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Zusammenfassung

Ablaugen aus der Zellstoffindustrie bieten eine alternative Zuckerquelle fir die mikrobielle
Umsetzung, bei der es zu keiner Konkurrenz mit der Nahrungsmittelerzeugung kommt. Es kénnen
daraus wertvolle Substanzen wie Ethanol, Butanol, Polyhydroxyalkanoate etc. hergestellt werden.
Diese Ablaugen enthalten aber auch eine Reihe von Verbindungen, die eine hemmende Wirkung auf
das Wachstum von Mikroorganismen haben und eine mogliche Fermentation stéren. Im ersten Teil
dieser Arbeit wurde die Wirkung von Phenolen, Furanderivaten, organischen Sduren und Alkoholen
aus der Sulfitablauge auf das Zellwachstum des Ethanolproduzenten Thermoanaerobacter mathranii,
des Butanolproduzenten Clostridium saccharoperbutylacetonicum und des PHB-Produzenten
Halomonas halophila untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass alle drei Gruppen von
Mikroorganismen relativ hohe Resistenzen gegen organische Sduren und Alkohole zeigen. Die
Furanderivate sowie ein- und mehrwertige Phenole wirkten sogar fordernd auf das Wachstum von
Mikroorganismen. Viele substituierte Phenole verursachten eine Hemmung des Zellwachstumes,
wobei schon geringe Differenzen in deren Struktur groRe Unterschiede in der inhibierenden Wirkung
ergaben. Es wurde auch die Kombination aus potentiellen Inhibitoren auf das Wachstum von
Clostridium saccharoperbutylacetonicum untersucht. Diese Substanzen wiesen keine synergistischen
Effekte auf.

Weiter wurde der Fermentationsprozess von Thermoanaerobacter mathranii bei der Zugabe von
potentiellen Inhibitoren mittels in situ "H NMR Spektroskopie untersucht. In situ NMR Versuche
zeigten, dass die fermentative Bildung von Ethanol durch Thermoanaerobacter mathranii in direkter
Korrelation mit dessen Wachstum steht. Phenol erhéht das Wachstum und die Ethanolproduktion,
wahrend Coniferylaldehyd und Ferulasaure eine negative Wirkung darauf haben. Es wurde bewiesen,
dass solche Substanzen, welche fiir die Mikroorganismen unschadlich sind, ihre Struktur wahrend der
Fermentationsvorgange nicht dndern. Dagegen verdndern sich die phenolischen Verbindungen,
welche einen negativen Effekt auf das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii aufweisen.
Coniferylaldehyd wird zu Coniferylalkohol reduziert.

SchlieBlich wurden verschiedene Entgiftungstechniken der Sulfitablauge getestet, um die
effizientesten Methoden zur Abtrennung von inhibierenden Substanzen zu ermitteln und so
effizientere Fermentationen zu ermoglichen. Daflir wurde das Wachstum von Clostridium
saccharoperbutylacetonicum nach Zugabe von verschiedenen Mengen von Sulfitablauge untersucht,
welche nach unterschiedlichen Techniken entgiftet wurde. Die Vorbehandlung mit
Wasserstoffperoxid und Peroxidase als Katalysator war die effektivste Methode zur Entgiftung der
Ablauge. Die Vorbehandlung mit Lignin und Aktivkohle zeigte ebenfalls gute Ergebnisse. Die Wirkung
von lonenaustauschern war weniger bedeutend, wobei die Vorbehandlung mit Anionenaustauscher
effektiver als mit Kationenaustauscher war. Alkalibehandlungen verbesserten das Wachstum von den
getesteten Mikroorganismen nur unwesentlich, wobei die Behandlung mit Calciumhydroxid
effizienter als die Behandlung mit Ammoniumhydroxid war. Die Zugabe von Magnesiumhydroxid
zeigte fast keine positive Auswirkung auf die Zelldichte gegeniiber der unbehandelten Ablauge.

Es wird eine Methode zur Bestimmung von y-Werten und — noch viel wichtiger — zur Bestimmung der
Substituentenverteilung des im Viskoseprozess hergestellten Zellulosexanthogenates prasentiert. Die
Methode basiert auf der Stabilisierung von Xanthogenatgruppen der Zellulosekette durch
Derivatisierung mit 4-Methylbenzylbromid und der Analyse des erhaltenen Produktes mittels *H NMR
Spektroskopie. Durch Dekonvolution der Spektren ergibt sich ein sehr schnelles Verfahren zur



Verfolgung von Anderungen von Xanthogenatgruppenverteilung (Xanthogenierung an der zweiten,
dritten und sechsten Position der Anhydroglukoseeinheit) wahrend des Reifevorgangs, welche mit
den anderen fir die Charakterisierung des Zellulosexanthogenates lblichen Techniken nicht moglich
ist. Diese Methode ergab brauchbare Ergebnisse auch fiir die niedersubstituierten Viskosen mit y-
Werten von ca. 25. Die in unseren Experimenten ermittelten y-Werte stimmten gut mit jenen mittels
IR Spektroskopie und lodometrischer Titration erhaltenen Werten Uberein.



Abstract

Process lyes from the pulp industry provide an alternative carbon source for fermentative utilization,
which does not compete with the food chain. Useful substances such as ethanol, butanol,
polyhydroxyalkanoates, etc. can be produced therefrom. In addition to the desirable high amounts of
mono- and oligomeric sugars, process lyes also contain decomposition products of lignosulfonates
which can have inhibitory effects on the microorganisms. The first part of this study adresses the
effect of organic acids, phenols, furan derivatives and alcohols on ethanol producer
Thermoanaerobacter mathranii, butanol producer Clostridium saccharoperbutylacetonicum and PHA
producer Halomonas halophila. 1t was found that all three strains have a relatively high resistance to
organic acids and alcohols. Furan derivatives and monohydric and polyhydric phenols have a positive
effect on the growth of the mentioned microorganisms. Many phenolic compounds caused inhibition
of cell growth, although minimal differences in their structure lead to major differences in the
inhibitory effect. The effect of mixtures of potential inhibitors on the growth of Clostridium
saccharoperbutylacetonicum was also investigated. However, no synergistic effects were observed.

Furthermore the fermentation process of Thermoanaerobacter mathranii after the addition of
potential inhibitors was investigated by in situ '"H NMR spectroscopy. In situ NMR experiments
showed that the influence of inhibitors is similar for the bacterial growth as well as for the ethanol
formation. The addition of phenol has a positive influence on the growth of Thermoanaerobacter
mathranii and leads to an improvement of the fermentation efficiency. The addition of coniferyl
aldehyd and ferulic acid decreases the growth and the production of ethanol. It has been proved that
substances which are harmless for the microorganism remain unchanged during fermentation. On
the other hand, the phenolic compounds which have a negative effect on the growth of
Thermoanaerobacter mathranii change its structure. Coniferyl aldehyde was reduced to coniferyl
alcohol throughout the interaction with living cells.

Finally the spent sulphite liquor (SSL) was detoxified through different detoxification technologies,
which help to selectively remove toxic substances and thereby improve fermentation. For
determining the most effective method of the SSL detoxification the growth of Clostridium
saccharoperbutylacetonicum was observed after the addition of different amounts of detoxified SSL.
The comparison of these techniques shows that the detoxification with hydrogen peroxide and
peroxidase as a catalyst is the most effective method for the detoxification of the SSL. The second
best method is the detoxification with activated carbon and lignin. The effect of ion exchangers is
less significant, whereby the detoxification with anion exchangers yields better results than with
cation exchangers. The comparison of the alkaline pretreatments shows that the treatment with
calcium hydroxide is more effective than the treatment with ammonium hydroxide and magnesium
hydroxide. The addition of magnesium hydroxide shows almost no positive effect on the cell density
compared to the untreated spent liquor.

A method for the determination of the y-value and, more importantly, the distribution of xanthate
groups on cellulose xanthate produced during the viscose process is presented. The method is based
upon stabilization of xanthate groups attached to the cellulose chain by reaction with 4-methylbenzyl
bromide and analysis of the resulting product by liquid-state "H NMR. Careful analysis of the proton-
spectrum using deconvolution gave a very fast method for the measurement of the y-value which
compared well with the data obtained by IR spectroscopy. In addition it could be shown that the
distribution of the xanthate groups on the anhydroglucose monomeric unit (xanthation at position 2,



3 or 6) changes significantly during ripening. The method gave useful results even for viscose with
low y-values of about 25.



Inhalt

VOM BAUM DS ZUI FASEI ..ttt ettt sttt ettt et e b e e it e e at e e et e aeesme e st e st e e teeeeeeean 1
Teil I: Biotechnologische Nutzung der Nebenstrome aus der Zellstoffindustrie ...........cccccocvveeeeeiieennis 2
1. EQiNl@ITtUNG UNG TREOIIE ettt et e et e e et e e e et e e e e e e taeeeasaaeeeaasneeeaasneeeasasnnnaann 3
O YV ) YY1 =Y o T o TR PO PUPPURRRPO 3
OV ) (VLT o =] =T o PO PSP RPUP Y PUPRRPO 4
1.3. Zusammensetzung von Ablaugen aus der ZellstoffinduStrie .........ccouveeeecieeecciieeccee e, 7
1.4. Nutzung von Reststoffen aus der Zellstoffindustrie........ccoeeeeceiieeccieee e 9
1.4.0. EthanOlGEWINNUNG....ccc et e et e et e e et e e e e et e e e e eanteeeeeanseeaeennseeeeenntaeeeannenas 11
1.4.2. BULANOIZEWINNUNE ..eeieieiie ettt ee ettt e e st ee e st e e e st e e e s st eeaaesnteeaaassteeaeasnteeeennnsaeeennnsaeeennnseas 13
14,3, PHA-GEWINNUNE ittt ee ettt et e e e ettt ee e e e e e e eateeeeaeaa e mtneeeaeaeaaaaaansnneeaeaeaaaaasnsnnneaaaeaaann 14
1.5. Potentiell inhibierende Substanzen in den Sulfitablaugen .........ccocieiiiii i, 16
1.6. Entgiftungstechniken der SUlfitablauge ...........uoei o e 20
1.6.1. BiologiSChe VEITanIEN ......coc ettt ee e e et e e et ee e e e antae e e nneeas 20
1.6.2. PhysikalisChe VEITANreN ........eeeieeeeee ettt et e e et ee e e 22
1.6.3. ChemisChe Verfahren ... ..o oottt st e s e e b e e s neesnneeaes 23
1.6.4. Vergleich verschiedener Entgiftungstechniken.........coooueeiiiiiiiiic e 24
2 RS U ettt ettt e e h e e e b et e ae e e e Re e e bee e e b eeeanreeeRneeareeaanreennneenn 25
2.1. Wirkung von potentiellen Inhibitoren auf das Wachstum von Mikroorganismen ........................ 25
2.1.1. Inhibitorversuche mit EthanolprodUzenten..........ccuii i icciie e 25
2.1.2. Inhibitorversuche mit PHB-ProdUzZEeNnTeN .........coociiiiiiieiniieieenite ettt 30
2.1.3. Inhibitorversuche mit ButanolprodUzenten..........ccuieieiciiieeeciiee et 34
2.1.4. Uberblick Giber die durchgefiihrten Inhibitorversuche ...........cocoeeveueevceeceeeeceeeeeeeee e 39
2.2. SYNErgiStiSCRE EffEK .uiiiiiiiiiiiiie et e e et et ee e e et ae e e e 39
2.3. Verfolgung des Fermentationsprozesses von Thermoanaerobacter mathranii mittels in situ *H
Y Y 1= G o1 oY o 1SRRI 43
2.3.2. 1N SitU "H NIMIR SPEKLIOSKOPIE ....veevveeieeeceeietetsesesesestete st st es s esessesesesssssestssasassssssesssssasesenses 44
2.3.2. Messungen der optisChen DiChte........ociiii i e 44
2.3.3. Wirkung von potentiellen Inhibitoren auf die Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii
............................................................................................................................................................... 46
2.3.4. Anderung von potentiellen Inhibitoren wihrend der Fermentation von Thermoanaerobacter
IMVGEATGNT .ottt ettt e a e ettt e st e st e st e et e et e et e et e e ebeeebeeehbeenbeenneeneenneeaaes 47
2.3.4.1. Wechselwirkung von Coniferylaldehyd mit Thermoanaerobacter mathranii ......................... 47

