO o
Lignin Lignin
0, 2 H,0
+ Laccase
OCHs, OCHj
OH o

Abbildung 11: Reaktion von Laccase mit Lignin (66)

3.2.5. Charakterisierung

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Molekulargewichtsmittel Mn (Zahlenmittel) und Mw (Massenmittel) sowie der PDI
(Polydispersitatsindex) der Proben werden mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie
(GPC) ermittelt. Die GPC Analyse wird mit folgenden Parametern und Geraten durchgefiihrt:

Als Laufmittel wird THF mit einer Flussrate von 1mL/min verwendet. Es treten ein ERC
3315a Entgaser und eine L6000A Pumpe von Merck-Hitachi in Einsatz. Die Auftrennung der
Probe erfolgt durch folgende Saulen: Vorsaule von PSS (Polymer Standards Service) 5um,
8x 50mm und 3 Trennsdulen von PSS, SDV 5um, 8x 300mm (je 1x 10"6 Angstrém, je 1x
104 Angstrom und je 1x 1073 Angstrém) Ein Differential Refraktometer sowie ein

Viskosimeter von Viscotek dienen als Detektorsystem.

4-7mg der Proben werden in 2mL THF gelést und nach 24 Stunden analysiert. Die
Auswertung erfolgt gegen eine Eichkurve mit 12 eng verteilten Polystyrolstandards von der
Firma PSS. Das Mn der Standards liegt zwischen 1670000 und 680g/mol.
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Viskositdtsmessung

Die dynamische Viskositat der Ligninproben wird mit Hilfe eines Ubbelohde Viskosimeter
UOa der Firma Technosklo s.r.o, Czech Republik gemessen. Die Kapillare hat einen

Durchmesser von 0,46mm.

FOr die Messung werden von jeder Ligninprobe drei verschieden konzentrierte Lésungen

bendtigt. Lésungen mit folgender Konzentration werden hergestellt:

e 0,19/25mL
e 0,29/25mL
e 0,3g/25mL

Als Lésungsmittel dient Dioxan/Wasser (1:1). Vor der Messung werden die Probenlésungen
im Wasserbad auf 30°C temperiert. Die exakte Messung der Zeit, die eine Probenlésung
zum Durchfluss durch die Kapillare bendétigt dient zur Berechnung der Grenzviskositat
(Staudinger Index) (67).

Die relative Viskositat (nrel) wird durch die Durchflusszeiten der Probenlésungen sowie des

reinen Losungsmittels ermittelt.

mit
tProbe Nrel ... relative Viskositat
[nrel] = tLM tprobe ... Durchflusszeit der Probenldsung [sec]
(1) tim ... Durchflusszeit des reinen Lésungsmittels [sec]

Aus der relativen Viskositat kann die spezifische Viskositéat (nsp) berechnet werden.

[nsp] = [nrel] — 1 mit

@ Nsp ... spezifische Viskositat

In einem Graphen wird die spezifische Viskositédt gegen die Konzentration (c) aufgetragen
und auf ¢ = 0 extrapoliert. Der so ermittelte Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse

entspricht dem Staudinger-Index ([n]).
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] = lim <[r]sp]> mit

o0\ ¢ [n] ...Staudinger-Index, Grenzviskositat

(3) C ... Konzentration in g/100mL

PartikelgréBenanalyse

Eine PartikelgroBenverteilung der Ligninproben wird mit einem Lasergranulometer CILAS
1064 NaB aufgenommen. Der Messbereich des Lasergranulometers liegt zwischen 0,04um
und 500,00 um. Die Ligninproben (0,01g/cm® in Wasser) werden vor der Messung mit
Kaliumdiphosphat mit Hilfe des Laborriihrwerks HD2200 der Firma Bandelin electronic und
des Gerate-Typs UW 2206 30 Sekunden mit 60rpm dispergiert.

Abgeschwéchte Totalreflexion-Infrarotspektroskopie (ATR-IR)

ATR-IR Spektren werden mit Hilfe eines Perkin Elmer Spectrum One der Serien Nummer
52407 mit ATR-Aufsatz aufgenommen. Die Lignin Pulver Proben kdnnen direkt im
Wellenzahlen-Bereich von 4000,00cm™ bis 450,00cm™ gemessen werden. Pro Messung
werden 32 Spektren aufgezeichnet und gemittelt. Die Auflésung der Spektren betragt
4,00cm™.

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

'H-NMR-Spekiren der Proben werden mit einem Brucker Avance Il Spekirometer bei
300MHz aufgenommen. Die Ligninproben werden vor der Messung nach der Vorschrift von
A.R. Goncalves et al. acetyliert (68).

Je 10mg der acetylierten Proben werden in DMSO-d6 mit 0,03%TMS geldst. Die Proben
werden bei 25°C und einem Pulswinkel von 30° gemessen. 1024 Scans und 5 Sekunden
Delay Zeit werden fir die Messungen gewahlt.

Thermogravimetrie (Thermogravimetrische Analyse (TG) und DTG)

Die thermischen Eigenschaften der Ligninproben werden mit Hilfe eines Netzsch STA-449C
TG-DTA/DSC Mess-Gerates bestimmt. Der thermische Abbau der Proben erfolgt unter einer
Heliumatmosphére mit einem Gasfluss von 50mL/min. Als Temperaturprogramm werden
eine Startemperatur von 20°C, eine Endtemperatur von 550°C und eine konstante Heizrate
von 10°C/min gewahlt. Die Proben durchlaufen das Programm in geschlossenen
Aluminiumoxid Tiegeln, wobei mit einer Pinzette ein Loch in den Deckel gestochen wird, um
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das Entweichen des Gases zu ermdglichen. Die Probeneinwaage betragt zirka 5mg. Der
Beginn und das Ende des thermischen Abbaus der Proben werden durch die Onset-
Temperatur (Tonset) SOWie durch die Zersetzungstemperatur (Teng) signalisiert.

Bestimmung von Klason Lignin (sdureunlésliches Lignin)

Mit Hilfe der Methode in TAPPI-13m-54 wird der Gehalt an saureunléslichem Lignin in den
Proben bestimmt (69).

Pro Probe werden zwei Bestimmungen durchgefihrt und ein Mittelwert der Ergebnisse
berechnet.

Je 0,5g getrocknete (2h im Ofen bei 105°C) Probe (m(Probe)) werden in ein Becherglas
eingewogen. 7,5mL 72%ige H,SO, werden zugeben und mit einem Glasstab verriihrt. Die
Temperatur der Probenlésung wird mit Hilfe eines Eisbades zwei Stunden zwischen 18°C
und 20°C gehalten. Alle 15 Minuten erfolgt eine Durchmischung mit Hilfe eines Glasstabes.
Das Probengemisch wird anschlieBend in einen Rundkolben Uberfihrt und mit 280mL
destilliertem Wasser verdinnt. Diese Verdinnung ergibt eine 3%ige Saure. Die
Probenlésung wird vier Stunden auf Rickfluss erhitzt. Der Niederschlag wird mit einer zuvor
getrockneten (2h im Ofen bei 105°C) und tarierten Glasfritte S4 abgesaugt. SchlieBlich wird
die Fritte mit dem Niederschlag getrockneten (2h im Ofen bei 105°C) und das Gewicht
notiert. Daraus ergibt sich die Masse des Préazipitats (m(Prazipitat)). Der Klason Lignin
Gehalt errechnet sich nach Gleichung 4.

Klason Lignin [%] = % * 100 (4)

Bestimmung von séureléslichem Lignin

Mit Hilfe der Methode in TAPPI Method UM-250,1985b wird der Gehalt an s&ureldslichem
Lignin in den Proben bestimmt (70).

Pro Probe werden zwei Bestimmungen durchgefihrt und ein Mittelwert der Ergebnisse

berechnet.

Das klare Filtrat nach der Saurehydrolyse der Ligninprobe (in Bestimmung von Klason
Lignin) wird zur UV/VIS Messung verwendet. Die Absorption des Filtrats wird bei 205nm in
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einer Prazisions-Kivette aus Quarzglas SUPRASIL Z600180 von Hellma mit einer
Schichtdicke von 1cm an einem Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer gemessen. Als
Referenzprobe dient 3%ige H.SO,.

Da der Wert der Absorption Gber 0,7 liegt, werden die Proben 1:20 mit der 3%igen
H.SO,verdinnt.

Der Gehalt an saureldslichem Lignin errechnet sich nach dem Lambert-Beerschem Gesetz

(5).

mit
Lignin [g] B = A (Absorption)*D(Verdinnung) 5 D --- Verdinnung (1/20)
9 L’ b (Schichtdicke)*a (Absorptionskoef fizient) (5) b ... Schichtdicke (1cm)
a ... Absorptionskoeffizient
(110L/(g*cm))
\ ... Volumen Filtrat (287,5mL)
. B*V (Filtrat)*100
o] = L rerar)r oy
Lignin [%] 1000vm(Probe) (6) m ... Masse der Probe (0,47059)
Aschebestimmung

Mit Hilfe der Methode von A. Sluiter et al. wird der Aschegehalt bestimmt. Ein Muffelofen des
Typs Carbolite CWF1300 wird fur die Veraschung der Substanzen verwendet (71).

Pro Probe werden zwei Bestimmungen durchgefuhrt und ein Mittelwert der Ergebnisse
berechnet.

Die Edelstahl Tiegel durchlaufen zum Ausheizen das gesamte Temperaturprogramm
(Tabelle 8 und Abbildung 12). AnschlieBend kihlen die Tiegel 30 Minuten im Exsikkator aus
bevor ihr Gewicht (m(Tiegel leer)) notiert wird. Je 0,59 Probe werden in die Tiegel
eingewogen und durchlaufen im Muffelofen das Temperaturprogramm. Nach dem Auskihlen
der Tiegel im Exsikkator wird ihr Gewicht (m(Tiegel mit Asche)) notiert. Aus der Differenz der
beiden Massen ergibt sich die Masse der Asche (7).

m(Asche) = m(Tiegel mit Asche) — m(Tiegel leer) (7
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Tabelle 8: Temperaturprogramm fiir die Veraschung

Phase® | Rampe [°C/min] | Temperatur [°C] | Haltezeit [min]
1 - 105 12
2 10 250 30
3 20 575 180
4 - 105 -

& Start des Temperaturprogramms bei 105°C

Temperaturprogramm Muffelofen

600 -

T(soll)
s T (S )

iy

o

o
1

300 -

Temperatur [°C]

N
o
o

100 k

0 T T T T T T

N R R N R N N IR RN
TR R R PP P

Zei t [min]

Abbildung 12: Temperaturprogramm des Muffelofens wahrend der Veraschung

Elementaranalyse (CHNS)

Die Ligninproben werden mit Hilfe eines Universal-Elementaranalysator Vario El Ill auf ihren
Gehalt an Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und Schwefel untersucht. Mit Hilfe von
Gleichung 8 errechnet sich auch ihr Sauerstoffgehalt.
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mit

Asche ... Aschegehalt [%]

(@) ... Sauerstoffgehalt [%]
0 =100—Asche —C—H—-N—-S5 (8) C .. Kohlenstoffgehalt [%)]

H ... Wasserstoffgehalt [%]

N ... Stickstoffgehalt [%]

S ... Schwefelgehalt [%]

Test auf antioxidative Eigenschaften

DPPH-Test: Bestimmung der radikalfangenden Eigenschaften

Die Fahigkeit der Ligninpraparate als Antioxidans zu wirken wird mit dem DPPH-Test
ermittelt. Da das 2,2-Diphenyl-1-pikrylhydrazyl-Radikal eine violette Farbung (Absorptions-
maximum bei 518nm) aufweist, die aufgrund des ungepaarten Elektrons am Stickstoffatom
zustande kommt, andert sich seine Farbe, wenn das freie Elekiron des Radikals mit einem
Wasserstoffatom des zu untersuchenden Antioxidans zu einem Elekironenpaar reagiert.
Dabei entsteht das reduzierte DPPH-H (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazin) und die Farbe schlagt
auf gelb um (Abbildung 13). Durch die Absorptionsmessung an einem Shimadzu UV-3101-
PC UV/Vis/NIR Spektrometer bei 518nm wird die antioxidative Wirkung der Proben ermittelt.
Als Referenz dient Irganox 1010, welches in der Kunststoffindustrie haufig als Antioxidans
eingesetzt wird (50).