2.3.4.2. Wechselwirkungen von Ferulasdure, Vanillin, Syringaldehyd, Gallussaure, Phenol und
Pyrogallol mit Thermoanaerobacter MAtAranii..................cccoueeeeecueeeeeciiee e e e e e aeee e e 53



2.3.4.3. Wachstumsverhalten von Thermoanaerobacter mathranii nach der Zugabe von

CONITEIYIAIAENYA ... et e et e e et e e e e eabeeeeeabeeeeeabaseeeansasaeaaseseaanes 59
2.4. Entgiftung der Sulfitablauge durch verschiedene Vorbehandlungstechniken...............cccc.......... 60
2.4.1. Insitu "H NMR Vorversuche mit PEroXidase ........oovueuevcurveeeeeereraeeseeessesssesessesssessssesssessesassesenes 60
2.4.2. Analyse von Zucker aus der SUlfitablauge ........uueieiiiieei e 67

2.4.3. Prifung von verschiedenen Vorbehandlungstechniken auf das Wachstum von Clostridium
SACCRArOPErDULYIACELONICUINY .......veeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e e e et e e e e tae e e e e etaeeeseesseeeaasneeaaasssaeaasnneaann 68

Teil II: Bestimmung von y-Wert und Xanthogenatgruppenverteilung in der Viskose mittels Flussig *H

NIMIR S @KL OSKOPIE .. vteetuttieeeiteiie ettt ee ettt ee ettt e e ettt ee e st e e e s saaeee e s ssteeaaasneeeaaasnsaeeaasnteeeensnsaeaennnsaeeennneens 72
1. EQiNl@ITUNG UNA TREOIIE weeeieeeeeeee ettt e et e e et e e e e et e e e e e ant e e e e eanseeaeesnseeeeennsaeaeennenas 73
1.0, ViISKOSEPIOZESS ..eeeeeitiieeeictiieeeeette e e ettt ee e e ettt e e e etaeeeasetaeeeaaaaseeeaaasnseeaeasnseeaaasnsasaaassseeaaasnsaeesannsanasasnsnns 73
1.2. Bestimmung von y-Wert und Xanthogenatgruppenverteilung in der Viskose mittels NMR

Yo 1oL o 1 o 11 SRR PSPOPPRR 74
2 RS UL AT ettt ettt et e et e ket e b et et e e eane e et et e e reeeneeeenneeereeaanreeenneenn 77
2.1 SYNENESEN <.ttt e e — e e e et —e e e e ——eeeeateeaeeateeaeaataeeeaanteeaeaateeaeaantaeaaanreas 77

2.1.1. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Allyloromid und Acetylierung mit Acetylchlorid.. 77

2.1.2. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid und Phosphorylierung mit 2-Chlor-

4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholan (2-CI-TIMIDP) ....eeciviee ettt ettt 78
2.2. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid .........ccccccviiiiiiiii i, 78
2.3. pH-Wert-Optimierung der Stabilisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-

MethylbenzylDromid .........ooiiiee e e e e e e et e e e e tae e e s e eaae e e e e taeeeaaesneeeaansnenaaan 80
2.4, Y-WErT BESTIMIMUNE .eiiiiiiettiet ettt e e e e ettt et e e e e e e e an e et eeeee e e e e aneeeeeeaaeaaaasnbeneaaaaeaaaasnreeeeaas 83
2.5. Verteilung der XanthogenatgrupPPEN ... . eii ettt et et e e tee e e neeas 84
2.6. Anderung der Xanthogenatgruppenverteilung im Reifeprozess .......cceeeveveeeeeeeveeeeieeeieiesevenes 85
3. EXPEIIMENTEIIET TEIl ..ttt e e et ee e e et e e e et ee e e et e e e e e nteeeeentaeaeenneeas 86
IR I 1 1T 11 11T o OSSP URURURPRP 86
R I |V 1= g ToTe [=Y o OSSP UP PRSPPI 87
3.2.1. Messungen der 0ptisChen DiChte........oc it 87
3.2.2. Analyse von Zucker aus der Sulfitablauge mittels HPAEC-PAD........cccoeciiiieieiiiee e 87
3.2.3. NIMR SPEKEIOSKOPIE ..c.eeteeee et e e ettt ettt ettt ettt e e ettt e e e tee e e et e e e e etee e e enseeeeentaeeeensaeaeennrnas 87
3.2.4. IR Spektroskopie (Baldinger et al. 2003) .......cccuieiceeeiieeeie e ciee et e e see et ae e e rae e e eneeas 88
3.2.5. lodometrische Titration (Zellcheming Merkblatt 1972).......ccceeeceeeiieeiii e 88
3.3. Inhibitorversuche mit Ethanolproduzenten ...........ccocuiiiciiie et e 89
TR 70 I |V =T 110 o U PP P P PP PRI 89
3.3.2. Kultivierung der MikroOrganiSIMEN ...........icicciiie i e ettt e e e e etee e e tee e e e nrae e e eneeas 89

I TR TN [0 o 11 o T3 o Yol =TT o 11 o V=SSR RPR PSP 89



3.4. Inhibitorversuche mit PHB-ProdUZENTEN .......coveeeei ettt e e e e et e e s e e e ee st e s e e s eaeenen 90

IR 0t B |V T T 110 o 4 IO PRSP P P OPP PR 90
3.4.2. Kultivierung der MikKroOrZaniSIMEN ..........ciiiciiiie i ettt e tee e e tee e e aee e e nrae e e nneeas 90
3.4.3. INNIDITOISCIEENING «..veieieiee ettt e e et e e e et e e e et ee e e eeteeeeeataeeeenseeeeensaeasentasaeennenns 90
3.5. Inhibitorversuche mit ButanolprodUuzenten...... ... eie it 91
I 70 I Y 1T 11U [ o PSSP PP 91
3.5.2. Kultivierung der MikKroOrZaniSIMEN ..........cicicciiie i ettt et e e e tee e e e tee e e et ae e e neeas 91
3.5.3. INNIDITOISCIEENING «..veieeeeee ettt e e et e e e et e e e e et e e e e etee e e eateeeeensaeeeentaeaeennenas 91
3.6. SYNEriStiSCRE EffEKLe ..oeiciiieeeii e et e et e e e e tee e e e ntae e e nneeas 91
3.7. Fermentationsprozess von Thermoanaerobacter mathranii mittels in situ *H NMR Spektroskopie
............................................................................................................................................................... 92
3.8. Entgiftung der Sulfitablauge durch verschiedene Vorbehandlungstechniken...............cccc........... 93
3.8.1. In situ "H NMR Vorversuche mit PErOXidase ...........ueveverveeerverueeesesessesessessssesssssesssssssssesssssessnens 93
3.8.1.1. GAllUSSAUrE-VersUCK L ......oi ittt ettt ettt et e e et et e st e e e e e e e e neeeeean 93
3.8.1.2. GAllUSSAUIE-VEISUCKN 2.ttt et e b e et e e s e e e e sn e e s eeeasneeennneenn 93
3.8.1.3. Coniferylaldehyd-VersuCh ..........ccuie oottt e 93
3.8.2. Ent@iftung mMit PErOXIdASse ....cveieeeiiie ettt e et e etee e e s tae e e neeas 93
3.8.3. Entgiftung mit ANiONENAUSTAUSCRET .........oii ettt et ee e e 93
3.8.4. Entgiftung mit KationenauStaUSCNEr...........cciiiii ittt e 94
3.8.5. Entgiftung mit AKLIVKORIE ........oeieeee et et et et e e 94
3.8.6. ENt@iftung Mt LIGNIN cooe ettt e et e e et e et e e e e tae e e neeas 94
3.8.7. Entgiftung mit CalciumhydroXid..........ooociiiiiiiee e 94
3.8.8. Entgiftung mit MagnesiumhydroXid.......ccueiiiiiee e 94
3.8.9. Entgiftung mit AMmoniumMAydroXid..........ocooiiiei e e 94
3.8.10. Prufung von verschiedenen Entgiftungstechniken auf das Wachstum von Clostridium
SACCRATOPErDULYIACELONICUIM ...ttt ettt e et e e e st e e e et ee e e sseeeaasseeeaasneaeaasnneannn 94
3.9. Bestimmung von y-Wert und Xanthogenatgruppenverteilung in der Viskose mittels NMR

Y01 4 o 1 oY o1 LTS USSP SSRROPPSURt 95
30,0, SYNENESEN ot e e e e e e e e e et et e e e ateeaee—aeeeeateeaeeataeaeaanraeeeanreas 95
3.9.1.1. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Allylbromid..........cccceeeiiiiiiiiiiiiiciee e, 95
3.9.1.2. Acetylierung von allylstabilisiertem Zellulosexanthogenat mit Acetylchlorid ......................... 96
3.9.1.3. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid...........cccoviiieiiiiiiccin e, 96
3.9.1.4. Phosphorylierung von benzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat mit 2-Chlor-4,4,5,5-
tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholan (2-CI-TIMIDP)....ceeeeecie et ee et tee et e e srae e e raeennae e 97

3.9.1.5. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid .............cccoeereiinenneen. 97



3.9.2. pH-Wert-Optimierung der Stabilisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-
MeEthylbENZYIDIrOMI .......vveiiieee et e e e e et e e e e et ee e e e aneee e e eanreeeeesnsaeeeennenas 98

3.9.2.1. Vorversuche zur Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid.......... 98

3.9.2.2. Derivatisierung von Cellobiose mit 4-Methylbenzylbromid bei unterschiedlichen pH-Werten

............................................................................................................................................................... 98
3.9.2.3. Regenerierung von Zellulose in saurem Mili@U.........cccouiiieiiiii e 98
3.9.3. DEKONVOIULION .ttt ettt ettt b e e bt e e st e e at e eabeeaeeraeaeaeeemeeeseeneeeneean 98
4. SCHIUSSTOIZEIUNGEN .. ettt e ettt e e e et e e e e s tee e e e s teeeeaabeeaeeantaeaeaantaeaeeanseeeenanes 99
FAY o] Q8 8 [ o= =Y o SR SPRRTPP 101
FiY o] o] | Fo [UTaYed V=Y =T ol o Yo 1 13RSI 102
TabellENVEIZEICANIS ...ttt ettt et e e e e et et e st e s e e s beeneeeeean 107

(L= = L TR VZ=] 071 ol 1 1 108



Vom Baum bis zur Faser
Als haufigstes Biopolymer und nachwachsender Rohstoff hat Zellulose (Abb. 1) eine groRe Bedeutung
in allen Bereichen unseres Lebens.

OH'n

Abbildung 1: Zellulosestruktur.

Mit Baumwolle, Holz, Leinen und Hanf bietet uns die Natur reichlich Material fur Zellulosefasern.
Baumwolle ist zurzeit die bedeutendste Naturfaser, welche in der Textilindustrie weltweit eingesetzt
wird. lhre Anbauregionen liegen in wasserarmen Gebieten mit warmem Klima. Gleichzeitig erfordert
eine erfolgreiche Kultivierung der Baumwolle einen enormen Wasserverbrauch und einen
UbermaRigen Einsatz von Pestiziden, was massive Umweltprobleme zur Folge hat (Klemm et al. 2005;
Smole et al. 2013; Sixta 2006). Viskosefasern aus Holz sind eine Alternative zu Baumwollfasern. lhre
Herstellung hinterldsst einen geringeren Wasser- und Kohlendioxid-FuRabdruck als die Produktion
von Baumwolle (Hdmmerle 2011; Shen und Patel 2010).

In dieser Arbeit wird der lange Weg vom Baum bis zur fertigen Faser beschrieben, wobei zwei
thematische Schwerpunkte gesetzt werden. Im ersten Teil liegt der Fokus auf der maximalen
Ausniitzung der Nebenstrome aus der Zellstoffindustrie durch den Einsatz von Biotechnologie fiir die
Gewinnung von Ethanol, Butanol und Polyhydroxybutyraten aus in Prozessablaugen enthaltenen
Zuckern. Der zweite Schwerpunkt liegt auf der Kontrolle des Viskoseprozesses durch Ermittlung der
Substituentenanzahl und ihrer Verteilung in Viskose mittels *H NMR Spektroskopie.



Teil It

Biotechnologische Nutzung der Nebenstrome aus der Zellstoffindustrie



1. Einleitung und Theorie

Im ersten Schritt zur Faserherstellung wird die reine Zellulose (Chemiezellstoff) gewonnen, wofir die
restlichen Teile des Holzes entfernt werden miissen. Es handelt sich um Hemicellulose, Lignin und
Extraktstoffe, dazu gehtren Harze, Fette, Wachse, Farbstoffe und mineralische Bestandteile (Abb. 2).
Ihre Zusammensetzung variiert in Abhéngigkeit von der Art des Holzes (Heinze 1998; Gotze 1967).
Zur Entfernung dieser Bestandteile muss das Holz zuerst zerkleinert werden. Die Hackschnitzel
werden anschlieRend chemisch aufgeschlossen. Die zwei wichtigsten Techniken dafiir sind das
alkalische Sulfatverfahren und das Sulfitverfahren.

25-35% Hemicellulose

16-31% Lignin

1-8% Extraktstoffe

40-47% Cellulose

Abbildung 2: Chemische Zusammensetzung von Holz.

1.1. Sulfatverfahren

Im Sulfatverfahren (Abb. 3) wird das zerkleinerte Holz aufgeschlossen, wofiir (blicherweise
Natronlauge und Natriumsulfid verwendet werden. Das Lignin wird nucleophil gespalten und geht in
das l6sliche Alkalilignin tGber, welches von dem Zellstoff leicht abgetrennt werden kann. Nach diesem
Verfahren gewonnener Zellstoff enthdlt noch groRe Mengen an Hemicellulose und kann zur
Papierherstellung verwendet werden.

Fir die Herstellung von Chemiezellstoff muss die Hemicellulose in einem Vorhydrolyseschritt
entfernt werden. Daflir wird Schwefelsdure bzw. Essigsdure eingesetzt, die letztere entsteht aus dem
Holz durch Abspaltung von Acetylgruppen wahrend einer Dampfbehandlung bei 170 °C. Der
Polymerisationsgrad der Hemicellulose wird durch die Vorhydrolyse gesenkt, was ihre Extraktion
ermoglicht.

Das Sulfatverfahren ist ein schnelles und effektives Verfahren mit einer relativ einfachen
Chemikalienriickgewinnung. Auch minderwertiges und harzreiches Holz ist flir das Verfahren
geeignet. Der Zellstoff nach dem Sulfatverfahren weist eine hohe Festigkeit auf. Nachteilig ist der
relativ hohe Restligninanteil im Zellstoff, was eine starke Bleiche erfordert.
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Abbildung 3: Schema des Sulfat- und Sulfitverfahrens. Der Vorhydrolyseschritt im Sulfatverfahren ist optional
und ist nur bei der Chemiezellstoffgewinnung erforderlich.

1.2. Sulfitverfahren

Trotz allen Vorteilen des Sulfatverfahrens wird Chemiezellstoff viel haufiger nach dem Sulfitverfahren
hergestellt (Abb. 3). Im Sulfitverfahren werden Schwefeldioxid und verschiedene Hydroxide
eingesetzt: Calciumhydroxid, Magnesiumhydroxid, Natriumhydroxid und Ammoniumhydroxid. Beim
Einleiten von Schwefeldioxid ins Wasser entsteht Schwefelige Sdure, welche nach der Zugabe einer
Base als Hydrogensulfit bzw. Sulfit vorliegt. Welches Anion in der Kochlauge vorhanden ist, hdangt
vom pH-Wert ab. Durch Basenzugabe steigt der pH-Wert, es bildet sich zuerst Hydrogensulfit. Die
weitere Zugabe von Base verursacht die Entstehung von Sulfit.

Bei dem Einsatz von Calciumhydroxid darf der pH-Wert nicht Uber 2,8 steigen, sonst fallt
Calciumhydrogensulfit aus. Trotz diesem groRen Nachteil wurde friher fast ausschlieRlich diese
preisglinstige Base verwendet. Aufgrund der heutzutage durchgefiihrten Rickgewinnung von
Chemikalien hat die Anwendung von Calciumhydroxid ihre Bedeutung verloren. Bei dem Einsatz von
Magnesiumhydroxid kann der pH-Wert auf 4-5 erhoht werden, oberhalb von diesem Bereich féllt
Magnesiumsulfit aus. Bei der Verwendung von Ammoniumhydroxid und Natriumhydroxid besteht
keine Limitierung durch den pH-Wert der Kochlauge, da Ammonium- und Natriumsalze eine sehr
hohe Loslichkeit aufweisen. Natriumhydrogencarbonat bzw. Natriumcarbonat sind relativ glinstige
Chemikalien und kénnen zusétzlich der Kochlauge zugegeben werden, um die wahrend der Kochung
gebildeten organischen Sauren zu neutralisieren (Abb. 4) (Rydholm 1965).
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Abbildung 4: pH Existenzbereiche von wahrend der Kochung vorhandenen Substanzen: Schwefelige Saure,
Hydrogensulfit, Sulfit und Carbonat.

Das Lignin wird im Sulfitverfahren sulfoniert, es entstehen wasserlosliche Ligninsulfonsduresalze, die
sogenannten Lignosulfonate. Im sauren Milieu findet eine teilweise Hydrolyse der Hemicellulosen
statt. Die Polysaccharidketten werden in wasserl6sliche Monomere gespalten. Aufgrund der
niedrigen Loslichkeit von Harzsduren unter sauren Bedingungen kénnen fir den Prozess nur
harzarme Holzarten verwendet werden, aus denen Zellstoffe mit einer niedrigeren Festigkeit
entstehen. Der im Sulfitverfahren erhaltene Chemiezellstoff hat einen niedrigen Ligninanteil und
daher einen sehr hohen Reinheitsgrad.

Je nach eingesetztem Hydroxid unterscheidet man zwischen saurem, neutralem, alkalischem
Sulfitverfahren, Bisulfitverfahren, Anthrachinon-katalysiertem Sulfitverfahren und Mehrstufen-
Sulfitverfahren, wobei fir die Herstellung von Chemiezellstoff Ublicherweise das saure und
manchmal das Mehrstufen-Sulfitverfahren eingesetzt wird. Das erste Verfahren bietet einen
preislichen Vorteil und seine Durchfiihrung ist technisch weniger aufwendig als das Mehrstufen-
Sulfitverfahren. In Tabelle 1 werden all diese Techniken zusammengefasst.

Im sauren Sulfitverfahren wird die Kochung mit einem Uberschuss von Schwefeldioxid durchgefiihrt.
Als Base werden Magnesiumhydroxid, Natriumhydroxid bzw. Ammoniumhydroxid verwendet. Beim
Einsatz von Magnesiumhydroxid werden die hochsten Zellstoffausbeuten mit einem hohen Weiligrad
erreicht. Allerdings ist dieser Prozess mit langen Kochzeiten und hohen Temperaturen verbunden.
Durch Aufschluss mit Natriumhydroxid erhaltener Zellstoff hat eine hohe Festigkeit. Der Einsatz von
Ammoniumhydroxid erfordert sehr kurze Kochzeiten. Der dadurch gewonnene Zellstoff hat einen
niedrigeren WeiRgrad und erfordert daher einen héheren Einsatz von Bleichchemikalien.



Im Bisulfitverfahren wird der Aufschluss mit &dquivalenten Mengen von Schwefeldioxid und
Ublicherweise Magnesiumhydroxid, manchmal auch Natrium- bzw. Ammoniumhydroxid, bei einem
pH-Wert von 3,5-5,5 und hohen Temperaturen durchgefiihrt. Der dadurch erzeugte Zellstoff enthalt
noch viel Restlignin und muss daher gebleicht werden.

Im Neutralsulfitverfahren werden Schwefeldioxid sowie Natrium- bzw. Ammoniumhydroxid
eingesetzt. Trotz hoher Kochtemperaturen bleibt mehr als die Halfte des Lignins und der
Hemicellulosen im Zellstoff. Der Zellstoff nach dem Neutralsulfitverfahren ist ein klassischer Rohstoff
fir die Herstellung von Wellpappkartons.

Im alkalischen Sulfitverfahren werden Schwefeldioxid und vorwiegend Natriumhydroxid als Base
verwendet. Flr den Aufschluss bei pH 9-13 kdnnen zahlreiche Holzarten eingesetzt werden. Der
entstehende Zellstoff ist gut bleichbar und hat eine &dhnlich hohe Festigkeit wie Sulfatzellstoff.
Nachteilig sind die technische Aufwendigkeit dieses Verfahrens und die problematische
Chemikalienriickgewinnung.

Im mit Anthrachinon-katalysierten Sulfitverfahren werden Schwefeldioxid und meistens
Natriumhydroxyd mit bzw. ohne Methanol als Losungsmittel unter Zugabe von Anthrachinon
verwendet. Die Reaktion lduft bei pH 9-13 ab. Anthrachinon verhindert die Abbaureaktion von
Polysacchariden unter alkalischen Bedingungen, daher kann die Kochung bei hohen Temperaturen
durchgeflihrt werden, was den Prozess wesentlich beschleunigt. In diesem Verfahren gewonnener
Zellstoff zeichnet sich durch eine ausgezeichnete Festigkeit und hohe Ausbeute aus.

Im Mehrstufen-Sulfitverfahren werden verschiedene Techniken kombiniert, z.B. wird nach dem
Verfahren unter neutralen Bedingungen ein Schritt im sauren Milieu geschalten, oder dem
Bisuflitverfahren folgt die Kochung unter alkalischen Bedingungen. Aufgrund der hohen Loslichkeit
von Natriumsalzen wird Natriumhydroxid als Base bei diesen Aufschliissen verwendet. Das
Mehrstufen-Sulfitverfahren ist eine sehr effektive Moglichkeit zur Zellstoffgewinnung, bei dem die
Nachteile eines Prozesses durch die Vorteile des anderen ausgeglichen werden kénnen. Dadurch
werden sehr hochwertige Zellstoffe gewonnen. Dieses Verfahren ist allerdings technisch viel
aufwendiger als alle anderen oben erwdhnten Techniken.