Eine ethanolische DPPH Stammldsung (70 uM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl in Ethanol) wird
24 Stunden vor der Messung vorbereitet (vier Stunden Rihren um eine vollstandige Lésung
des DPPH in Ethanol zu garantieren) und vor Lichteinfall geschitzt, bei Raumtemperatur
gelagert. FUr die photometrische Messung werden 800uL der DPPH Stammlésung mit 200uL
Probenlésung (Ligninproben in DMSO verschiedener Konzentration: 0,5-0,03mg/mL) oder
Irganox 1010 (verschieden konzentrierte L&sungen: 0,5-0,08mg/mL) gemischt. Die
Absorption der Lésungen bei 518nm wird 600 Sekunden (Start der Messung 60 Sekunden
nach der Durchmischung) aufgezeichnet. Da diese Zeit noch nicht ausreichend ist, wird alle
30 Minuten die Absorption gemessen, bis ein konstanter Wert erreicht wird (zirka 4 Stunden).

Die Restkonzentration an DPPH in den Probenlésungen sowie in der Referenzlésung
(Irganox 1010) nach 4 Stunden wird nach der photometrischen Messung mit Hilfe des
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Lambert-Beerschen Gesetz bestimmt (Gleichung 9). Der Wert des Absorptionskoeffizienten
betragt 15400 M'cm™ (72). Die Schichtdicke der Kiivette betragt 1cm.

A (Absorption)

c(DPPH) =
( ) b (Schichtdicke)+xa (Absorptionskoeffizient)

&)

Mit Hilfe der unterschiedlich konzentrierten Irganox-Lésungen kann eine Kalibrationskurve
aufgestellt werden um die Stdéchiometrie der Reaktion von Irganox 1010 mit DPPH zu
ermitteln. Das Verhaltnis y(Irganox 1010)/ y(DPPH) gibt an, wie viel Mol Irganox 1010 fir die
Reduktion von einem Mol DPPH benétigt werden (Gleichung 10).

¥y (Irganox 1010)

c(Irganox 1010) = c¢(DPPH) * Y (DPPH)

(10)

Die radikalfangenden Eigenschaften der Ligninpraparate werden mit jenen von Irganox 1010
verglichen und als Irganox 1010 equivalent antioxidant capacity (IEAC) angegeben. Dieser
Wert entspricht der Menge an Iragnox 1010 dessen antioxidative Aktivitat auqgivalent zu 1g

NO2 ; NO, H
“ (AHn  (A)n |
N
\ N LL, \ N
ON NO,

0N NO,

Ligninpréaparat ist.

violett gelb

Abbildung 13: Reaktion des DPPH Radikals mit Antioxidans (73)

Test auf antibakterielle Eigenschaften

Die Ligninpraparate werden auf ihre antibakteriellen Eigenschaften getestet. Zwei Typen von
Bakterien werden fir die Testungen gewahlt: Staphylococcus aureus (grampositiv) und
Escherichia coli (gramnegativ). Verschiedene antibakterielle Testungen werden

durchgefihrt.
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Bouillondilutionstest der Praparate der L2-Reihe sowie von L2red_acet_MeOH

Die festen Ligninproben (0,02g) werden direkt in eine Mischung von Nutrient broth (1980uL)
und Bakterienstammlésung (20uL) eingebracht. Als Bakterienstammlésungen dienen
Staphylococcus aureus- und Escherichia coli- Lésungen. Die Lésungen werden bei 37°C und
130rpm fir 24 Stunden inkubiert.

Von den Ligninpraparaten wird eine Dreifachbestimmung durchgefihrt. AuBerdem wird eine
Blank Probe (Nutrient broth + Bakterien Suspension) mit getestet.

Nach der Inkubation wird auf einem EppendorfBioPhotometer die optische Dichte bei 600nm
der Probenlésungen gemessen.

Mit Hilfe von Gleichung 11 wird die Reduktion des Bakterienwachstumes berechnet.

) 100x OD600(Pr obe) .
Re duktion(%) =100 — mit
OD600(Blank)

0OD600 ... Absorption bei 600nm
(11)

Agarplattendiffusionstest (Vortest) der Probe L2red_acet_MeOH

Agarplatten werden mit Bakterienstammlésungen bestrichen. Als Bakterienstammldsungen
dienen Staphylococcus aureus - (1:3 verdiinnt mit physiologischer Lésung) und Escherichia
coli - (1:10 verdinnt mit physiologischer Lésung) Lésungen. Die Agarplatten werden direkt
mit dem Ligninpréparate L2red_acet_MeOH versehen und 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Nach der Inkubation zeigen konzentrische Klarzonen die GréBe der Hemmung des
Bakterienwachstums an (60). Es erfolgt eine Vierfachbestimmung der Ligninprobe. Eine
Agarplatte pro Bakterienstamm wird ohne Ligninprobe inkubiert und dient als Blank Probe.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Charakterisierung der Schwarzlauge BL-ZP (Black liquor Zelltsoff P6ls)

4.1.1. Chemische und physikalische Charakterisierung

Die Schwarzlauge hat eine dunkelbraun bis schwarze Farbe. Der Geruch ist sehr intensiv
und schwefelig.

Der pH-Wert der Schwarzlauge wird mit einem Mettler Toledo Seven Easy pH-Meter
gemessen. Er betragt 12,4.

4.1.2. Spektroskopische Charakterisierung

Abgeschwéchte Totalreflexion-Infrarotspektroskopie (ATR-IR)

Die Zuordnung der Banden erfolgt durch Vergleich der gemessenen ATR-IR-Banden mit
jenen aus einigen Verodffentlichungen (10) (30) (65) (74) (75) (76) (77), sowie aus zwei
Blchern (78) (79).

In Tabelle 9 sind die Wellenzahlen der gemessen ATR-IR-Banden den funktionellen
Gruppen zugeordnet. Die Abbildungen 14 und 15 zeigen die gemessenen ATR-IR-Spekiren
des Feststoffgehaltes der Schwarzlauge BL-ZP und des Kraft-Ligninpraparates L2 zum
Vergleich.

Tabelle 9: Zuordnung der ATR-IR-Banden des Feststoffes der Schwarzlauge und zum Vergleich der Kraft-
Ligninprobe L2

Feststoff L2
Schwarzlauge BL-ZP
Wellenzahl Schwingung, Zuordnung | Wellenzahl Schwingung, Zuordnung
[cm™] [cmT]
3351 OH 3403 st O-H, phenolische und aliphatische
OH, COO-H
- - 2974 st C-H, CHz und CH,
- - 1698 st C=0, unkonjungierte CO, R—CHO
- - 1599 st C=C, Aromat, st C=0
1588 Carboxylat, Diketon - -
1498 st C=C-OH 1514 st C=C-OH
- - 1464 Oasymmetrisch C-H, CH3 und CH,
- - 1429 st C-C, Aromat, CH von Methyl
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1415 CH;-S-, -CH>-S- CH3-S-, -CH,-S-
1429
- - 1374 &, O-H, phenolische OH
1358 Syringyl-Ring Schwingung 1374 Syringyl-Ring Schwingung mit CO
mit CO Streckung Streckung
] ] 1969 Syringyl-Ring Schwingung mit CO
Streckung, st C-O, Guaiacyl
1223 st C-O(H) + C-O(Ar), 1216 st C-O(H) + C-O(Ar), phenolische OH
phenolische OH und Ether und Ether
1128 Oip Ar C-H, Guaiacyl 1127 Oip Ar C-H, Guaiacyl
- - 1105 C-O-C
1079 C=S, C-O0-C 1076 C=S, C-O-C
1029 st C-O 1076 C-O-C
] ) 1035 st C-O(H) + C-O-C, 1.0rdnung
aliphatische OH und Ether
880, 822, 768, 672 Aromaten 856, 823 Aromaten
Substitutionsmuster Substitutionsmuster
- - 856 Oop Ar C-H, Guaiacyl
822 Sop Ar C-H, Syringyl 823 Sop Ar C-H, Syringyl
mit

st:  Streckschwingung

dp:  In-plane Deformationsschwingung

dop:  Out-of-plane Deformationsschwingung

Diskussion

Die charakteristischen Banden von Lignin kénnen im Spektrum der Schwarzlauge (siehe
Abbildung 14) detektiert werden (OH-, Ether-, Carbonyl-, Aromaten-Banden).

Das Spektrum der unmodifizierten Kraft-Ligninprobe L2 (siehe Abbildung 15) stimmt mit dem

der Schwarzlauge allerdings nicht vollkommen (berein. Man kann davon ausgehen, dass

durch die Préazipitation strukturelle Veranderungen in der Probe hervorgerufen werden. So ist

im Spektrum der unmodifizierten Ligninproben L2 nach der charakteristischen OH-Bande bei

3403cm™ eine Bande bei 2974cm™ vorzufinden, welche im Spektrum der Schwarzlauge
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fehlt. Diese Bande stammt von Alkylschwingungen (-CH;) im unmodifizierten Kraft-
Ligninpraparat. Da sich auch der pH Wert der Schwarzlauge von 12,4 sehr von dem der
neutralen Kraft-Ligninproben L2 unterscheidet, liegen in der Schwarzlauge COO™ Salze vor,
was die Bande bei 1588cm™ verrét.

Wie schon der Geruch der Schwarzlauge zeigt, befinden sich Banden im Spektrum der
Schwarzlauge BL-ZP und auch im préazipitierten Kraft-Lignin L2, die Schwefel zuzuordnen
sind. Es treten C=S-, CH;-S- sowie -CH,-S-Banden auf.

ATR-IR-Spektren:

Feststoff Schwarzlauge BL-ZP

96 —
94—-
92—-
90—-
88—-

86 —

Transmission [%]

84 -
82

80

T 7 T J T T T y T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Abbildung 14: ATR-IR-Spektrum von Feststoff Schwarzlauge BL-ZP
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L2

94 |

93

92

91

90

Transmission [%]

89 -

88 —
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4000 3000 2000 1000

Wellenzahl [cm™]

Abbildung 15: ATR-IR-Spektrum von L2

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)
'H-NMR

Die Auswertung erfolgt nach der Methode von A. Gregorova (64) und A.R. Goncalves et al.
(68). Dabei werden Integrale Uber gewisse ppm Bereiche (siehe Tabelle 10) der
aufgenommenen Spekiren gebildet. Durch Normierung des Integrals des aromatischen
Bereichs zwischen 7,9 und 6,25ppm auf den Wert 1, kénnen die Regionen prozentuell
angegeben werden. Diese Art der Auswertung soll lediglich die GrdéBenordnungen der
Bereiche der Ligninpraparate darstellen und dient zum Vergleich der Ligninpraparate
untereinander. Die dargestellten Prozentwerte sind keinesfalls als Absolutwerte zu
verstehen.