Tabelle 1: Zusammenfassung der Sulfitverfahrentechniken.

Verfahren Base pH TQ t ) Produkte Vorteile Nachteile
[°C]  [min]
begrenzte Zahl von
Ca(OH),, Holzarten als
saures Sulfit-  Mg(OH),, 125- 180- Chemiezellstoff, Rohstoff, niedrige
verfahren NaOH, 12 143 420  grafische Papiere helle Zellstoffe Festigkeit des
NH,0OH Zellstoffs, niedrige
Ausbeuten
Bisulfit- zlagé?_lH)z' 35  150- 60- rafische Papiere hohe hoher
verfahren ’ 170 180 g P Ausbeuten Restligninanteil
NH,OH
neutrales
NaOH 160- 25- hoh hoh
Sulfit- a0H, 5-7 60 > Wellpappe one © e.r . .
NH,OH 180 180 Ausbeuten Restligninanteil
verfahren
. breite Palette technisch aufwendig,
alkalisches 160- 180- an Holzarten als roblematische
Sulfit- NaOH 9-13 Papier Rohstoff, hohe P I
180 300 L Chemikalien-
verfahren Festigkeit des rickeewinnun
Zellstoffs & &
kurze
Aufschlusszeit,
Anthrachinon breite Palette
-katalysiertes 170- 150- . an Holzarten als . .
Sulfit- NaOH 9-13 175 240 Papier Rohstoff, hohe technisch aufwendig
verfahren Festigkeit des
Zellstoffs, hohe
Ausbeuten
Mehrstufen- 135- 60- Chemiezellstoff,
Sulfit- NaOH 1-10 fettdichte sehr flexibel technisch aufwendig
180 180 .
verfahren Papiere

1.3. Zusammensetzung von Ablaugen aus der Zellstoffindustrie

Die Ablaugen aus der Zellstoffindustrie enthalten eine breite Palette von Abbauprodukten der

Hemicellulosen, des Lignins und weiterer Holzbestandteile. Dazu gehéren Monosaccharide,
Zuckersauren, organische Sduren, Lignosulfonatsalze, Extraktstoffe und deren Abbauprodukte. Die
chemische Zusammensetzung von Kochlaugen ist abhdngig vom Verfahren, nach dem sie hergestellt

werden, den Holzarten und den Chemikalien, welche fiir die Kochung verwendet werden.



Der Anteil an Zuckern in der Sulfitablauge ist mehr als dreimal so hoch wie der Zuckeranteil der
Sulfatablauge (Tab. 2 und 3). Letzterer ist flir die Herstellung von Papierzellstoff sehr vorteilhaft, da
die im Zellstoff verbleibenden Hemicellulosen zu héheren Ausbeuten und Papierfestigkeiten fiihren
(Sixta 2006). Fir diese Arbeit, in der die Verwendung von Monosacchariden aus den Kochlaugen als
Substrat fur die mikrobielle Herstellung von verschiedensten Verbindungen untersucht werden soll,
sind die zuckerarmen Sulfatablaugen dagegen weniger relevant, daher wird hier groRere
Aufmerksamkeit der Sulfitablauge gewidmet.

Sulfitablauge ist eine dunkelbraune Flussigkeit, welche aus Lignosulfonaten, Ligninabbbauprodukten
(wie z.B. Vanillinsdure und andere substituierte Phenole), Kohlenhydraten (Mono- und
Oligosaccharide) und deren Abbauprodukten (wie z.B. Furfural oder Essigsdure) und aus
anorganischen Salzen (wie Sulfiten und Sulfaten) besteht (Marques et al. 2009; Rydholm 1965;
Sjostrom 1993; Petersen et al. 2014).

Tabelle 2: Zusammensetzung der Sulfitablauge aus verschiedenen Holzarten nach saurem Sulfitverfahren.

Gesamttrockenmasse [%]
Norwegische

Fichte Fichte Birke Espe Eukalyptus
Lignin 55 46
Kohlenhydrate 28 23 31 31 25
Arabinose 1 1 2 1
Xylose 6 5 21 24 16
Mannose 12 11 6 3 1
Galaktose 4
Glukose 4 3 1 1 2
Rhamnose 1
Aldonsauren 5
Glukoronsdure 1 2 1
Essigsdure
Extraktstoffe 4
Furfural
Andere
Komponenten 4




Tabelle 3: Zusammensetzung der Sulfatablauge.

Gesamttrockenmasse [%]

Kiefer Birke
Lignin 33 27
Aliphatische Carbonsauren 31 32
Ameisensdure 6 4
Essigsdure 4 9
Glykolsaure 2 2
Milchsaure 3 2
2-Hydroxybutansdure 1 5
3,4-Dideoxypentansdure 2 1
3-Deoxypentansaure 1 1
Xyloisosaccharinsdure 1 2
Glucoisosaccharinsaure 7 3
Andere organische
Bestandteile inkl. 8 12
Hemicellulosen
Anorganische Bestandteile 28 29

1.4. Nutzung von Reststoffen aus der Zellstoffindustrie

Derzeit werden jahrlich ca. 130 Mio. Tonnen Holz fiir die Herstellung von Chemiezellstoff weltweit
eingesetzt. Damit fallen relativ groRe Mengen Prozessablaugen an, welche zurzeit grofteils
thermisch verwertet werden. Die Ablaugen bestehen zu einem grofRen Teil aus Lignonsulfonat,
enthalten aber auch zu einem betrédchtlichen Anteil Monosaccharide, die aus den Holz-
Hemicellulosen stammen. Im Sulfitverfahren entstehende Essigsdure, Xylose und Furfural werden
inzwischen zurtickgewonnen und vermarktet. Die Monosaccharide der Ablauge stellen ein optimales
Ausgangssubstrat fir verschiedene biotechnologische Verfahren dar. Die fermentative Entzuckerung
von Ablaugen und weitere Verwertung von Lignosulfonat-Bestandteilen und Extraktstoffen wiirde
einen weiteren Beitrag zur Nachhaltigkeit dieses Prozesses leisten. Lignin mit seinem hohen
Brennwert kann nicht nur als Energiequelle geniitzt werden, was heutzutage seine Hauptanwendung
darstellt, sondern auch als Diingemittel, Rohstoff fir Klebstoffe, Aktivkohle und eine Reihe von
Chemikalien wie Vanillin, verschiedene Phenole, Dimethylsulfoxid, Benzol, und Acetylen. Aus
Extraktstoffen werden Weichmacher, Dispergatoren und Tenside gewonnen. Durch die fermentative
Verwertung von Kohlenhydraten aus Kochablaugen kénnen Bioenergietrdger wie Ethanol, Butanol
und Wasserstoff gewonnen werden. Auch die mikrobielle Herstellung von Polyhydroxyalkanoaten
(PHA), Milchsaure, Bernsteinsdure und 3-Hydroxypropionsaure, welche die Basis fiir die Herstellung
verschiedenster Biopolymere darstellen, wiirde den Prozesshorizont sehr erweitern (Abb. 5) (Sjode et
al.; Cheng et al. 2011; Adsul et al. 2011; Ren et al. 2016; Villegas und Gnansounou 2008; Guldt 2012).
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Abbildung 5: Moglichkeiten der Nutzung von Sulfitablauge.

Trotz der derzeit niedrigen Olpreise ist es umso wichtiger, die Forschung zu alternativen Treibstoffen
und Basischemikalien voranzutreiben, um beim Versiegen der fossilen Rohstoffquellen alternative
Technologien in anwendbarer Form zur Verfligung zu haben. Durch die Bioenergieerzeugung aus
Reststoffen der Zellstoffindustrie werden erneuerbare Rohstoffquellen geniitzt und es kommt zu
einer Verringerung des Energie- und Ressourceneinsatzes und der damit verbundenen negativen
Umwelteinwirkungen durch fossile Treibstoffe. Weltweit werden Bioenergietrager aus den
verschiedensten Substraten mit teilweise umstrittener Herkunft bereits grofRtechnisch hergestellt.
Der Ansatz zur Anwendung nachhaltiger akzeptierter Herstellungsverfahren bzw. Ressourcen ist ein
wichtiger Schritt zur Erhéhung des biogenen Anteils im Treibstoffsektor und gleichzeitig zur Losung
des Flachenkonkurrenzdilemmas (Fatehi 2013; Gonzalez-Garcia et al. 2009; Borrion et al. 2012;
Mussatto et al. 2010; Frederick et al. 2008).

Derzeit ist Ethanol der Hauptbiokraftstoff, der weltweit verwendet wird. Seine Gewinnung hat ein
hohes Potential, da die Anwendung von Ethanol immer starker verbreitet wird (Galbe und Zacchi
2002). Die Herstellung von Biobutanol ist eine attraktive Alternative zur Bioethanolherstellung.
Bioethanol ist in seiner Eignung als Kraftstoffadditiv beschrankt hinsichtlich seines Energieinhaltes,
der Mischbarkeit mit fossilem Diesel bzw. Benzin und hinsichtlich seines direkten Einsatzes in
konventionellen Antrieben ohne deren Adaption. Dagegen kann Butanol sowohl mit Ottokraftstoffen
in allen Verhéltnissen gemischt oder ganzlich ersetzt werden als auch mit Dieselkraftstoff bis zu
einem Anteil von 50 % gemischt werden. Hinzu kann Butanol in konventionellen Motoren ohne
Modifikationen verwendet werden. Biobutanol selbst kann aber nicht nur als Treibstoff eingesetzt
werden, sondern auch als Plattformchemikalie fir die chemische Industrie (Kaltschmitt et al. 2016;
Salemme et al. 2016).

Ein weiteres innovatives Produkt stellen Polyhydroxyalkanoate (PHAs) dar. PHAs sind Polyester,
welche intrazelluldr durch Bakterien als Energiespeicher oder Reservestoff gebildet werden. Sie sind
biologisch abbaubar sowie untoxisch und daher fir die Herstellung von Verpackungen in der
Lebensmittelindustrie, Nahtmaterialien, Implantate im medizinischen Bereich und fir
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pharmazeutische Depotpraparate perfekt geeignet. Der bekannteste Vertreter dieser Familie ist
Polyhydroxybutyrat (PHB). PHB ist ein Homopolymer der Hydroxybuttersdure. Es zeigt eine absolut
lineare isotaktische Struktur. Das Polymer ist hochkristallin (60-70 %) und daher fiir viele
Anwendungen zu spréde. Dieser Nachteil kann durch Polymerisation mit Comonomeren beseitigt
werden. Die Copolymere haben eine gréRere technische Bedeutung. Die industrielle Gewinnung von
PHB steckt noch in den Kinderschuhen, in der Zukunft wird aber ein starkes Wachstum des
Marktanteils der PHAs erwartet (Endres und Siebert-Raths 2011; Akiyama et al. 2003; Wang et al.
2014; Weng et al. 2011).

1.4.1. Ethanolgewinnung

Etwa 95 % des Ethanols werden heute aus Landwirtschaftsprodukten hergestellt. Von diesen
entfallen 40 % auf Rohstoffe wie Zuckerrohr und Zuckerriiben und 60 % auf Starke. Kraftstoff-Ethanol
kann fermentativ direkt aus Monosacchariden gewonnen werden sowie aus Polysacchariden
(zellulose und Stérke), welche zuerst in Monosaccharide umgewandelt werden miissen. Somit
kénnen die Kohlenhydratquellen in drei Hauptgruppen klassifiziert werden: einfache Zucker
(Zuckerrohr, Zuckerriiben, Sorghumhirse, Molke und Melasse), Starke (Mais, Weizen und Maniok)
und Lignozellulose (Holz, Stroh, landwirtschaftliche und pflanzliche Reste).