Die Konzentration der Acetylgruppen entspricht der Konzentration der Hydroxylgruppen, da
die Proben vor der NMR Messung acetyliert werden (10). Acetylierte Ligninpraparate zeigen
deutliche Signale in ppm Bereichen, welche nicht mit anderen Wasserstoff-Signalen
Uberlagern. Aromatische und aliphatische Acetylgruppen sind zu verschiedenen ppm
Bereichen verschoben (2,3ppm und 2,1ppm) und zeigen im Spektrum separate Peaks.
Damit ergibt das Spektrum der acetylierten Ligninpraparate den totalen Gehalt an
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Acetylgruppen (proportional zum Hydroxylgruppengehalt) (80). Die acetylierten Proben
werden mit Probenbezeichnung_AC bezeichnet.

Die prozentuale Verteilung der Regionen des Festoffgehaltes der Schwarzlauge BL-ZP
sowie des Kraft-Ligninpréparates L2 zum Vergleich sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die
Abbildungen 16 und 17 zeigen die aufgenommenen "H-NMR-Spektren der beiden Proben.

Tabelle 10: prozentuale Verteilung der Regionen der Schwarzlauge BL-ZP sowie des Kraft-
Ligninpréaparates L2 nach der 'H-NMR Auswertung

Probe Feststoff Schwarzlauge L2_AC
BL-ZP _AC
Regionen [Chemischer Shift in ppm] Anteil [%] Anteil [%]
Aromatische Region [7,9-6,25] 22 22
Nicht zyklisch benzylische Region [6,25-5,75] 2 3
Zyklisch benzylische Region [5,75-5,2] 2 3
Methoxyl Region [4,2-3,55] 21 22
Aromatische acetyl Region [2,42-2,12] 16 16
Aliphatische acetyl Region [2,12-1,6] 26 24
Sauerstofffreie aliphatische Region [1,6-0] 11 11

Da das verwendete Lésungsmittel DMSO_d6 Feuchtigkeit aus der Luft aufnimmt, tritt bei
3,4ppm ein Peak in den aufgenommenen Spektren auf, welcher Wasser zuzuordnen ist.
Weiters erfolgt die Aufarbeitung der Ligninpraparate im wassrigen Medium und die
Ligninpraparate werden anschlieBend mittels  Gefriertrocknung getrocknet. Ein
Restwassergehalt kann in den Ligninpraparaten ebenfalls enthalten sein.

Diskussion

Vergleich des NMR Spektrums des Feststoffes der acetylierten Schwarzlauge BL-ZP (siehe
Abbildung 16) mit dem NMR Spektrum der acetylierten Kraft-Ligninprobe L2 (siehe
Abbildung 17):

Vergleicht man das Spektrum der acetylierten Schwarzlauge mit jenem der acetylierten
Ligninprobe, so weisen die Spektren nur minimale Unterschiede auf. Diese Unterschiede in
den ausgewerteten Regionen sind zu gering, um Aussagen Uber die strukturellen
Veranderungen des Materials wahrend der Prazipitation zu treffen.
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'H Spektren:

Feststoff Schwarzlauge BL-ZP_AC
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Abbildung 16: 1H-NMR-Speklrum von Feststoff Schwarzlauge BL-ZP
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Abbildung 17: '"H-NMR-Spektrum von L2_AC



4.1.3. Klason Lignin- und Aschegehalt

Der Klason Lignin Gehalt der Schwarzlauge BL-ZP betragt 25,1% + 0,9.

Der Aschegehalt der Schwarzlauge BL-ZP betragt 63,8 + 0,3 %.

Diskussion

Die maximale Ausbeute an Kraft-Lignin aus der Schwarzlauge BL-ZP betragt 25,1% des
Trockengewichtes. Der sehr hohe Aschegehalt von Uber 60% im Trockengewicht der
Schwarzlauge BL-ZP passt mit einem Lignin-Gehalt von ca. 25% zusammen. Der Feststoff
der Schwarzlauge BL-ZP besteht zu Uber 60% aus Nicht-Ligninkomponenten, wie z.B.
Cellulose und Hemicellulose.

4.1.4. Resiimee

Die Schwarzlauge BL-ZP ist eine stark alkalische Lauge. Aus der ATR-IR-Messung geht
hervor, dass Lignin in Schwarzlauge enthalten ist, das Spektrum weist alle dafiir nétigen
Banden auf. Im Vergleich zum Kraft-Lignin L2 ATR-IR-Spekirum zeigen sich allerdings
Unterschiede. Im Feststoff der Schwarzlauge BL-ZP liegen COO" Salze vor, welche wéhrend
der Préazipitation verschwinden und im ATR-IR-Spektrum von Kraft-Lignin L2 nicht mehr
vorhanden sind. Die Prazipitation fuhrt zu strukturellen Veradnderungen und auch der stark
unterschiedliche pH-Wert der alkalischen Schwarzlauge und der neutralen Kraft-Lignin L2
Probe tragt zu den unterschiedlichen Spekiren bei. Die Bestimmung des Gehaltes an
Klason-Lignin und Asche im Feststoff der Schwarzlauge BL-ZP zeigt deutlich die
Anwesenheit von Nicht-Ligninkomponenten wie Cellulose oder Hemicellulose im Feststoff
der Schwarzlauge an, welche im Kraft-Lignin L2 entfernt werden.

4.2. Charakterisierunqg der Ligninpraparate der Reihe L2

4.2.1. Molekulargewichtsbestimmung

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Ergebnisse (Zahlenmittel (Mn), Massenmittel (Mw), Polydispersitatsindex (PDI)) der
Ligninproben (L2-Reihe) werden in Tabelle 11 zusammengefasst. Um einen Vergleich der
Ergebnisse zu ermdglichen sind in den Abbildungen 19 und 20 die Ergebnisse als
Balkendiagramm dargestellt.
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Abbildung

18 zeigt das Chromatogramm der

Probe L2acet beispielhaft fir

Ligninpraparate. Die zwei Negativpeaks nach dem Hauptpeak stammen vom Detektor.

Tabelle 11: Ergebnisse der GPC fiir die Proben der L2-Reihe

*nicht vollstéandig geldst

Intensitat

Probe Mn [g/mol] | Mw [g/mol] | PDI (Mw/Mn)
L2 950 1560 1,6
L2acet 1520 4860 3,2
L2met 1250 3150 2,5
L2red_acet” 910 1260 1,4
0,15 -
0,10
0,05
0,00 4—
-0,05
I I I I
25 30 85 40
V _ret [mL]

Abbildung 18: Chromatogramm von L2acet

alle
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Abbildung 19: Balkendiagramm der Mn und Mw Werte (L2-Reihe)

GPC

L2 L2acet L2met L2red_acet*
Proben

Abbildung 20: Balkendiagramm der PDI Werte (L2-Reihe)
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Diskussion

Durch die die Acetylierung und die Methylierung von L2 erhéht sich das Zahlenmittel. Das
Massenmittel und der Polydispersitatsindex dieser Proben steigen im Vergleich zur
unmodifizierten  Kraft-Ligninprobe deutlich an. Diese Charakteristika lassen auf
Kondensationsreaktionen, die wahrend der Modifizierungen stattfinden, schlieBen.

Da die reduzierte-acetylierte Probe (L2red_acet) nicht vollstandig in THF gel6st werden
kann, kann die GPC kein Ergebnis liefern. Von dieser Probe, sowie von der unmodifizierten
Kraft-Ligninprobe L2 werden eine Viskositatsmessung durchgeflhrt.

Viskositdtsmessung

Da die Ligninpraparate L2 und L2red_acet in Dioxan/Wasser (1:1) I8slich sind, kann eine
Viskositatsmessung durchgefiihrt werden. In Tabelle 12 sind die Werte des Staudinger Index

[n] der Proben L2 und L2red_acet zusammengefasst.

Tabelle 12: Staudinger Index der gemessenen Proben der L2-Reihe

Probe Staudinger Index
[n]
L2 0,034
L2red acet 0,059

Diskussion

Der Staudinger Index der reduzierten-acetylierten Probe L2red_acet liegt Uber dem
Staudinger Index der unmodifizierten L2 Probe. Da der Staudinger Index proportional zum
Molekulargewicht ist, ist auch das Molekulargewicht der Probe L2red_acet gréBer als das

von L2.

Alle durchgefiihrten Modifizierungen von Kraft-Lignin (L2) erhéhen das Molekulargewicht und

den Polydispersitatsindex.

4.2.2. Physikalische Charakterisierung

PartikelgréBenanalyse

Die ermittelten Ergebnisse der PartikelgroBenanalyse der Ligninpraparate (L2-Reihe) werden
in Tabelle 13 zusammengefasst. Die durchschnittlichen Durchmesser sowie die Anzahl der
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Fraktionen werden durch eine Volumsverteilung der Partikel erhalten. Einen graphischen

Vergleich der mittleren Durchmesser der Proben zeigt das Balkendiagramm der Abbildung

21.

Tabelle 13: Ergebnisse der PartikelgroBenanalyse (L2-Reihe)

Volums Verteilung

Probe Durchmesser Durchmesser Durchmesser Anzahl
10% 50% 90% der
Fraktionen
[um] [um] [um]

L2 2,68 15,48 35,97 3
L2acet 1,70 16,57 45,21 3
L2met 0,97 6,67 16,96 3

L2red acet 2,18 13,54 32,09 2
PartikelgroRenverteilung nach Volumen
[ Durchmesser 10%
40 - [ Durchmesser 50%
Il Durchmesser 90%
'S 304
—
O
2 20-
e
o
>
a
10 -
04

L2

L2acet

Proben

L2met L2red_acet

Abbildung 21: Balkendiagramm der mittleren Partikeldurchmesser (L2-Reihe)

49



Diskussion

Die Methylierung sowie die Reduktion-Acetylierung von Kraft-Lignin fihren zu einer
Verringerung der PartikelgréBen.

Die Acetylierung fahrt in den Bereichen 50% und 90% zu einer VergréBerung der Partikel, im

Bereich 10% hingegen zu einer Verkleinerung der Partikel.

Thermogravimetrie (Thermogravimetrische Analyse (TG) und DTG)

Die Ergebnisse des thermischen Abbaus der Ligninproben (L2-Reihe) sind in Tabelle 14
zusammengefasst. Wichtige KenngréBen sind die Onset-Temperatur (Tonset), die den Beginn
des thermischen Abbaus der Proben signalisiert und die Zersetzungstemperatur (Teng), die
das Ende des thermischen Abbaus der Proben signalisiert, sowie die Maximal-Temperatur
(Tmax), die Temperatur bei der maximalen Zersetzungsgeschwindigkeit und der
Gewichtsverlust der Proben nach der thermischen Behandlung.

Abbildung 22 zeigt die Auswertung der Thermogravimetrie der Probe L2acet beispielhaft fir

alle Ligninpraparate.

Tabelle 14: Ergebnisse der Thermogravimetrie der L2-Reihe

TG DTG
Probe T(onset) [°C] | Gewichtsverlust [%] T(end) [°C] T(max) [°C] | T(max) [%/min]
L2 278 50 415 372 3,02
L2acet 310 58 440 395 3,77
L2met 332 58 440 403 4,54
L2red_acet 99 53 141 121 4,22
Diskussion

Die unmodifizierte Kraft-Ligninprobe L2 beginnt sich bei einer Temperatur von 278°C zu
zersetzen. Der thermische Abbau der Probe endet bei 415°C mit einem Gewichtsverlust der
Probe von 50%.

Durch die Acetylierung und die Methylierung verschiebt sich der thermische Abbau
zu hoéheren Temperaturen. Der Gewichtsverlust der Probe nach der thermischen
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Behandlung hingegen steigt etwas. Das beste thermische Verhalten zeigt die methylierte
Probe mit einer Onset-Temperatur von 332°C und einer Zersetzungstemperatur von 440°C.