Die Ethanolproduktion wird in der Regel in drei Schritte eingeteilt: Gewinnung einer Substratlésung
mit fermentierbaren Zuckern, fermentative Erzeugung von Ethanol sowie Produkttrennung und
Reinigung durch Rektifikation. In Abhdngigkeit vom Rohmaterial erfordert der erste Schritt
unterschiedliche Verfahren, die weiteren Verfahrensstufen sind fiir alle Ausgangssubstrate dhnlich.
(Abb. 6).

Die simpelste Methode stellt der Einsatz von einfachen Zuckern als Substrat dar, wobei Ethanol
direkt aus dem Saft von Zuckerrohr und Zuckerriben oder aus Melasse mit Hilfe von Hefen
hergestellt werden kann. AulRer der Zerkleinerung des Rohmaterials bendtigt diese Technik keine
weiteren Behandlungen. Starke kann von Hefen nicht verwertet werden, daher missen Mais und
Weizen nach der Zermahlung durch Kochung geliert und enzymatisch mit a-Amylase und
Amyloglucosidase in Glukosemonomere gespaltet werden.

Die wichtigsten Prozessstufen der Ethanolgewinnung aus lignocellulosischem Material sind die
Vorbehandlung der Zellulose, welche die mechanische Zerkleinerung, Dampfexplosion sowie
Behandlung mit S&duren, Laugen oder Losungsmittelextraktion, bzw. saure oder enzymatische
Hydrolyse von Zellulose umfasst, und die weitere Fermentation, Ethanoltrennung und Reinigung
durch Rektifikation. Durch die Vorbehandlung von lignocellulosischem Substrat (z.B. Hydrolyse mit
verdinnten Sduren) werden die Hemicellulosen in ihre Monomere (Pentosen und Hexosen)
gespalten, welche fermentativ in Ethanol umgewandelt werden. Nach der Vorbehandlung verbleiben
in der Festphase Zellulose und Lignin. Zellulose kann weiter durch saure oder enzymatische
Hydrolyse in Glukose gespalten werden, welche ebenfalls zu Ethanol fermentiert wird. Trotz hoher
Produktionskosten wegen des technischen Aufwands verglichen mit der Ethanolherstellung aus
Zuckerrohr, Zuckerriibbe und Stdrke, sind Polysaccharide aus Lignozellulose (Zellulose und
Hemicellulose) als Ausgangsmaterial fur die Ethanolproduktion von groRem Interesse. Es wird
prognostiziert, dass in naher Zukunft Lignozellulose zum Hauptrohstoff der Ethanolgewinnung wird
(Mussatto et al. 2010; Brethauer und Wyman 2010; Parisutham et al. 2014; Sanchez und Cardona
2008; Cardona und Sanchez 2007; Sun und Cheng 2002).
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Abbildung 6: Drei Stufen der Ethanolproduktion aus unterschiedlichen Substraten.

Ein effizientes Verfahren zur Gewinnung von Ethanol durch Fermentation von allen in
Zellstoffablaugen enthaltenen Zuckern wurde noch nicht entwickelt. Die Mikroorganismen
Saccheromyces cerevisiae und Zymomonas mobilis sind sehr robust gegen Abbauprodukte von Lignin
und Holzextraktstoffen, welche in den Ablaugen zahlreich vorhanden sind, kénnen aber nur Hexosen
verstoffwechseln (Tesfaw und Assefa 2014; Batt et al. 1986; Olsson und Hahn-H&gerdal 1996). Pichia
stipitis konnte auch Pentosen verwerten, ist aber relativ empfindlich gegeniber allen anderen
Substanzen aus der Lauge (Xavier et al. 2010; Ferrari et al. 1992; Stoutenburg et al. 2011; Tran und
Chambers 1985). Es wurde versucht diese Problematik gentechnisch zu l6sen, indem Saccheromyces
cerevisiae Fremdgene eingepflanzt wurden, um den Abbau von Pentosen zu ermdglichen. Der Einsatz
von genmodifiziertem Saccheromyces cerevisiae Stamm flhrte zur Verbesserung der
Ethanolausbeuten von bis zu 130 % fir die Fermentation der Sulfitablauge aus Hartholz und bis zu
20 % fur die Sulfitablauge aus Weichholz verglichen mit nicht genmodifizierten Hefen (Helle et al.
2004; Helle et al. 2008; Pasha et al. 2007). Ein weiterer genereller Nachteil von Hefen ist, dass ihre
optimale Wachstumstemperatur bei 25-30°C liegt, was ideale Bedingungen fiir bakterielle
Kontaminationen (besonders mit Laktobazillen) bietet. AuBerdem ist wertvolle Prozessenergie notig,
um die Ablauge von 160 °C auf 30 °C zu kihlen. Zur Gewinnung von Ethanol muss die Ablauge erneut
auf 80 °C aufgeheizt werden (Fatehi 2013; Mussatto et al. 2010). Das Problem kann durch den Einsatz
von thermophilen Mikroorganismen geldst werden. Das Temperaturoptimum fir das Wachstum des
thermophilen Stammes Thermoanaerobacter mathranii liegt z.B. bei 65 °C, was das Wachstum der
meisten (in der Regel mesophilen) Mikroorganismen unterbindet. Fir die Destillation von Ethanol
muss die Losung nur um 15 °C statt um 50 °C erhitzt werden (Abb. 7) (Bryan 2009). Ein weiterer
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Vorteil dieser Kultur ist ihre gute Verwertung der meisten Zucker aus den Sulfitablaugen.
Thermoanaerobacter mathranii ist ein relativ unempfindlicher Stamm gegen Abbauprodukte von
Lignin und Holzextraktstoffen, welcher die Zugabe von bis zu 2,7 % Trockengehalt der Sulfitablauge
und 4,7 % Trockengehalt der mit Aktivkohle behandelten Sulfitablauge toleriert (Weissgram et al.
2015b; Rainey und Oren 2006; Larsen et al. 1997).
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Abbildung 7: Energetische Vorteile des Einsatzes von thermophilen Mikroorganismen bei der
Ethanolherstellung im Vergleich zu herkdmmlichen Hefen.

1.4.2. Butanolgewinnung

Die biotechnologische Herstellung von Butanol wurde schon 1861 durch Louis Pasteur beschrieben
und erreichte durch den Weizmann-Prozess (Aceton-Butanol-Ethanolgarung - ABE) Anfang des 20.
Jahrhunderts ihren Hohepunkt (Dunford 2012). Dieses Verfahren basierte auf stdrkehaltigen
Substraten und verlor aufgrund des Erdélbooms wieder an Bedeutung. Neben Stirke gibt es eine
Reihe von weiteren Substraten, welche flr die ABE-Fermentation geeignet sind. Im Gegensatz zu
Hefen, welche nur Mono- oder Disaccharide zu Ethanol vergédren kénnen, sind viele Clostridienarten
in der Lage auch komplexere Substrate wie Zellulose und hauptsdchlich auf Pentosen basierende
Hemicellulose abzubauen. Somit sind sie fir die Fermentation von Reststoffen der Zellstoffindustrie
wie beispielsweise Sulfitablauge perfekt geeignet (Tashiro et al. 2004; Fatehi 2013; Survase et al.
2011; Lee et al. 2008; Freier-Schroder et al. 1989; Liu et al. 2015; Ramey und Yang 2004). Clostridium
acetobutylicum, Clostridium  beijerinckii, Clostridium  saccharobutylicum und  Clostridium
saccharoperbutylacetonicum sind die am besten untersuchten Vertreter der Mikroorganismen,
welche zur ABE-Produktion fahig sind. In vorangegangenen Projekten wurden mehrere ABE-
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produzierende Clostridienstamme getestet. Aufgrund der sehr guten Butanolausbeute wurde in
dieser Arbeit Clostridium saccharoperbutylacetonicum eingesetzt.

Die Abb. 8 erklart am Beispiel von Clostridium acetobutylicum die Stoffwechselwege der ABE-
Fermentation. Hier ist gut zu sehen, dass an der fermentativen Umsetzung von Zuckern zu Aceton,
Butanol und Ethanol mehrere Stoffwechselwege beteiligt sind, die auf komplexe Weise miteinander
interagieren. Die ABE-Fermentation besteht aus zwei Phasen: der acidogenen (sdurebildenden) und
der solventogenen (I6sungsmittelbildenden) Phase. Die Zucker werden zunachst tber die Glykolyse
zu Pyruvat abgebaut. Wahrend der Acidogenese findet eine Phase exponentiellen Zellwachstums
statt. In diesem Stadium werden ausschliefflich Sduren, insbesondere Lactat, Acetat und Butyrat,
gebildet sowie Wasserstoff und Kohlendioxid. Erst mit dem Ubergang zur stationdren Phase setzt die
Solventogenese, das heiflt die Produktion von Aceton, Butanol und Ethanol ein. Die H,-Produktion
geht dabei zuriick. Hierbei werden auch die zuvor gebildeten Sduren wieder aufgenommen und zu
Aceton, Butanol und Ethanol verstoffwechselt (Aristilde et al. 2015; Amador-Noguez et al. 2011; Lee
et al. 2008; Gheshlaghi et al. 2009; Dusseaux et al. 2013; Ramey und Yang 2004; Schuster et al. 1998).

Acidogenese Glukose Solventogenese

l

Laktat |« - —| Pyruvat

=0 LSO

2
Acetat | e——«—| Acetyl-CoA| ——-—>| Ethanol

v

Acetoacetyl-CoA —)? Aceton

co,

W
Butyrat | «—— Butyryl-CoA | —s——

Abbildung 8: Stoffwechselwege von Clostridium acetobutylicum bei der ABE-Fermentation.

1.4.3. PHA-Gewinnung

Grundsatzlich sind drei verschiedene Moglichkeiten zur Gewinnung von PHA bekannt. Dazu gehoren
bakterielle Fermentation, Synthese in genmodifizierten Pflanzen und enzymatische Katalyse in
zellfreien Systemen.

Mit Hilfe der Gentechnik kénnen die PHA-Synthesegene in Nutzpflanzen eingebaut werden. Der PHA-
Gehalt in den genmodifizierten Pflanzen betragt bis zu 10 % Trockengehalt der Pflanze. Allerdings
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missen die PHA-Ausbeuten verdoppelt und die Monomerzusammensetzung weiter optimiert
werden, um nach dieser Technik eine rentable und wettbewerbsfahige PHA-Gewinnung zu
gewahrleisten.

In-vitro-PHA-Synthese kann auch in zellfreien Systemen enzymatisch durchgefiihrt werden. Der
Einsatz dieser Methode benétigt keine Entfernung von Nebenprodukten, da dadurch nur reine
Polymere entstehen. Wegen hoher Kosten der eingesetzten Enzyme und Substrate wird diese
Methode nur fir Forschungszwecke verwendet.

Bakterielle Fermentation von PHA ist zurzeit die einzige fir die Industrie relevante Methode.
Inokulation ist der erste Fermentationsschritt. Dabei befinden sich Mikroorganismen, welche fir die
Polymerherstellung in der weiteren Prozessstufe verwendet werden, in der Wachstumsphase bei
optimalen  physikalischen  Bedingungen. Die eigentliche PHA-Synthese findet unter
Mangelbedingungen, z. B. Phosphorlimitierung, bei gleichzeitigem Uberangebot an Kohlenstoff statt.
In dieser Phase horen Bakterien auf zu wachsen und sich zu vermehren. PHA wird intrazelluladr
gespeichert und kann bis zu 90 % Trockenzellgewicht enthalten (Abb 9). Die Molmasse des erzeugten
Polymers variiert zwischen 100.000 und 500.000 g/mol, wobei unter speziellen Bedingungen
Polymere mit Molmassen bis zu 1.000.000 g/mol gewonnen werden kénnen.

0.2 pm

Abbildung 9: TEM Aufnahme einer Halomonas halophila Probe, die PHB beinhaltet.

Der Gesamtfermentationsprozess dauert normalerweise ca. zwei Tage. Als Kohlenhydratquelle
kénnen nicht nur Zuckersubstrate dienen, sondern auch Alkohole (z.B. Methanol, Glycerin etc.),
Alkane (Hexan oder Dodecan), pflanzliche Ole und organische Siuren. In den Fermentationsprozess
involvierte Enzyme wirken vollig unspezifisch, daher kann die Ldnge von Polymerketten bzw. die
Bildung von Copolymeren durch die Zugabe von verschiedenen Substraten reguliert werden. Es gibt
oft keine rdumliche Trennung zwischen den Prozessschritten wahrend des Wachstums von
Mikroorganismen und der PHB-Generation. Die Umstellung der Fermentationsbedingungen erfolgt in
einem einzigen Fermenter. Die Fermentation wird Ublicherweise in Batch- oder in Fed-Batch-
Verfahren durchgefiihrt. Danach werden die Zellen durch Zentrifugation oder Filtration vom
Kulturmedium getrennt und zerkleinert, und das Rohpolymer wird isoliert. Die PHA-Extraktion kann
mit Chloroform, Methylenchlorid, Dichlorethan und Propylencarbonat, aber auch I6sungsmittelfrei
durchgefiihrt werden. Alle erwdhnten Losungsmittel haben eine negative Auswirkung auf die
Okobilanz des PHA-Herstellungsverfahrens. Aus diesem Grund werden alternative L&sungsmittel
gesucht, welche den besten Kompromiss zwischen der Effizienz, dem 6kologischen Faktor und der
Polymererhaltung darstellen. Losungsmittelfreie Verfahren basieren auf enzymatischem
Zellaufschluss, meistens in Kombination mit thermischer Behandlung durch Wasserdampf und
zusatzlicher Verwendung von verschiedenen Detergenzien sowie anschlieRender Mikrofiltration und
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Zentrifugation. Das Polymer kann auch durch Behandlung von Zellen mit (berkritischem
Kohlendioxid gewonnen werden. Im letzten Schritt findet eine Compoundierung und Granulierung
des PHA-Pulvers statt (Abb. 10).

Inokulation, Wachstumsphase
von PHA-Produzenten unter
optimalen physikalischen
Bedingungen

PHA-Synthese unter
Mangelbedingungen

Polymerisolierung, Reinigung

Compoundierung, Granulierung

Abbildung 10: Vier Prozessstufen der PHA-Gewinnung.

Mehr als 300 verschiedene Mikroorganismen sind als PHA-Produzenten bekannt. Fir industrielle
Anwendungen ist ein GroRteil dieser Mikroorganismen aufgrund der niedrigeren Produktionsraten
von PHA, der aufwandigen Produktextrahierung, der nicht ausreichenden Molmasse der erzeugten
Polymere sowie des Spektrums der fur die Fermentation einsetzbaren Kohlenstoffquellen nicht
geeignet (Endres und Siebert-Raths 2011; Mendez-Vilas 2010).

Einige halophile Mikroorganismen sind imstande groRe PHB-Mengen zu produzieren (Maskow 2008;
Lafferty und Braunegg 1984). Diese Mikroorganismen tolerieren hohe Natriumchlorid-
Konzentrationen. |hre Umstellung auf Salze, welche in Prozesslaugen aus der Zellstoffindustrie
vorhanden sind, wiirde einen effektiven Weg zur PHB-Herstellung aus den in diesen Ablaugen
enthaltenen Zuckern offnen. Fermentationen in einer salzreichen Umgebung verringern das
Kontaminationsrisiko und ersparen die zusatzlichen Chemikalienzugaben zu Prozessablaugen. Die
Vorversuche zur Umstellung vom halophilen Stamm Halomonas halophila auf Magnesiumsalze waren
bis jetzt aber erfolglos. Dieser Stamm wurde fiir diese Arbeit verwendet, da er bei der Zugabe von bis
Zu 6,6 % Trockengehalt der Sulfitablauge in der Lage war PHB zu produzieren (Weissgram et al.
2015a). AuBerdem ist Halomonas halophila nicht patentiert.

1.5. Potentiell inhibierende Substanzen in den Sulfitablaugen

Es ist bekannt, dass manche Substanzen aus der Sulfitablauge die Fermentationsprozesse inhibieren
konnen (Xavier et al. 2010; Klinke et al. 2001). Die potentiellen Inhibitoren unterteilen sich in
organische Sauren, Phenole, Furanderivate, Holzextraktstoffe und metallische Kationen (Abb. 11). Zu
den Furanderivaten gehoren Furfural und Hydroxymethylfurfural, welche durch die Zersetzung von
Pentosen und Hexosen entstehen. Bei einem weiteren Abbau entstehen Ameisensdure und
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Lavulinsdure. Diese zdhlen gemeinsam mit der Essigsdure zu den organischen Sduren. Essigsdure
stammt aus dem Acetylxylan. Phenole kommen entweder schon als Extraktstoffe im Holz vor oder
werden beim Abbau von Lignin gebildet. Metallische Kationen stammen aus Alkali- und
Erdalkalihydroxiden, welche als Aufschlussreagenzien im Sulfitverfahren eingesetzt werden (Marques
et al. 2009; Jonsson und Martin 2016; Klinke et al. 2004; Clark und Mackie 1984; Larsson et al.
1999b).
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Abbildung 11: Bildung von potentiellen inhibierenden Substanzen in der Sulfitablauge (Substanzen mit
besonders toxischer Wirkung sind rot markiert (Kapitel 2.1. Teil I)).

Die Auswirkungen dieser Stoffe auf Mikroorganismen differieren allerdings je nach Literaturstelle.
Beispielsweise identifizierten Palmquvist et al. und Adeboye et al. die 16slichen Ligninkomponenten als
Hauptinhibitoren bei Fermentation mit Clostridium acetobutylicum. Qureshi et al. wiederum zeigten,
dass Furfural und Hydroxymethylfurfural (HMF) in Konzentrationen von 0,50 g/I bzw. 1,00 g/| die
ABE-Produktion durch Clostridium beijerinckii nahezu um das Dreifache erhéhen. Pampulha et al.
berichteten, dass die hemmende Wirkung von organischen Sduren pH-abhangig ist, da diese in
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undissoziierter Form schadlich auf die Zellen wirken. Es gibt darliber hinaus auch Arbeiten, in denen
eine Synergie zwischen einzelnen Hemmstoffen beschrieben ist (Palmquvist et al. 1999; Ferrari et al.
1992; Adeboye et al. 2014; Canilha et al. 2012; Pampulha und Loureiro-Dias 1989; Klinke et al. 2004;
Clark und Mackie 1984; Ezeji et al. 2007; Heipieper et al. 1994; Stratford et al. 2009; Mills et al. 2009;
Palmqvist und Hahn-Hagerdal 20003a; Stratford et al. 2013; Qureshi et al. 2012).

Die Frage, warum viele dieser Substanzen so schadlich auf die Zellen wirken, wahrend die anderen
absolut harmlos sind und manche sogar das Zellwachstum positiv beeinflussen, konnte bis jetzt noch
nicht beantwortet werden. Es gibt mehrere Hypothesen, die einander oft widersprechen. Meistens
wurden die zerstérenden Mechanismen von Inhibitoren beschrieben. Es gibt aber keine Erkldrung,
warum manche Verbindungen das Wachstum von Mikroorganismen férdern kénnen (Adeboye et al.
2014; Palmqvist und Hahn-Hagerdal 2000b; Park et al. 2001; Heipieper et al. 1992).

Im Laufe der Evolution spielte Wasser eine wichtige Rolle fir die Zellen. Mit Wasser mischbare
niedere Alkohole und organische Sauren sind Fermentationsprodukte vieler Mikroorganismen. Zellen
entwickelten im Evolutionsprozess Schutzmechanismen und kdnnen relativ hohe Konzentrationen
dieser natiirlichen Produkte tolerieren (Ingram und Buttke 1985). Ganz anders sieht die Situation bei
Phenolen aus. Diese Verbindungen treten selten in hohen Konzentrationen unter natirlichen
Bedingungen auf. Wahrscheinlich ist das der Grund, warum schon kleine Mengen dieser Substanzen
sehr schadlich auf die Zellen wirken. Die Arbeitsgruppe von Heipieper untersuchte die
Zusammenhdnge zwischen unterschiedlichen Klassen von organischen Verbindungen und ihrer
Wirkung auf Mikroorganismen. Es wurde festgestellt, dass Substanzen mit log P Werten von 1 bis 5
sehr toxisch fiir die Zellen sind, wéhrend Verbindungen mit log P Werten unter 1 und (iber 5 meistens
harmlos sind (logP gibt das Verhédltnis der Konzentrationen einer Chemikalie in einem
Zweiphasensystem aus 1-Octanol und Wasser an). Zu der ersten Klasse gehéren Phenole, zu der
zweiten Alkohole und organische Sduren (Heipieper et al. 1994; Sangster 1997).

Verschiedene Arbeitsgruppen vertreten unterschiedliche Meinungen, wie die Mechanismen der
Wechselwirkung von Phenolen mit Zellen ablaufen. Viele Autoren behaupten, dass die Inhibierung
des Zellwachstums keinen metabolischen oder chemischen Ursprung hat. Eine Erkldrung dafir ist das
Losen der Phenole in der Zellmembran, sodass aromatische hydrophobe Doméanen von Phenolen sich
zwischen hydrophoben Enden der Fettsduren einlagern, und die hydrophilen Hydroxyl-, Carboxyl-
und Carbonyl-Gruppen sich zu hydrophoben Teilen der Phospholipide ausrichten. Im Allgemeinen
wird davon ausgegangen, dass Phenole Zellmembranen zerstoren, was die Hemmung des
Zellwachstums oder den Tod von Zellen verursacht, da die intrazelluldren Bestandteile freigesetzt
werden (AL-Adham et al. 1998; Hugo 1967; Kitagawa et al. 1990; Guan et al. 2011; Giordano et al.
2007).

Hugo et al. beschreiben, wie durch Zugabe von Chlorhexidin der Auslauf des intrazellularen Materials
bei Escherichia coli und Staphylococcus aureus ausgeldst wird. Sie vermuten, dass Chlorhexidin mit
Proteinanteilen der Membran wechselwirkt. Dadurch dndert sich die Membrandurchlassigkeit, was
zum Verlust von intrazellulirem Kalium und Phosphaten und zur Anderung der Funktion bestimmter
membranassoziierter Enzyme und Transportsysteme fiihrt (Hugo und Longworth 1965).