Nach der Publikation von Sun et al. (81) geht die thermische Stabilitdt von Ligninpréparaten
mit ihrem Molekulargewicht einher. Je hdher das Molekulargewicht desto besser die
thermische Stabilitat der Probe. Das trifft auf das Ligninpraparat L2acet zu.

Die reduzierte-acetylierte Probe weist gegenlber der unmodifizierten Ligninprobe ein
schlechteres thermisches Verhalten auf. Die Zersetzung startet bei einer Temperatur von
99°C und endet bei einer Temperatur von 141°C (L2red_acet) mit einem Gewichtsverlust
von 53% (L2red_acet).

DTG /(%/min)
TG /%

100 r0.0

[Onset: 309.6 °C
F-0.5
90 1

80 1

70 A
F-2.0

60 1 Restmasse: 41.94 % L-2.5

50 1 r-3.0

\ Ende: 439.8 °C 3.5
40 N

100 200 300 400 500
Temperatur /°C

Abbildung 22: Thermogravimetrie von L2acet

4.2.3. Spektroskopische Charakterisierung

Abgeschwéchte Totalreflexion-Infrarotspektroskopie (ATR-IR)

Die Zuordnung der Banden erfolgt durch Vergleich der gemessenen ATR-IR-Banden mit
jenen aus einigen Veroéffentlichungen (10) (30) (65) (74) (75) (76) (77), sowie aus zwei
Blchern (78) (79).

In Tabelle 15 sind die Wellenzahlen der gemessen ATR-IR-Banden den funktionellen
Gruppen zugeordnet. Die Abbildungen 23-26 zeigen die gemessenen ATR-IR-Spektren der
Ligninpréparate (L2-Reihe).
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Tabelle 15: Zuordnung der ATR-IR-Banden der L2-Reihe

Zuordnung L2 L2acet L2met L2red_acet
st O-H, phenolische und aliphatische
OH 3403 3545 3488 3665, 3623
COO-H 3403 - - -
st C-H, CH; und CH, 2974 2973, 2945 2934 2988
OCHs; - - 2834 -
1732,
st C=0, unkonjungierte CO 1698 1763, 1739 1695 1759, 1711
1584,
st C=C, Aromat, st C=0, st C=C-OH | 1599, 1514 | 1594, 1509 1513 1579, 1511
st C-C, Aromat 1514 1509 1513 1511
Oasymmetrisch C-H, CHz und CH> 1464 1466 1464 -
st C-C, Aromat, CH von Methyl 1429 1420 1419 -
CH;-S- , -CH,-S- 1429 1420 1419 1407
C-C-H aus Alkanen - - - 1407
Syringyl-Ring Schwingung mit CO
Streckung - - - 1407
&ip O-H, phenolische OH 1374 - - 1375
Syringyl-Ring Schwingung mit CO
Streckung 1374 1369 - 1375
st C-O, Guaiacyl 1269 - 1262 1268
Syringyl-Ring Schwingung mit CO
Streckung 1269 - 1262 1268
st C-O(H) + C-O(Ar), phenolische OH
und Ether 1216 - - -
R-CO-OR’ - 1196 - -
C-0-C - - 1141 -
Oip Ar C-H, Guaiacy! 1127 - - -
C-O-C 1105 - - -

52



C=S, C-0-C 1076 ; 1088 ;
1035 1033 1026 1029
st C-O(H) + C-O-C, 1.0rdnung
aliphatische OH und Ether
923, 892,
Aromaten Substitutionsmuster 856,823 | 904,824, | 858,807, | 874 704,
618 765,639 | 639, 941,
457
Oop Ar C-H, Guaiacyl 856 - 858, 807 -
Oop Ar C-H, Syringyl 823 824 - -
CS - 618 639 -

mit
st:  Streckschwingung
Oip:  In-plane Deformationsschwingung

Op:  Out-of-plane Deformationsschwingung

Diskussion

Die unmodifizierte Ligninprobe L2 stimmt ziemlich genau mit den Banden der Publikation von
A. Tejado et al. (10) far Kraftlignin Uberein. Das Spektrum (siehe Abbildung 23) zeigt
deutliche OH-, Carbonyl- und Ether-Banden. Die breite Bande bei 3403cm™ lasst aber auch
auf Anwesenheit von Saure schlieBen. Die Bereiche zwischen 900 und 700cm™ zeigen ein
ausgepragtes Aromaten Substitutionsmuster. Das Spektrum weist auch aliphatische Banden
auf. Die komplexe Struktur von Lignin wird durch das aufgenommene ATR-IR-Spektrum
deutlich. Die Banden bei 1429cm™ und 1076cm™ kénnten Schwefelbanden sein. Der
Schwefel kbnnte einerseits schon aus dem Kraftprozess stammen, er kdnnte allerdings auch
durch die Prazipitation des Lignins mit Schwefelsédure in die Probe eingebracht worden ein.

Acetylierung:

Das Spektrum der acetylierten Probe (siehe Abbildung 24) zeigt nur eine sehr
abgeschwachte OH-Bande bei 3545cm™. Im Vergleich zur unmodifizierten Ligninprobe ist
diese Bande deutlich schwéacher geworden. Dieser Effekt spricht fir eine erfolgreiche
Acetylierung der Probe. Bei der Acetylierung mit Acetanhydrid werden Hydroxylgruppen in
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Acetylgruppen umgewandelt, dadurch verringert sich die Konzentration der
Hydroxylgruppen. Deutliche Banden erkennt man bei 1763cm™, 1739cm™ und 1196cm™. Die
ersten beiden Banden sind charakteristische C=0-Banden und die Bande bei ca. 1200cm’
ist eine charakteristische Ester-Bande. Auch dieses Ergebnis spricht flr eine erfolgreiche
Acetylierung, da die Acetylgruppe durch diese Banden wiedergespiegelt wird. Weitere
Banden sind charakteristisch fiir eine Ligninprobe (Ether, aromatische und aliphatische
Region).

Methylierung:

Die methylierte Probe zeigt im IR-Spektrum (siehe Abbildung 25) eine abgeschwéachte OH-
Bande. Im Vergleich zur unmodifizierten Ligninprobe ist diese Bande deutlich schwéacher
geworden. Da bei der Methylierungsreaktion Hydroxylgruppen in Methoxylgruppen
umgewandelt werden, spricht dieses Ergebnis fur eine erfolgreiche Reaktion. Die gebildeten
Methoxylgruppen zeigen sich in der Bande bei 2834cm™, welche im Spektrum der
unmodifizierten Kraft-Ligninprobe nicht vorhanden ist und des Weiteren in den
Absorptionsbanden bei 1141cm™”, 1088cm™ und 1026cm™. Zudem gibt das Spektrum
Banden flr eine typische Ligninprobe wieder (Carbonyl-, aliphatische- und aromatische-
Banden).

Reduktion-Acetylierung:

Die reduzierte-acetylierte Ligninprobe weist ein sehr ahnliches ATR-IR-Spektrum (siehe
Abbildung 26) wie die acetylierte Probe (L2acet) auf. Die OH-Bande bei 3662cm™ ist im
Vergleich zur OH-Bande der unmodifizierten Probe bei ca. 3400cm™ nicht so ausgepragt.
Zwei Carbonylbanden (1759cm™ und 1711cm™) treten im Spektrum auf. Diese Indizien
sprechen fur eine erfolgreiche Acetylierung. Des Weiteren zeigt das Spektrum der
reduzierten acetylierten Probe alle charakteristischen Banden der funktionellen Gruppen von
Lignin (Ether-, Aromaten-, Aliphaten-Banden).
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ATR-IR-Spektren:
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Abbildung 23: ATR-IR-Spektrum von L2
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Abbildung 24: ATR-IR-Spektrum von L2acet
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Abbildung 25: ATR-IR-Spektrum von L2met
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Abbildung 26: ATR-IR-Spektrum von L2red_acet
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Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)
'H-NMR

Die Auswertung erfolgt nach der Methode von A. Gregorova (64) und A.R. Goncalves et al.
(68). Dabei werden Integrale Uber gewisse ppm Bereiche (siehe Tabelle 16) der
aufgenommenen Spekiren gebildet. Durch Normierung des Integrals des aromatischen
Bereichs zwischen 7,9 und 6,25ppm auf den Wert 1, kdnnen die Regionen prozentuell
angegeben werden.

Die Konzentration der Acetylgruppen entspricht der Konzentration der Hydroxylgruppen, da
die Proben vor der NMR Messung acetyliert werden (10). Acetylierte Ligninpraparate zeigen
deutliche Signale in ppm Bereichen, welche nicht mit anderen Wasserstoff-Signalen
uberlagern. Aromatische und aliphatische Acetylgruppen sind zu verschiedenen ppm
Bereichen verschoben (2,3ppm und 2,1ppm) und zeigen im Spekirum separate Peaks.
Damit ergibt das Spektrum der acetylierten Ligninpréaparate den totalen Gehalt an
Acetylgruppen (proportional zum Hydroxylgruppengehalt) (80). Die acetylierten Proben
werden mit Probenbezeichnung_AC bezeichnet.

Die prozentuale Verteilung der Regionen der acetylierten Ligninpréparate (L2-Reihe) ist in
Tabelle 16 zusammengefasst. Die Abbildungen 27-33 zeigen die gemessenen 'H-NMR-
Spektren der acetylierten Ligninproben (L2-Reihe).

Tabelle 16: prozentuale Verteilung der Regionen der acetylierten Ligninproben (L2-Reihe) nach der 'H-

NMR Auswertung

Probe L2 AC L2acet AC | L2met AC |L2red acet AC
: : - Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%] Anteil [%]
Regionen [Chemischer Shift in
ppm]
Aromatische Region [7,9-6,25] 22 23 20 21
Nicht zyklisch benzylische Region
Zyklisch benzylische Region [5,75-
5,2] 3 3 4 2
Methoxyl Region [4,2-3,55] 22 22 51 23

Aromatische acetyl Region [2,42-
2,12] 16 16 4 17

Aliphatische acetyl Region [2,12-
1,6] 24 24 11 25
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Sauerstofffreie aliphatische
Region [1,6-0] 11 10 8 9

Da das verwendete Lésungsmittel DMSO_d6 Feuchtigkeit aus der Luft aufnimmt, tritt bei
3,4ppm ein Peak in den aufgenommenen Spektren auf, welcher Wasser zuzuordnen ist.
Weiters erfolgt die Aufarbeitung der Ligninpraparate im wassrigen Medium und die
Ligninprédparate werden anschlieBend mittels  Gefriertrocknung getrocknet. Ein
Restwassergehalt kann in den Ligninpraparaten ebenfalls enthalten sein.

Diskussion

Abbildung 27 zeigt die 'H-NMR-Spektren von Kraft-Lignin vor und nach der Acetylierung.
Hydroxyl-Gruppen werden durch die Reaktion in Acetyl-Gruppen umgewandelt. Das
Spektrum der unmodifizierten Ligninprobe L2 zeigt im Bereich von 8,2ppm bis 9,5ppm noch
deutliche Hydroxyl-Signale, welche im Spektrum der acetylierten Probe L2_AC nicht mehr
aufscheinen. Die gebildeten Acetylgruppen fihren im Spektrum der acetylierten Ligninprobe
zu den Peaks zwischen 2,4ppm bis 1,6ppm, welche im Spektrum der unmodifizierten Kraft-
Ligninprobe noch nicht vorhanden sind.

Acetylierung:

Das Spektrum der doppelt acetylierten Ligninprobe (L2acet AC) (siehe Abbildung 29)
unterscheidet sich kaum von jenem der einfach acetylierten Probe (L2_AC) (siehe Abbildung
28). Auch die prozentuelle Auswertung der Bereiche zeigt keine Unterschiede zwischen
diesen Ligninpraparaten.