Weitere Untersuchungen zeigen, dass bestimmte aromatische Substanzen die energieabhangigen
Stoffwechselmechanismen hemmen. 2,4-Dinitrophenol und Tetrachlorsalicylanilid (TCS) hindern die
energieabhdngige Phosphat- und Aminosaure-Aufnahme und die Assimilation von Aminosauren und
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Glukose in das Zellmaterial bei Staphylococcus aureus. Die energieunabhingige Aufnahme von
Phosphat und Aminosauren bleibt dagegen unverédndert (Hotchkiss 1944; Hamilton 1968; Pinchot
1967).

Viele membranaktive antibakterielle Wirkstoffe fihren zur Entkopplung der oxidativen
Phosphorylierung in Mitochondrien. Offenbar beeinflussen Phenole entweder die oxidative Ebene
oder Substratebene der Phosphorylierung. Eine weitere Vermutung ist die Hemmung der
Energienutzung bei Stoffwechselreaktionen durch Phenole (Lardy und Elvehjem 1945; Rigoulet et al.
1996; Mitsuda et al. 2014; Rottenberg 1990; Wynn und Fore 1965, Reuben 1984, 1984).

Petronio beschéftigte sich mit der Hemmung von NADPH-Oxidase durch Apocynin. NADPH-Oxidase
katalysiert die Reaktion, bei der NADPH zur NADP" in der Zelle oxidiert wird, wobei die Elektronen auf
die AuBenseite der Membran Ubertragen werden, wo Hyperoxide gebildet werden. Diese sind fir die
Zellen schadlich und werden durch das Enzym Superoxid-Dismutase in Sauerstoff und
Wasserstoffperoxid lberfiihrt. Das Wasserstoffperoxid reagiert weiter mit Hilfe von Katalase zu
Sauerstoff und Wasser (Abb. 12). Apocynin ist ein relativ schwacher Radikalfanger, dafiir hat es eine
hohe Kapazitat als Abfangmittel fiir das entstehende Wasserstoffperoxid. Die Apocynin-Molekiile
reagieren mit Wasserstoffperoxid unter Bildung von Apocynindimeren, diese Reaktion wird durch
zelluldre Peroxidasen (Myeloperoxidase) katalysiert. Die gebildeten Dimerisierungsprodukte von
Apocynin hemmen die NADPH-Oxidase (Petronio et al. 2013).

0,5, H,O
Katalase [
Oz, H0;
Su peroxid-Dismutase[

O; Oy

R0 X000

NADP* NADPH

Abbildung 12: Funktion der NADPH-Oxidase: NADPH wird zur NADP" oxidiert, die Elektronen werden auf die
AuBenseite der Membran libertragen, dort werden Hyperoxide gebildet, welche durch das Enzym Superoxid-
Dismutase in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid iiberfiihrt werden. Das Wasserstoffperoxid reagiert mit
Hilfe von Katalase zu Sauerstoff und Wasser.

In dieser Arbeit wird versucht die Mechanismen der Inhibierung von Phenolen aufzuklaren, in dem
die Strukturdnderungen von potentiellen Inhibitoren wahrend des Wachstums von Mikroorganismen
mittels '"H NMR Spektroskopie verfolgt werden. Auf diese Weise werden Substanzen untersucht,
welche eine stark hemmende Wirkung aufweisen, sowie Substanzen, die fur die Zellen harmlos sind
bzw. positiv auf das mikrobielle Wachstum wirken.
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1.6. Entgiftungstechniken der Sulfitablauge

Um in einem hemmenden Hydrolysat zu fermentieren, gibt es mehrere Moglichkeiten. Bei einem
Fed-Batch Prozess werden die Inhibitoren nur in kleinen Mengen zugesetzt, dabei werden die
hemmenden Konzentrationen nicht erreicht. Es konnen auch solche Mikroorganismen ausgewahlt
werden, die sehr resistent gegenliber den Hemmstoffen sind. In manchen Féllen erfolgt eine
Adaption an die Hemmstoffe. Durch den Einsatz von Gentechnik konnen die Toleranzeigenschaften
des Stammes verbessert werden. In vielen Fallen erfolgt durch eine Vorbehandlung die Abtrennung
der Hemmstoffe (Mussatto und Roberto 2004; Olsson und Hahn-Hagerdal 1996).

Das Ziel dieser Arbeit ist es, flr Ethanol-, Butanol- und PHB-Produktion relevante Mikroorganismen
einem umfassenden Inhibitorscreening mit Furanderivaten, organischen Sauren, Alkoholen und
verschiedenen Phenolderivaten zu unterziehen, um die Verbindungen zu identifizieren, welche die
Mikroorganismen tatsachlich hemmen. Danach wird eine aus dem Sulfitverfahren stammende
Ablauge durch verschiedene Vorbehandlungstechniken entgiftet, um ganz gezielt diese
Komponenten zu entfernen, wodurch die Fermentation wesentlich verbessert werden kann.

Die Entgiftungsmethoden fiir Hydrolysate von lignozellulosehdltigen Materialien sind vielfaltig. Je
nach Ausgangsmaterial und Art der Hydrolyse werden biologische, chemische, physikalische bzw.
auch kombinierte Verfahren angewandt (Mussatto und Roberto 2004; Alvira et al. 2010; Klinke et al.
2004).

1.6.1. Biologische Verfahren

Eine wichtige Herausforderung bei der Fermentation von lignozellulosehaltigen Ablaugen ist die
Entfernung von phenolischen Substanzen, die flir Wachstum von Mikroorganismen besonders
hemmend wirken. Biologische Entgiftungstechniken sind dafiir am besten geeignet. Die Hydrolysate
kénnen mit spezifischen Enzymen oder ganzen Zellen behandelt werden.

Die enzymatischen Entgiftungen gehodren zu den effektivsten Methoden fiir die Entfernung von
Phenolen aus Lignozellulose-Aufschlissen. Meistens werden dafiir unterschiedliche Laccasen und
Peroxidasen eingesetzt (Tab 4). Die Arbeitsgruppen von Chandel und Martin beschéftigten sich mit
der Ethanolherstellung aus Zuckerrohrbagasse. Chandel et al. setzten fiir die Fermentation den
Stamm Candida shehatae NCIM 3501 ein. Um inhibierende Phenole zu reduzieren, wurde Laccase
aus Cyathusc stercoreus verwendet. Die Menge von Phenolen wurde dadurch um 77,7 %
herabgesetzt (Chandel et al. 2007). Martin et al. gewannen Ethanol mittels Saccharomyces cerevisiae.
Die stérenden Phenole wurden mittels Phenoloxidase Laccase aus Coriolus (Trametes) versicolor um
80 % reduziert (Martin et al. 2002). In der Arbeit von Jonnson wurde Wirkung der Enzyme Laccase
und Lignin Peroxidase aus Trametes (Coriolus, Polyporus) Versicolor auf Hydrolysate der Salweide bei
der Ethanolfermentation mittels Saccharomyces cerevisiae untersucht. Es wurden Tests mit Laccase,
Lignin Peroxidase und einer Kombination aus Laccase und Lignin Peroxidase durchgefiihrt. Die
Versuche mit Laccase zeigen die besten Ergebnisse (Jonsson et al. 1998). Moreno et al. beschaftigten
sich mit Entgiftung von Weizenstroh-Maische durch Behandlung mit Laccase aus Pycnoporus
cinnabarinus und Laccase aus Thapsia villosa fur die Ethanolfermentation mittels Kluyveromyces
marxianus. Sie entfernten bis zu 94 % der Phenole (Moreno et al. 2012). Larsson et al. verwendeten
das Fichte-Hydrolysat als Substrat flir die Ethanolfermentation mit Saccharomyces cerevisiae. Zur
Verbesserung der Fermentation entfernten sie die phenolischen Verbindungen durch enzymatische
Entgiftung mit Phenoloxidase Laccase aus Trametes Versicolor (Larsson et al. 1999). Cho. et al.
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verwendeten als Modellsubstanzen sechs phenolische Verbindungen, welche die Butanolproduktion
inhibierten. Durch die Verwendung von Peroxidase aus Coprinus cinereus wurde eine vollstandige
Entfernung dieser Phenole erreicht, was die Butanolausbeuten wesentlich erhéhte (Cho et al. 2009).

Tabelle 4: Uberblick iiber die enzymatische Entgiftung von Fliissigstromen aus dem LignozelluloseaufschluR.

Hydrolysat Enzym Effekt Referenz

selektive Entfernung von
phenolischen Verbindungen

L Cyath ) Chandel et
Zuckerrohrbagasse dccase aus Lyathuse (77,5 %); geringer Verlust an (Chandel e
stercoreus - al. 2007)
Zucker; hohere
Ethanolausbeuten
Phenoloxidase Laccase  Reduktion von Phenolen (Martin et al
Zuckerrohrbagasse aus Coriolus (Trametes) (80 %); Verbesserung der 2002) '
versicolor Ethanolfermentation
Laccase und Lignin selektive, vollstéandige
Salweide Peroxidase aus Entfernung von phenolischen  (J6nsson et
Trametes (Coriolus, Monomeren; Verbesserung der al. 1998)
Polyporus) Versicolor Ethanolfermentation
L P
cinnabarinusund  Reduktionvon Phenolen
Weizenstroh-Maische ) 94 %); Verbesserung der
IZ ! Laccase aus Thapsia ( ‘) "ne al. 2012)

) Ethanolfermentation
villosa

. Spezifische Entfernung von
Phenoloxidase Laccase pezi ung v (Larsson et al.

Fichte phenolischen Verbindungen;

T Versicol 1
aus Trametes Versicolor hohere Ethanolausbeuten 999)
6 Phenole als
Modellkomponenten: p-
Cumarsaure, Ferulasdure, . , Reduktion von Phenolen
. Peroxidase aus Coprinus (Cho et al.

4-Hydroxybenzoeséaure, . (100 %), Verbesserung der

e cinereus . 2009)
Vanillinsdure, Butanolproduktion
Syringaldehyd und
Vanillin

Manche Mikroorganismen sind in der Lage Lignin sowie Furfural, HMF und Essigsdure in der
Lignozellulose abzubauen. In der Natur, unabhingig von aeroben oder anaeroben Bedingungen,
nehmen mehrere Kulturen von Mikroorganismen am Ligninabbauprozess teil, aus diesem Grund
werden fur die mikrobiellen Entgiftungen meistens Mischkulturen verwendet. Nach dieser Technik
vorbehandelte Lignozellulosesubstrate konnen in weiteren Prozessstufen einfacher in fermentierbare
Zucker hydrolysiert werden, was eine geringere Zugabe von Sduren und niedrigere Temperaturen
erfordert, auRerdem wird die Hydrolysezeit dadurch verkiirzt. Die Verwendung von Mikroorganismen
hat den Nachteil, dass diese auch den flr die weiteren Fermentationen notigen Zucker
verstoffwechseln (Lopez et al. 2004; Ravindran und Jaiswal 2016; Bernardes 2011).

Die Anwendung von verschiedenen Pilzen zur Entgiftung von lignozellulosehaltigen Substraten
bekam in den letzten Jahren die Aufmerksamkeit einiger Forscher. Es wurden viele Pilze untersucht,
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welche in der Natur Holzfdule verursachen. Viele diese Pilze kdnnen Lignin abbauen (Ravindran und
Jaiswal 2016; Bernardes 2011). Der filamentdse Pilz Trichoderma reesei wurde direkt zur Entgiftung
von Hemicellulosenhydrolysaten eingesetzt und bewirkte eine 30 %-ige Reduktion der bei 280 nm
absorbierenden Komponenten, dazu gehoren Essigsdure, Furfural und Benzoesdurederivate
(Palmqvist und Hahn-Hagerdal 2000b; Larsson et al. 1999a; Palmquvist et al. 1997). Pereira et al.
entgifteten Sulfitablauge aus Eukalyptus mit dem thermophilen Schimmelpilz Paecilomyces variotii.
Der Einsatz dieses Pilzes flihrte zur Entfernung solcher Substanzen wie Essigsdure, Gallussdure und
Pyrogallol. Auch bei der Verwendung von Pilzen wurde eine starke Abnahme von Zuckern in der
Ablauge beobachtet (Pereira et al. 2012).