Methylierung:

Die Methoxyl Region in der Probe L2met_AC steigt von 22% (L2_AC) auf 51%. Gleichzeitig
sinkt die Konzentration der Acetylgruppen in der methylierten Probe im Vergleich zur Kraft-
Ligninprobe L2_AC (,Aromatische acetyl Region® von 16% auf 4% und die ,Aliphatische
acetyl Region® von 24% auf 11%). Abbildung 31 zeigt die Spektren von Kraft-Lignin _AC vor
und nach der Methylierung. Deutlich zu erkennen ist der Anstieg der Methoxylregion und das
Verschwinden des aromatischen Acetylpeaks im Spektrum der methylierten Probe
L2met_AC. Da die Konzentration der Acetylgruppen der aufgenommenen Spektren der
Konzentration der Hydroxylgruppen in den Ligninpréparaten entspricht, sind die
Veranderungen der Konzentrationen der oben erwahnten Bereiche verstandlich. Durch die
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Mehylierung der Kraft-Ligninprobe werden Hydroxylgruppen in  Methoxylgruppen
umgewandelt. Die restlichen Bereiche der methylierten Probe unterscheiden sich kaum von
den Bereichen der unmodifizierten Probe. Das Ergebnis spiegelt eine erfolgreiche
Methylierung der Probe wieder.

Reduktion-Acetylierung:

Das Spektrum der reduzierten acetylierten Ligninprobe (siehe Abbildung 32) unterscheidet
sich kaum von jenem der acetylierten Probe (siehe Abbildung 28). Die erfolgreiche
Acetylierung erkennt man an den beiden Acetylpeaks (im Bereich von 2,4ppm bis 1,6ppm)
und dem Fernbleiben von Hydroxylpeaks (im Bereich von 8,2ppm bis 9,5ppm) im Spektrum
der reduzierten acetylierten Ligninprobe. Durch die Reduzierung mit anschlieBender
Acetylierung der Kraft-Ligninprobe konnten Verunreinigungen entfernt werden. (siehe
Abbildung 33) Im Spektrum der Kraft-Ligninpréparate L2_AC und L2acet_AC treten bei ca.
8,6ppm und 1,9ppm Peaks auf, welche nicht der Ligninstruktur zuzuordnen sind. Das Signal
bei ca. 8,6ppm stammt mit groBer Wahrscheinlichkeit von freien Sauren in den
Ligninpraparaten. Der scharfe Peak bei ca. 1,9ppm ist Essigsdureanhydrid, welche zur
Acetylierung der Proben verwendet wird, zuzuordnen. Diese Verunreinigungen werden durch

die Modifizierung Reduktion/Acetylierung entfernt.

'H Spektren:

L2_AC|

7 Lo \:/'-\/cetyl-Gruppen

OH-Gruppen

ppm

Abbildung 27: 'H-NMR-Spektren L2 vor und nach der Acetylierung
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Abbildung 28: 'H-NMR-Spektrum von L2_AC
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Abbildung 29: 'H-NMR-Spektrum von L2acet_AC
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Abbildung 30: 'H-NMR-Spektrum von L2met_AC
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Abbildung 31: 'H-NMR-Spektren L2 vor und nach der Metylierung
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Abbildung 32: 'H-NMR-Spektrum von L2red_acet _AC
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Abbildung 33: 1H-NMR-Spektren L2,L2 AC und L2red_acet_AC
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4.2.4. Zusammensetzung der L2-Ligninpraparate

Klason Ligningehalt

Die Klason Ligningehalte der Ligninpraparate (L2-Reihe) sind in Tabelle 17 aufgelistet und in
Abbildung 34 graphisch als Balkendiagramm dargestellt.

Tabelle 17: Klason Lignin Gehalt der L2-Reihe

Probe Klason Lignin | Standardabweichung
[%]
L2 89,9 0,2
L2acet 69,4 0,8
L2met 93,6 1,1
L2red_acet 39,5 4,5

Diskussion

Der Klason Ligningehalt der unmodifizierten Probe L2 betragt ca. 90%. Durch die
Modifizierungen verringert sich der Klason Ligningehalt der Proben. Besonders drastisch ist
die Verringerung nach der der Reduktion-Acetylierung von L2. Der Klason Ligningehalt
dieser Probe sinkt auf ca. 40%. Eine Ausnahme stellt die Probe L2met dar. Der Klason
Ligningehalt steigt hier auf 94%.

Bestimmung des séureléslichen Lignins von L2red_acet

Der sehr niedrige Klason Ligningehalt der Probe L2red_acet ist der Anlass zur Bestimmung
des Gehaltes an saureldslichem Lignin in dieser Probe.

Der Gehalt an saureléslichem Lignin in der Probe L2red_acet betragt 30,4%.
Diskussion

Addiert man die beiden ermittelten Ligningehalte (saureunlésliches und sd&ureldsliches
Lignin) der Probe, so erhalt man einen totalen Ligningehalt von 69,9%. Dieser Wert liegt im
Bereich der restlichen modifizierten Ligninpréaparate.
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Abbildung 34: Ligningehalt der L2-Reihe

Elementaranalyse und Sauerstoff-Bestimmung

Die Ergebnisse der Elementaranalyse (C-, H-, N-; S-Gehalt) sowie des berechneten
Sauerstoffgehaltes der Ligninpraparate (L2-Reihe) sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Berechnung der empirischen Formel der Phenylpropaneinheit, Mw der

Phenylpropaneinheit und des Methoxylgruppen-Gehaltes

Mit Hilfe der Daten der Elementaranalyse und 'H-NMR Spektroskopie der acetylierten
Proben kann eine empirische Formel flr die Ligninpraparate vorgeschlagen werden.
AuBerdem kann das Massenmittel (Mw) der Phenylpropaneinheit und der Methoxylgruppen-

Gehalt berechnet werden (Tabelle 18) (82).
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Tabelle 18: Elementaranalyse, Empirische Formel und Mw der Phenylpropaneinheit und Methoxyl-Gehalt

der Proben der L2-Reihe

Probe Elementarzusammensetzung| Empirische Formel der Mw der OCHs;
Phenylpropan-Einheit Phenylpropan-Einheit
C [%] |H[%] | S [%]| O*[%] [%]
[g/mol]

L2 62,31 | 5,04 | 2,83 | 29,6 | CgH; 2S¢ 170275(0OCH3)066 185 12
L2met 66,91 6,60 1 ,75 24,6 C9H6,44SO,1000,84(OCH3)1,81 187 35
L2acet 58,21 | 5,14 | 1,62 | 34,7 | CoHs 11S0,100364(OCHa3)064 198 11
L2red_acet (38,61 | 4,60 | 0,83 | 27,2 | CoH1127S0,090431(OCHs3)0 67 218 10

*berechnet mit Hilfe des Aschegehaltes und der Elementarkonzentrationen

Diskussion

Die methylierte Probe (L2met) weist den héchsten Gehalt an Methoxylgruppen auf (35%).
Dieses Ergebnis zeigt auch die empirisch berechnete Formel der Phenylpropan-Einheit.

Durch die Acetylierung und die Reduktion-Acetylierung steigt der Sauerstoffgehalt der
empirischen Formel der Phenylpropan-Einheit in den Proben.

Alle Modifizierungen zeigen eine Reduktion des Schwefelgehalts. Das beste Ergebnis erzielt
die reduzierte-acetylierte Probe. Der Schwefelgehalt sinkt von 2,83% in der unmodifizierten
Probe auf 0,83% in der reduzierten-acetylierten Probe.

Die Molekulargewichte der Phenylpropan-Einheit steigen durch die Modifizierungen. Das
Ergebnis der Molekulargewichtsbestimmungen der Proben mittels GPC und Viskosimetrie
wird dadurch gestarkt.

4.2.5. Charakterisierung der antioxidativen Eigenschaften

DPPH-Test: Bestimmung der radikalfangenden Eigenschaften

Die antioxidative Aktivitat der Ligninpraparate wird an deren Fahigkeit DPPH Radikale zu
reduzieren gemessen. Zusatzlich wird die ermittelte Aktivitdt mit Irganox 1010, einem
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kommerziell erwerblichen Antioxidans hauptsachlich verwendet in der Polymerchemie,

verglichen.

Die gemessenen Absorptionswerte bei 518nm ergeben mit Hilfe des Lambert-Beerschem
Gesetz (9) die Restkonzentration an DPPH Radikalen in den Lésungen.

A (Absorption)
b (Schichtdicke)*a (Absorptionskoef fizient)

c(DPPH) = ©)

Die erstellte Kalibrationskurve mit Irganox 1010 zur Aufklarung der Stéchiometrie der
Reaktion ist in Abbildung 35 dargestellt.

Gleichung 10 gibt das Molenverhaltnis an verbrauchtem Irganox 1010 pro reduziertem DPPH
Radikal an.

Yy (Irganox 1010)

c(Irganox 1010) = c(DPPH) * ¥ (DPPH)

(10)

Gleichung 10 sowie die Kalibrationskurve (Abbildung 35) ergeben ein Verhaltnis von 0,2 Mol
Irganox 1010 zu 1 Mol DPPH. Das bedeutet 1 Mol Irganox 1010 ist fahig 4 Mol DPPH zu
reduzieren. Da in einem Mol Irganox 1010 4 Hydroxylgruppen vorhanden sind, kann man
davon ausgehen, dass eine Hydroxylgruppe die Fahigkeit besitzt eine Mol DPPH zu

reduzieren.

OH

518nm

< 0,5

HO

0‘2 I ! I“ Y I Y I y % I I I 1
0,0 0,2 0,4 06 08 1,0 12 1,4 1,6

Irganox 1010:DPPH Molverhaltnis

Abbildung 35: Kalibrationskurve des DPPH-Tests
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Abbildung 36 zeigt die gemessene Absorption (518nm) wahrend der Reaktion einer 56 pM
DPPH Lésung mit einer Irganox 1010 Lésung (11,6 mg/L, blaue Kurve), einer Kraft-Lignin L2
Lésung (12,8 mg/L, rote Kurve) und einer Blank Lésung (reines DMSO, schwarze Kurve)
nach der Zeit [min].

Die antioxidative Aktivitat der Ligninpréaparate ist in Tabelle 19 als Irganox 1010 equivalent
antioxidant capacity (IEAC) angegeben, um die Ligninpraparate mit einem kommerziell
erwerblichen Antioxidans zu vergleichen. Dieser Wert entspricht der Menge an Iragnox 1010
dessen antioxidative Aktivitat duqivalent zu 1g Ligninpréaparat ist.

Tabelle 19: IEAC Werte der Ligninpraparate der L2-Reihe

Probe IEAC
[g(Irganox 1010)/g(Probe)]

L2 0,81
L2acet 0,06
L2met 0,09

L2red_acet 0,04

Diskussion

Unmodifiziertes Kraft-Lignin L2 zeigt antioxidative Eigenschaften im DPPH Test. Verglichen
mit der antioxidativen Aktivitdt von Irganox 1010, schneidet Kraft-Lignin L2 nach 4 Stunden
nur etwas schlechter ab (0,81g Irganox 1010 zeigen die aquivalente antioxidative Aktivitat
wie 1g Kraft-Lignin L2). Wie aus Abbildung 36 hervor geht, zeigen die Irganox 1010- und die
Kraft-Lignin L2- Lésungen verschiedene Kinetiken. Wahrend Irganox 1010 in den ersten 60
Minuten einer starke antioxidative Aktivitat zeigt, die sich in den darauffolgenden Minuten
verringert, aber doch eine konstante Abnahme der Absorption bewirkt, weist die Kraft-
Ligninprobe L2 eine Uber den gesamten Zeitbereich konstante Verringerung der Absorption

auf.

Durch die Modifizierungen von Kraft-Lignin L2 und damit einhergehend den strukturellen
Veranderungen in der Probe verlieren die Praparate die antioxidative Wirkung. Da durch die
Modifizierungen Hydroxylgruppen umgewandelt und verringert werden, wird die antioxidative
Aktivitat der Kraft-Lignin L2 Probe auf diese funktionelle Gruppe zurtickgefiihrt.
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Abbildung 36: Absorption (518nm) - Zeit Kurve einer Iragnox 1010- (blau), Kraft-Lignin L2- (rot) und Blank-
(schwarz) DPPH Lésung

4.2.6. Charakterisierung der antibakteriellen Eigenschaften

Bouillondilutionstest

Durch die Absorptionsmessung der Proben-Bakterien-Losungen und einer Bakterienldsung
ohne Probe (Blank) bei 600nm kann die Reduktion des Bakterienwachstums der
Ligninproben (L2-Reihe) bestimmt werden. Die berechneten Reduktionswerte der
Ligninpréparate sind flr die Bakterienstdmme Escherichia coli und Staphylococcus aureus in
Tabelle 20 zusammengefasst und graphisch als Balkendiagramm dargestellt (Abbildung 37).

Tabelle 20: berechnete Reduktion des Bakterienwachstums

Reduktion [%] _ Reduktion [%] _
Probe Standardabweichung i Standardabweichung
St. aureus E. coli

Blank - - - -

L2 - - - -
L2acet 70,6 0,04 - -
L2met - - - -

L2red_acet 92,9 0,02 23,6 0,009
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Diskussion

Die unmodifizierte Ligninprobe (L2) zeigt weder gegen den Bakterienstamm Staphylococcus
aureus (grampositiv) noch gegen den Bakterienstamm Escherichia coli (gramnegativ)
antibakterielle Wirkung.

Auch die methylierte Kraft-Ligninprobe (L2met) weist keine Reduktion des
Bakterienwachstumes der beiden Bakterienstdmme auf.

Die acetylierte Ligninprobe (L2acet) sowie die reduzierte-acetylierte Ligninprobe
(L2red_acet) reduzieren das Bakterienwachstum von Staphylococcus aureus in den
Probenlésungen (L2acet:72% Reduktion und L2red_acet: 93% Reduktion).

Die Bakterien des Typs Escherichia coli (gramnegativ) sind gegentiber den Ligninproben
sehr resistent. Antibakterielle Wirkung zeigt hier einzig die Probe L2red_acet (24%
Reduktion).

Bouillondilutionstest

100
| [ Staphylococcus aureus
I Escherichia coli
80
T 60~
C
i) ]
=
2 ug-
[0}
4
20
0 : , : : .
L2 L2acet L2met L2red_acet
Proben

Abbildung 37: Reduktion des Bakterienwachstums der Ligninpréaparate der L2-Reihe im
Bouillondilutionstest
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4.2.7. Resiimee

Folgende Modifizierungen von Kraft-Lignin isoliert aus Schwarzlauge kdnnen dargestellt

werden:

Die Methylierung von Kraft-Lignin wandelt mit Hilfe von Dimethylsulfat Hydroxyl- in
Methoxylgruppen um. Die erfolgreich abgelaufene Reaktion wird durch die Ergebnisse der
ATR-IR-, der 'H-NMR-Messung sowie der Daten der Elementaranalyse gezeigt. Das
Spektrum der  ATR-IR-Messung zeigt deutliche Absorptionsbanden, die
Methoxylschwingungen zuzuordnen sind. Zudem wird die Absorptionsbande der OH-
Schwingung im Vergleich zum Spektrum der unmodifizierten Kraft-Ligninprobe deutlich
schwicher. Die Auswertung der 'H-NMR Daten untermauert dieses Ergebnis. Die
Konzentration der Methoxylgruppen in der methylierten Probe steigt und die Konzentration
an Hydroxylgruppen sinkt im Vergleich zu jener der unmodifizierten Ligninprobe. Die
Berechnungen an Hand der Ergebnisse der Elementaranalyse weisen flr die methylierte
Ligninprobe eine erhéhte Konzentration an Methoxylgruppen im Vergleich zu Kraft-Lignin L2

auf.

Die Acetylierung mit Essigsaureanhydrid von Kraft-Lignin wandelt Hydroxyl- in Acetylgruppen
um. Die erfolgreich abgelaufene Reaktion wird durch die Ergebnisse der ATR-IR-Messung,
der 'H-NMR-Messung sowie der Daten der Elementaranalyse gezeigt. Das Spektrum der IR-
Messung zeigt, im Vergleich zur unmodifizierten Kraft-Ligninprobe, eine sehr schwache OH-
Absorption und stark ausgepragte Carbonyl- und Esterbanden. Die Elementaranalyse zeigt
fOr die acetylierte Ligninprobe, im Vergleich zur unmodifizierten Ligninprobe, einen erhdhten
Gehalt an Sauerstoff in der Probe. Das 'H-NMR-Spektrum der unmodifizierten Ligninprobe
L2 zeigt deutliche Hydroxyl-Signale, welche im Spektrum der acetylierten Probe nicht mehr
aufscheinen. Die gebildeten Acetylgruppen flhren im Spektrum der acetylierten Ligninprobe
zu den Peaks zwischen 2,4ppm bis 1,6ppm, welche im Spektrum der unmodifizierten Kraft-
Ligninprobe noch nicht vorhanden sind.

Die an die Reduktion mit Natriumborhydrid anschlieBende Acetylierung der Kraft-Ligninprobe
L2 zeigt anndhernd dieselben Ergebnisse wie die acetylierte Ligninprobe. Verunreinigungen
(freie Sauren und Essigsaureanhydrid von der Acetylierung) kdénnen aber durch diese
Modifizierung aus der Ligninprobe entfernt werden (siehe 'H-NMR-Spektrum von
L2red_acet AC).

Durch die Modifizierungen des Kraft-Lignins werden funktionelle Gruppen in die
Ligninstruktur eingebaut und das Molekulargewicht der Praparate steigt. Die Erhéhung des

Molekulargewichtes der modifizierten Proben im Vergleich zum unmodifizierten Kraft-Lignin
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L2 bestatigen die Gelpermeationschromatographie, die Viskositdtsmessung sowie die
Berechnung mit Hilfe der Daten der Elementaranalyse.

Antioxidative Eigenschaften im DPPH-Test zeigt einzig die unmodifizierte Kraft-Ligninprobe.
Laut Literatur (55) (47) (56) sind phenolische Hydroxylgruppen fir die radikalfangende
Eigenschaft einer Substanz verantwortlich. Da durch die Modifizierungsreaktionen diese
phenolischen Hydroxylgruppen umgewandelt werden, erklart sich die fehlende antioxidative
Wirkung der modifizierten Ligninpréparate. Das niedrige Molekulargewicht der Kraft-
Ligninprobe L2 spielt ebenfalls eine Rolle fur die antioxidative Aktivitat (47).

Antibakterielle  Eigenschaften hingegen weisen modifizierte Ligninpréparate auf.
Ligninpréparate nach der Acetylierung sowie der Reduktion/Acetylierung zeigen eine
Reduktion des Bakterienwachstumes gegeniber dem grampositiven Bakterienstamm
Staphylococcus aureus. Das Wachstum des sehr resistenten gramnegativen
Bakterienstammes Escherichia coli kann nur von der reduzierten-acetylierten Ligninprobe
reduziert werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Einbringen von Acetylgruppen in Kraft-
Lignin die antibakteriellen Eigenschaften verbessert.

4.3. Modifizierung der molekularen Eigenschaften von Kraft-Lignin und

Kombination mit Modifizierungen

Um die molekularen Eigenschaften von Kraft-Lignin prazipitiert aus Schwarzlauge zu
verandern, erfolgt eine Extraktion des Kraft-Lignins in verschiedenen Lésungsmitteln. Durch
die Extraktion werden unterschiedliche Lignin-Fraktionen erhalten (siehe 4.3.1.). Eine weitere
Mdglichkeit, die molekularen Eigenschaften des Kraft-Lignins zu veradndern ist die
Modifizierung mit dem Enzym Laccase (siehe 4.3.2.).

4.3.1. Lésungsmittelextraktion
Die Ausbeuten von Kraft-Lignin nach der Extraktion in den Lésungsmitteln sind in Tabelle 21

aufgelistet.
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Tabelle 21: Ausbeuten der Proben (L2-Reihe) nach der Lésungsmittelextraktion

Verwendete Polaritatsindex Hildebrand Léslichkeits Ausbeute [%)]
Lésungsmittel Parameter [MPa]"? L
Aceton 5,1 19,7 41
Dichlormethan 3,1 20,2 4
1,4-Dioxan 4,8 20,5 48
Methanol 5,1 29,7 46
Tetrahydrofuran 4 18,5 72

4.3.1.1. Charakterisierung der extrahierten Ligninpraparate

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Ergebnisse (Zahlenmittel (Mn), Massenmittel (Mw), Polydispersitatsindex (PDI)) der

extrahierten Ligninproben (L2_LM-Reihe) werden in Tabelle 22 zusammengefasst. Um einen

Vergleich der Ergebnisse zu ermdglichen sind in den Abbildungen 38 und 39 die Ergebnisse

als Balkendiagramm dargestellt.

Tabelle 22: Ergebnisse der GPC fiir die extrahierten Proben (L2_LM-Reihe)

Mn [g/mol] | Mw [g/mol] | PDI (Mw/Mn)
950 1560 1,6
L2_Aceton 1030 1800 1,7
L2 DCM 750 940 1,3
L2_Dioxan 1150 3070 2,7
L2_MeOH 910 1300 1,4
L2 _THF 1170 3150 2,7
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Diskussion

Die Extraktion von Kraft-Lignin in verschiedenen Lésungsmitteln fihrt zu einer Veranderung
der Molekul-Architektur. Hyperverzweigungen und Vernetzungen kénnen hervorgerufen
werden und flhren zu einer Veranderung der molekularen Struktur von Kraft-Lignin. Die
durchgefuhrten Extraktionen mit den verschiedenen L&sungsmitteln (Tabelle 22) flhren
gréBten Teils zur Verschiebung des Molekulargewichts und des PDIs zu héheren Werten
(bei Aceton, Dioxan und Tetrahydrofuran). Die Extraktionen in Dichlormethan und Methanol
hingegen zeigen ein entgegengesetztes Ergebnis. Die Molekulargewichte (Zahlen- und
Massenmittel) und der PDI kénnen durch die Extraktionen in den beiden L&sungsmitteln
gesenkt werden. Da die Ausbeute an extrahiertem Kraft-Lignin in Dichlormethan nur bei 4%
liegt, wird flr die weiteren Durchflhrungen Methanol ausgewahlt. Die Ausbeute an
extrahiertem Kraft-Lignin in Methanol betrédgt 46% und ist damit ausreichend fir weitere
Untersuchungen.

GPC

[ Mw [g/mol]
30007 [ Mn[g/mol]

2500

2000
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Mn bzw Mw [g/mol]

500

L2 L2 Aceton L2 DCM L2 Dioxan L2 MeOH L2 THF
Proben

Abbildung 38: Balkendiagramm der Mn und Mw Werte der extrahierten Proben (L2_LM-Reihe)
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Abbildung 39: Balkendiagramm der PDI Werte der extrahierten Proben (L2_LM-Reihe)

Thermogravimetrie (Thermogravimetrische Analyse (TG) und DTG)

Die Ergebnisse des thermischen Abbaus der extrahierten Ligninproben (L2_LM-Reihe) sind

in Tabelle 23 zusammengefasst.

Tabelle 23: Ergebnisse der Thermogravimetrischen Analyse der extrahierten Proben (L2_LM-Reihe)

TG DTG
Probe T(onset) [°C] | Gewichtsverlust [%] | T(end) [°C] | T(max) [°C] | T(max) [%/min]

L2 278 50 415 372 3,02
L2_Aceton 296 55 425 386 3,57
L2 DCM 249 78 431 387 4,32
L2_Dioxan 128 5 180 149 0,24
L2_MeOH 285 52 422 380 3,39
L2_THF 254 55 426 378 2,88
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Diskussion

Die thermischen Eigenschaften von Kraft-Lignin kénnen durch zwei
Lésungsmittelextraktionen verbessert werden. Die Extraktion von Kraft-Lignin in Aceton fihrt
zu einer Erhdéhung der Onset-Temperatur auf 296°C und der Zersetzungstemperatur auf
425°C gegenliber dem unmodifizierten Kraft-Lignin. Auch die Extraktion von Kraft-Lignin in
Methanol flhrt zu einer Steigerung der thermischen Eigenschaften. Der thermische Abbau
der extrahierten Kraft-Ligninprobe L2_MeOH startet bei einer Temperatur von 285° und
endet bei einer Zersetzungstemperatur von 422°C.

Alle anderen Lésungsmittelextraktionen verschlechtern die thermischen Eigenschaften des
Kraft-Ligninpraparates und verschieben den thermischen Abbau der Probe zu niedrigeren
Temperaturen.

4.3.2. Enzymatische Modifizierung von Kraft-Lignin mit Laccase

Die Ausbeuten von Kraft-Lignin L2 nach der enzymatischen Modifizierung sind in Tabelle 24
aufgelistet.

Tabelle 24: Ausbeuten von Kraft-Lignin L2 nach der enzymatischen Modifizierung

Probe Ausbeute [%)]
L2_B 92,5
L2 1 73,7
L2_2 81,0
L2_3 85,8
L2 4 92,7

4.3.2.1. Charakterisierung der enzymatisch modifizierten Ligninpraparate
Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Ergebnisse (Zahlenmittel (Mn), Massenmittel (Mw), Polydispersitatsindex (PDI)) der
enzymatisch modifizierten Ligninproben werden in Tabelle 25 zusammengefasst. Um einen
Vergleich der Ergebnisse zu ermdglichen sind in den Abbildungen 40 und 41 die Ergebnisse
als Balkendiagramm dargestellt.
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Tabelle 25: Ergebnisse der GPC fiir die enzymatisch modifizierten Ligninpraparate

Probe Mn [g/mol] | Mw [g/mol] | PDI (Mw/Mn)
L2_Blank 1070 1970 1,8

L2_1 1130 2420 2,1

L2_2 1130 2340 2,1

L2 3 1170 2440 2,1

L2 4 1270 2930 2,3

Diskussion

Durch die Reaktion des Kraft-Ligninpraparates L2 mit dem Enzym Laccase wird sowohl das

Molekulargewicht als auch der PDI vergrdéBert. Je langer das Enzym in der Probe aktiv ist,

desto gréBer werden das Molekulargewicht und der PDI. Dieses Ergebnis wird durch die

Ausbeuten (Tabelle 24) der Ligninpraparate nach der enzymatischen Modifizierung bestatigt.

Je langer die Reaktionszeit des Enzymes mit der Probe, desto gréBer wird die Ausbeute in

Gramm.
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Abbildung 40: Balkendiagramm der Mn und Mw Werte der enzymatisch modifizierten Ligninpraparate

76



GPC

2,0

-
(6]
|

=3
o
1

Polydispersitatsindex

o
(6,1
|

0,0 T T T T T T T T T T T
12 L2 Blank L21 L22 123 L24

Proben

Abbildung 41: Balkendiagramm der PDI Werte der enzymatisch modifizierten Ligninpraparate

4.3.3. Kombination der Modifizierungen
Kombination der Reduktion-Acetylierung mit der Extraktion in Methanol

Durch Kombination der durchgefuhrten Modifizierungen soll antibakterielles Kraft-Lignin mit
einem niedrigen Molekulargewicht und einer engen Molekulargewichtsverteilung dargestellt

werden.

Die antibakteriellen Testungen der Ligninpréparate der L2 Reihe zeigen fur die reduzierte-
acetylierte Ligninprobe L2red_acet die besten Ergebnisse. Dieses Ligninpraparat zeigt eine
Reduktion des Bakterienwachstumes von Staphylococcus aureus von 93% und als einziges
getestetes Ligninpraparat eine Reduktion des Bakterienwachstumes von Escherichia coli von
24%. Molekulargewichtsbestimmungen der Probe L2red acet weisen aber auch eine
deutliche Steigerung des Molekulargewichts der Probe im Vergleich zur unmodifizierten
Kraft-Ligninprobe L2 auf.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Extraktion von Kraft-Lignin in Methanol zu einer
Verringerung des Molekulargewichtes und des PDI im Vergleich zur Kraft-Ligninprobe L2 mit
einer ausreichenden Ausbeute fuhrt.
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Die Kombination der Reduktion-Acetylierung mit der Extraktion in Methanol soll zu einem
antibakteriellen Kraft-Lignin mit einem niedrigen Molekulargewicht und einer engen
Molekulargewichtsverteilung fuhren. Die Kombination der Reduktion-Acetylierung mit
anschlieBender Extraktion in Methanol ergibt das Ligninpraparat L2red_acet_ MeOH

4.3.3.1. Charakterisierung des Ligninpraparates L2red_acet MeOH

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Ergebnisse (Zahlenmittel (Mn), Massenmittel (Mw), Polydispersitatsindex (PDI)) der
reduzierten-acetylierten und extrahierten Ligninprobe L2red_acet_ MeOH und zum Vergleich
die Ergebnisse der Proben L2, L2red_acet und L2 MeOH werden in Tabelle 26
zusammengefasst. Um einen Vergleich der Ergebnisse zu ermdéglichen sind in den
Abbildungen 42 und 43 die Ergebnisse als Balkendiagramm dargestellt.

Tabelle 26: Ergebnisse der GPC fiir die Probe L2red_acet_MeOH und Vergleichsproben

Probe Mn [g/mol] | Mw [g/mol] | PDI (Mw/Mn)
L2 950 1560 1,6
L2_MeOH 910 1300 1,4
L2red_acet* 910 1260 1,4
L2red _acet MeOH 520 1010 1,9

*nicht vollstéandig gelést

Diskussion

Das urspringliche Molekulargewicht der unmodifizierten Kraft-Ligninprobe L2 konnte durch
die Kombination der Modifizierungen deutlich verringert werden. Das niedrigste
Molekulargewicht zeigt die Probe L2red_acet_ MeOH mit einem Zahlenmittel von 520g/mol
und einem Massenmittel von 1010g/mol.

Die PDI-Werte der reduzierten-acetylierten Probe L2red_acet sowie der Methanol-
extrahierten Probe L2_MeOH liegen bei 1,4. Dieser Wert ist sehr nahe bei 1 und kann auch
durch weitere Modifizierungen der Proben nicht mehr verringert werden. Im Gegenteil,
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anschlieBende Reduktion-Acetylierung bzw. Methanol-Extraktion fihrt zu einem hdheren
PDI-Wert. Die unmodifizierte Kraft-Ligninprobe L2 weist einen PDI-Wert von 1,6 auf.

GPC

1600 - [ IMn [g/mol]
| B Mw [g/mol]

Mn bzw Mw [g/mol]

L2 L2_MeOH L2red_acet* L2red_acet MeOH
Proben

Abbildung 42: Balkendiagramm der Mn und Mw Werte der Probe L2red_acet_MeOH und der
Vergleichsproben

GPC

Polydispersitatsindex

L2 L2 _MeOH L2red_acet* L2red_acet MeOH
Proben

Abbildung 43: Balkendiagramm der PDI Werte der Probe L2red_acet_MeOH und der Vergleichsproben
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Thermogravimetrie (Thermogravimetrische Analyse (TG) und DTG)

Die Ergebnisse des thermischen Abbaus der Ligninprobe L2red acet MeOH und zum
Vergleich die Ergebnisse der Proben L2, L2red_acet und L2_MeOH sind in Tabelle 27

zusammengefasst.

Tabelle 27: Ergebnisse der Thermogravimetrischen Analyse der Probe L2red_acet_MeOH und der
Vergleichsproben

TG DTG
Probe T(onset) [°C] | Gewichtsverlust [%] | T(end) [°C] | T(max) [°C]| T(max) [%/min]
L2 278 50 415 372 3,02
L2red_acet 99 53 141 121 4,21
L2_MeOH 285 52 422 380 3,39
L2red_acet MeOH 122 48 170 135 2,71

Diskussion

Die Kombination der Modifizierungen fuhrt zu einer Verschlechterung der thermischen

Eigenschaften des Ligninpraparates im Vergleich zum unmodifizierten Kraft-Lignin L2.

Abgeschwéchte Totalreflexion-Infrarotspektroskopie (ATR-IR)

In Tabelle 28 sind die Wellenzahlen der gemessen ATR-IR-Banden funktionellen Gruppen
zugeordnet. Die Abbildungen 44-47 zeigen die gemessenen ATR-IR-Spekiren der
Ligninprobe L2red_acet. MeOH und zum Vergleich die Spektren der Proben L2, L2red_acet

und L2_MeOH.

Tabelle 28: Zuordnung der ATR-IR-Banden von L2red_acet_MeOH und den Vergleichsproben

Zuordnung L2 L2red_acet L2 MeOH |L2red acet MeOH
st O-H, phenolische und
aliphatische OH 3403 3665, 3623 | 3663, 3454 3214
COO-H 3403 - - -
st C-H, CH3 und CH,,
Methylgruppe —O-CHjs 2974 2988 2988, 2901 -
(Ether)
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st C=0, unkonjungierte CO 1698 1759, 1711 1707 1701
st C=C, Aromat 1599 1579, 1511 1595 1584, 1513
st C-C, Aromat 1514 1511 1514 1513
Oasymmetrisch C-H, CH3 und CH» 1464 - 1452 1464
st C-C, Aromat 1429 - - 1419
CH von Methyl 1429 - - 1419
CHs-S-, -CHx-S- 1429 1407 - 1419
C-C-H aus Alkanen - 1407 1394 -
Syringyl-Ring Schwingung - 1407 1394 -
mit CO Streckung
O, O-H, phenolische OH 1374 1375 - 1368
Syringyl-Ring Schwingung 1374 1375 - 1368
mit CO Streckung
st C-O, Guaiacyl 1269 1268 - 1362
Syringyl-Ring Schwingung 1269 1268 - -
mit CO Streckung
st C-O(H) + C-O(Ar), 1216 - 1230 -
phenolische OH und Ether
st O-H, sekundérer Alkohol - 1200 - 1193
C-O-C, Ether 1105 - - -
Oip Ar C-H, Guaiacyl 1127 - - -
C-O-C 1076 - 1066 -
st C-O(H) + C-O-C,
1.0rdnung aliphatische OH 1035 1029 1057 1027
und Ether
Aromaten 856, 823 | 923, 892, 874, 880 927, 897, 858
Substitutionsmuster 704, 639, 541
Oop Ar C-H, Guaiacyl 856 - 880 858, 807
Oop Ar C-H, Syringyl 823 - - -
CS - - 623 640
mit
st: Streckschwingung
Oip: In-plane Deformationsschwingung
Oop: Out-of-plane Deformationsschwingung
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Diskussion

Die unmodifizierte Kraft-Ligninprobe L2 zeigt als einziges Ligninpraparat im ATR-IR-
Spektrum (siehe Abbildung 44) eine breite Absorptionsbande bei 3403cm™, welche einer
Carbonsaure zuzuordnen ist. Durch die Modifizierungen des Kraft-Ligninpréparates
verschwindet diese Bande und damit ist anzunehmen, dass in den modifizierten

Ligninpréparaten keine Saure enthalten ist.

In allen Spekiren der Ligninprédparate (siehe Abbildung 44-47)  treten folgende
Molekiilschwingungen auf: phenolische OH Schwingungen (3670-3213cm™), Carbonyl
Schwingungen (ca.1700cm™) und ein Aromaten Substitutionsmuster (ab ca. 900cm™).

Das ATR-IR-Spektrum des Ligninpréparates L2_MeOH (siehe Abbildung 45) zeigt eine, im
Vergleich zum Spektrum der unmodifizierten Kraft-Ligninprobe, abgeschwachte OH-
Absorptionsbande, eine sehr starke Absorptionsbande bei 2988-2901cm™ von aliphatische
Gruppen und -O-CH; (Ether) -Gruppen und eine weitere sehr starke Ether-
Schwingungsbande bei 1066cm™.

Das Spektrum der Ligninprobe L2red_acet_MeOH (siehe Abbildung 47) weist wie auch die
anderen Praparate eine abgeschwachte OH-Absorptionsbande im Vergleich zur
unmodifizierten Ligninprobe auf. Weiters zeigt sich in diesem Spekirum keine
Schwingungsbande im Bereich von ca. 2990cm™, was den aliphatischen Bereich anzeigt.
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ATR-IR-Spektren:
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Abbildung 44: ATR-IR-Spektrum von L2
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Abbildung 45: ATR-IR-Spektrum von L2_MeOH
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Abbildung 46: ATR-IR-Spektrum von L2red_acet
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Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

TH-NMR

Die prozentuale Verteilung der Regionen der Ligninprobe L2red_acet MeOH und der

Vergleichsproben sind in Tabelle 29 zusammengefasst. Die Abbildungen 48-53 zeigen die

gemessenen 'H-NMR-Spektren der Ligninpraparate.

Tabelle 29: Prozentuale Verteilung der Regionen der Probe L2red_acet_MeOH_AC und der

Vergleichsproben

Probe L2 AC | L2red _acet AC | L2 MeOH_AC |L2red_acet MeOH AC
Regionen [Chemischer Anteil Anteil Anteil Anteil
Shift in ppm] [o/o] [o/o] [o/o] [o/o]
Aromatische Region [7,9-
6,25] 22 22 20 22
Nicht zyklisch benzylische
Region [6,25-5,75] 3 2 2 2
Zyklisch benzylische
Region [5,75-5,2] 3 2 1 2
Methoxyl Region [4,2-
3,55] 22 19 21 19
Aromatische acetyl
Region [2,42-2,12] 16 16 21 17
Aliphatische acetyl Region
[2,12-1,6] 24 26 25 23
Sauerstofffreie
aliphatische Region [1,6-0] 11 13 11 14

Da das verwendete Lésungsmittel DMSO_d6 Feuchtigkeit aus der Luft aufnimmt, tritt bei

3,4ppm ein Peak in den aufgenommenen Spektren auf, welcher Wasser zuzuordnen ist.

Weiters

Ligninpréparate werden
Restwassergehalt kann in den Ligninpraparaten ebenfalls enthalten sein.

anschlieBend

mittels

erfolgt die Aufarbeitung der Ligninpraparate im wassrigen Medium und die

Gefriertrocknung getrocknet. Ein
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Diskussion

Die in Methanol extrahierte Ligninprobe L2 _MeOH_AC zeigt keine signifikanten
Veranderungen gegeniiber der unmodifizierten Kraft-Ligninprobe L2_AC, allein der Bereich
der aromatischen acetyl Region steigt gegentber der Kraft-Ligninprobe L2 um ca. 5%. Wie
die Abbildung 50 verdeutlicht, verschwinden die Verunreinigungen (freie Sauren bei ca.
8,6ppm und Essigsaureanhydrid bei ca. 1,9ppm) durch den Extraktionsschritt in Methanol.

Auch das Spektrum des Kombinations-Praparat L2red _acet MeOH_AC (siehe Abbildung
52) unterscheidet sich kaum vom Spektrum des Kraft-Lignins L2_AC (siehe Abbildung 48).
Wie die Abbildung 53 verdeutlicht, sind auch im Spekirum der Ligninprobe
L2red_acet_ MeOH_AC die Verunreinigungen (freie S&uren bei ca. 8,6ppm und
Essigsaureanhydrid bei ca. 1,9ppm) nicht mehr enthalten.

'H Spektren:
Aromatische Acetyl Region
DMSO_d6
Aliphatische Acetyl Region
f “;\‘
Metoxyl Region \
Sauerstoffreie|aliphatische Region
Aromatische Region —
/TMS
[ I I I I I ‘
10 8 6 4 2 0

ppm

Abbildung 48: 'H-NMR-Spektrum von L2_AC
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Abbildung 49: 'H-NMR-Spektrum von L2_MeOH_ AC
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Abbildung 50: 1H-NMR-Spektrum von L2_AC vor und nach der Extraktion in Methanol
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Abbildung 51: '"H-NMR-Spektrum von L2red_acet_AC
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Abbildung 52: "H-NMR-Spektrum von L2red_acet MeOH _AC
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Abbildung 53: 1H-NMF{-Spektrum von L2_AC und L2red_acet_ MeOH _AC

Charakterisierung der antibakteriellen Eigenschaften
Plattendiffusionstest (Vortest)

Die Fotos der Petrischalen sind in den Abbildungen 54 und 55 (fir den Bakterienstamm
Staphylococcus aureus) und in den Abbildungen 56 und 57 (fir den Bakterienstamm

Escherichia coli) dargestellt.

Diskussion

Das Kombinations-Ligninpraparat L2red_acet_MeOH zeigt im Vortest antibakterielle Wirkung
gegen die Bakterienstdmme Staphylococcus aureus und Escherichia coli. Um das
Ligninpréparat wachsen keine Bakterien, es bilden sich sogenannte Hemmhdofe.
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Abbildung 54: Petrischale Abbildung 55: Petrischale

Staphylococcus aureus von Staphylococcus aureus von
Blank L2red_acet_MeOH

Abbildung 56: Petrischale Abbildung 57: Petrischale
Escherichia coli von Blank Escherichia coli von
L2red_acet_MeOH

Bouillondilutionstest

Die berechnete Reduktion des Bakterienwachstums (Reduktion) der Ligninprobe
L2red_acet_ MeOH und der Vergleichsproben L2 und L2red_acet sind in Tabelle 30
zusammengefasst. Die Werte der Reduktion sind in Abbildung 58 graphisch als
Balkendiagramm dargestellt.

Tabelle 30: Ergebnisse des Bouillondilutionstest der Proben L2_MeOH_red_acet und L2red_acet_MeOH

Reduktion [%] . Reduktion [%] .
Probe Standardabweichung i Standardabweichung
St. aureus E. coli
L2 - - - -
L2red_acet 92,9 0,02 23,6 0,009
L2red_acet MeOH 91,6 0,02 64,3 0,009
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Diskussion

Durch die Kombination der Modifizierungen (Reduktion-Acetylierung und Extraktion in
Methanol) kann ein Ligninpraparat dargestellt werden, das gegen die Bakterienstimme
Staphylococcus aureus und Escherichia coli antibakterielle Wirkung zeigt. Die antibakterielle
Wirkung gegen den gramnegativen Bakterienstamm Escherichia coli kann gegenlber dem
Ligninpraparat L2red_acet sogar noch gesteigert werden.

Bouillondilutionstest :l Staphylacoceys aureus

[ Escherichia coli
100
80
§' 60
C
2
Z
3 404
o}
(ha
20 +
0 , . ,
L2 L2red_acet L2red_acet MeOH
Proben

Abbildung 58: Reduktion des Bakterienwachstums der Ligninpraparate L2, L2red_acet und
L2red_acet_MeOH im Bouillondilutionstest

4.3.4. Resiimee

Durch Modifizierung von Kraft-Lignin I&sst sich antibakterielles Lignin darstellen. Die
Reduktion und anschlieBende Acetylierung liefert dabei die besten Resultate. Allerdings fihrt
diese Modifizierung zu einer Erhéhung des Molekulargewichtes der Probe (Kapitel 4.2.1.). In
diesem Kapitel wird das Molekulargewicht durch die Extraktion in Dichlormethan und
Methanol reduziert. Da die Extraktion in Dichlormethan mit einer Ausbeute von nur 4%
verlauft, wird far weitere Untersuchungen Methanol als Extraktionsldsungsmittel gewahlt. Mit
Hilfe der Kombination von der Modifizierungsreaktion Reduktion-Acetylierung und der
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Extraktion des Préparates in Methanol wird niedermolekulares Lignin mit antibakteriellen
Eigenschaften dargestellt. Der Bouillondilutionstest dieses Praparates zeigt eine deutliche
Verbesserung der antibakteriellen Eigenschaften gegenlber dem nicht extrahierten
Ligninpréparat. Das Bakterienwachstum des Bakterienstammes Staphylococcus aureus
kann um Uber 90% reduziert werden. Zusétzlich zeigt die Probe L2red_acet_ MeOH eine
Reduktion des Bakterienwachstumes von Escherichia coli um 64%. Die ATR-IR-Messung
ergibt flr die Ligninprobe L2red_acet MeOH eine abgeschwachte OH-Bande, hingegen
einen starken aliphatischen Bereich und starke Ether-Banden im Vergleich zum
unmodifizierten Ligninpraparat.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte aus dem Nebenprodukt des Sulfatverfahrens aus der Papier- und
Zellstoffindustrie Kraft-Lignin durch saure Prazipitation erhalten werden. Das isolierte Lignin
aus der Schwarzlauge zeigt im DPPH-Test antioxidative Eigenschaften vergleichbar mit
Irganox 1010, welches in der Industrie hdufig als Antioxidans Polymeren zugesetzt wird.
Durch die Modifizierungen Acetylierung, Methylierung und Reduktion mit anschlieBender
Acetylierung wurden die chemischen Eigenschaften des Kraft-Lignins verandert. Weiters
wurden die antibakteriellen Eigenschaften des unmodifizierten Kraft-Lignins so wie der
modifizierten Lignipraparate getestet. Die Reduktion mit anschlieBender Acetylierung des
Kraft-Lignins ergibt ein Ligninpréparat, welches gegen den grampositiven Bakterienstamm
Staphylococcus aureus als auch gegen den gramnegativen Bakterienstamm Escherichia coli
antibakterielle Wirkung zeigt. Die eingebrachten funktionellen Gruppen durch die
Modifizierungsreaktionen fuhrten allerdings auch zu einer Erhéhung des Molekulargewichtes
der Proben. Durch Extraktion der Ligninpraparate in Methanol konnte dieses reduziert
werden. Die Kombination der Reduktion mit anschlieBender Acetylierung und der Extraktion
in Methanol von Kraft-Lignin fihrte zum angestrebten Ergebnis. Dieses Ligninpraparat
reduzierte nicht nur das Bakterienwachstum von Staphylococcus aureus um 92%, sondern
fhrte auch zu einer 64%igen Reduktion des sehr resistenten gramnegativen
Bakterienstammes Escherichia coli. Dieses Ergebnis eines Ligninpréparates konnte in der
Literatur bis jetzt noch nicht gezeigt werden.
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