1.6.2. Physikalische Verfahren

Zu den physikalischen Entgiftungstechniken gehoren Vakuumeindampfung und
Membrantrennverfahren.

Vakuumeindampfung dient zur Entfernung von fliichtigen Stérkomponenten wie z.B. Vanillin,
Essigsdure, Furanderivaten etc. Schwerfliichtige toxische Ligninderivate und Extraktstoffe bleiben in
der Lésung und muissen durch Verwendung zuséatzlicher Trennstufen beseitigt werden (Larsson et al.
1999a; Vertes et al. 2010; Rodrigues et al. 2001).

Ein sehr effizientes Verfahren zur Entfernung von organischen Sduren, Furanderivaten und Phenolen
aus lignozellulosischen Hydrolysaten stellt das Membrantrennverfahren dar. Das Prinzip der
Membranextraktion ist in der Abb. 13 dargestellt. Das lignozellulosische Hydrolysat wird durch
Hohlfasermodule aus einem Bilindel hydrophober Membranen aus Polyvinylidendifluorid (PVDF) bzw.
Polypropylen gepumpt. Als Losungsmittel kénnen n-Heptan, Trioctyl/Decylamin in Octanol,
Oleylalkohol sowie ionische Flissigkeiten eingesetzt werden (Grzenia et al. 2010; Grzenia et al. 2012;
Bernardes 2011; Abels et al. 2013; Grzenia et al. 2008).

Extraktionsmittel

|

Lignozellulosisches Lignozellulosisches
Hydrolysat vor dem = o o T 3 Hydrolysat nach dem
Trennverfahren Trennverfahren

— > B ———

Hohlfasermembran

|

Extraktionsmittel
mit Extrakt

Abbildung 13: Prinzip des Membrantrennverfahrens zur Auftrennung eines lignocellulosischen Hydrolysats.
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1.6.3. Chemische Verfahren

Chemische Entgiftungen von lignozellulosehaltigen Ablaugen umfassen sehr viele Methoden (Tab 5).
Eine kostengiinstige und effektive Methode ist die Festphasenextraktion von Ablaugen mit Lignin,
von welchem groRe Mengen als Nebenprodukt wahrend der Herstellung von Zellstoff entstehen.
Seine hydrophoben Eigenschaften machen die Abtrennung von aromatischen Anteilen und
Furanderivaten moglich (Bjorklund et al. 2002; Nilvebrant et al. 2001). Die Entgiftung durch
Behandlung mit Aktivkohle basiert auf ihrem Absorptionsvermégen (Helle et al. 2008; Converti et al.
2000; Rodrigues et al. 2001; Alves et al. 1998; Stoutenburg et al. 2011). Parajo et al. verringerten
damit die Konzentrationen von Phenolen und Essigsdure in Sdurehydrolysaten (Parajo et al. 1997).
Auch lonenaustauscherharze wurden untersucht, wobei gezeigt wurde, dass Anionenaustauscher
effektiver sind als Kationenaustauscher, d.h. dass héhere Mengen von ionischen und ungeladenen
potentiellen Inhibitoren entfernt werden kénnen. Der Einsatz eines Anionenaustauschers verursacht
einen unerwiinschten Zuckerverlust von bis zu 75 %, dieser kann durch Zugabe von Natriumsulfat auf
1% reduziert werden. Kationenaustauscher haben dagegen keinen Einfluss auf die
Zuckerkonzentration. (Nilvebrant et al. 2001; Larsson et al. 1999a; Zhuang et al. 2009; Fernandes et
al. 2012; Stoutenburg et al. 2011; Wickramasinghe und Grzenia 2008). Eine Alkalibehandlung mit
Metallhydroxiden ist ebenfalls eine wichtige Entgiftungsmethode, welche den Gehalt an
Furanderivaten und Phenolen in Ablaugen stark reduziert; die genauen Mechanismen dieser
Behandlung sind noch nicht ganz aufgeklart. Der Nachteil der Entgiftung mit Calciumhydroxid ist der
Verlust von in Ablaugen enthaltenen Zuckern (bis zu 7,6 %) (Ranatunga et al. 2000; Larsson et al.
19993; Helle et al. 2008; Martinez et al. 2001; Martinez et al. 2000; Cantarella et al. 2004; Millati et
al. 2002; Bernardes 2011; Chandel et al. 2007; Bernardes 2011; Converti et al. 2000; Stoutenburg et
al. 2011).

Tabelle 5: Uberblick iiber die chemischen Entgiftungstechniken von Fliissigstromen aus dem
Lignozelluloseaufschluss.

Hydrolysat Entgiftungstechnik Effekt Referenz
Saurehydrolysat von Lignin Entfernung von phenolischen (Bjorklund et al. 2002)
Fichte Verbindungen (53 %) und

Furanderivaten (68 %)

Saurehydrolysat von Aktivkohle Reduktion von Phenolen und (Helle et al. 2008)
Eukalyptus, Essigsdure
Sulfitablauge

Saurehydrolysat von lonenaustauscherharze Entfernung von Phenolen, (Nilvebrant et al. 2001;
Fichte organischen Sduren und Larsson et al. 1999)
Furanderivaten

verdiinnte Alkalibehandlung Reduktion von Phenolen und (Larsson et al. 1999;
lignocellulosische Furanderivaten Ranatunga et al. 2000)
Saurehydrolysate

23



1.6.4. Vergleich verschiedener Entgiftungstechniken

Biologische Entgiftungsverfahren erfordern im Gegensatz zu physikalischen und chemischen
Verfahren keine hohen Temperaturen, Driicke oder Zugabe von unterschiedlichen Chemikalien und
sind deshalb sehr umweltfreundliche Prozesse. Nachteilig sind die malRige Kontrolle lber den
Reaktionsablauf und die langen Reaktionszeiten sowie ein mikrobieller Zuckerabbau. Physikalische
Entgiftungstechniken gehoren zu einfachen und schnellen technisch durchfiihrbaren Verfahren. Die
Eindampfung hat den Nachteil, dass nur die leichtfliichtigen Verbindungen entfernt werden. Diese
Technik hat zudem einen hohen Energiebedarf. Alle chemischen Verfahren sind sehr einfach
durchflhrbar. Bei der Verwendung von Lignin und Aktivkohle kdnnen diese nach der Entgiftung
verbrannt werden, wodurch Prozessenergie gewonnen werden kann. Die chemischen Verfahren
haben unterschiedliche Mechanismen, manche dieser Verfahren flhren zu einem leichten
unerwiinschten Zuckerverlust (Tab. 6).

Tabelle 6: Vergleich verschiedener Entgiftungstechniken.

Entgiftung durch Vorteile Nachteile

Mikroorganismen/Pilze niedriger Energiebedarf, kostenglinstig Zuckerabbau, Limitierung der
Prozesskontrolle, langer
Reaktionsablauf

Enzyme niedriger Energiebedarf, sehr selektive langer Reaktionsablauf
Reaktionen, einfaches Verfahren

Eindampfung schnelles, einfaches Verfahren hoher Energiebedarf, hohe Kosten,
schwerfliichtige Verbindungen bleiben
in Prozesslauge

Membrantrennverfahren einfaches Verfahren teure Technik
Lignin kostenglinstiges, schnelles, einfaches

Verfahren
Aktivkohle kostenglinstiges, schnelles, einfaches

Verfahren, kein Zuckerverlust

lonenaustauscherharze schnelles, einfaches Verfahren leichter Zuckerverlust
Alkalibehandlung kostenglinstiges, schnelles, einfaches leichter Zuckerverlust
Verfahren
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2. Resultate

2.1. Wirkung von potentiellen Inhibitoren auf das Wachstum von Mikroorganismen

In diesem Teil der Arbeit wurde die Wirkung von verschiedenen potentiell inhibierenden Substanzen
aus der Sulfitablauge auf das Zellwachstum von Thermoanaerobacter mathranii, Halomonas
halophila und Clostridium saccharoperbutylacetonicum untersucht. Diese Versuche wurden mit
Furanderivaten, organischen Sauren, Alkoholen und Phenolen durchgefiihrt. Die Konzentrationen
von Furanderivaten, organischen Sauren und Alkoholen entsprechen den Konzentrationen aus der
Sulfitablauge, wobei fiir die Arbeit mit einzelnen Mikroorganismenstammen die Ablaugen von
unterschiedlichen Industriepartnern verwendet wurden. Aus diesem Grund gibt es minimale
Konzentrationsunterschiede dieser Komponenten in unseren Versuchen. Die Stoffwechselprodukte
im Fermentationsprozess von Thermoanaerobacter mathranii - Ethanol, Essigsaure und Milchsaure -
wirken ab bestimmten Mengen hemmend auf die Bakterien. Es wurde getestet, welche
Konzentrationen von diesen Substanzen fiir die Mikroorganismen letal sind. Fir Thermoanaerobacter
mathranii wurde die obere Konzentrationsgrenze von Furfural und fir Halomonas halophila von
Furfural und Hydroxymethylfurfural bestimmt. Die Sulfitablaugen enthalten Lignosulfonate, deren
Wirkung ebenfalls auf das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii getestet wurde.

Die Auswahl der phenolischen Testsubstanzen und deren Konzentrationen wurde der Literatur
entnommen (Marques et al. 2009; Sixta 2006; Jonsson und Martin 2016; Rydholm 1965; Sjostrom
1993; Bjorklund et al. 2002; Larsson et al. 1999c, Larsson et al. 1999a; Klinke et al. 2004; Clark und
Mackie 1984). Um die Ergebnisse besser interpretieren zu konnen, wurden diese Phenole nach ihrer
Funktionalitat (Carbonyl-, Carboxyl-Funktionalitdt und ein- und mehrwertige Phenole) aufgeteilt. Die
Wirkung von phenolischen Komponenten auf das Wachstum von Mikroorganismen wurde mit Hilfe
einer einfachen Farbskala dargestellt: rot 0-33 % Wachstum, gelb 33-66 %, hellgriin 66-100 %,
dunkelgriin >100 % (Tab. 7-12). Auch die Wirkung von Natrium Lignosulfonat auf das Wachstum von
Thermoanaerobacter mathranii wurde untersucht.

Um den Wachstumsverlauf der Mikroorganismen zu verfolgen, wurde die Anderung der Zelldichte
einer Bakteriensuspension ermittelt. Zur Bestimmung der Wirkung von potentiellen Inhibitoren auf
das Bakterienwachstumsverhalten wurde AOD (optische Dichte) der Positivkontrolle (Kultur im
Medium mit Zuckerquelle) mit AOD von Proben verglichen, bei denen Inhibitoren zugegeben
wurden, wobei angenommen wurde, dass AOD der Positivkontrolle einem Wachstum von 100 %
entspricht.

2.1.1. Inhibitorversuche mit Ethanolproduzenten

Untersuchungen der Wirkung der Furanderivate Furfural und Hydroxymethylfurfural auf die
Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii zeigen, dass Furfural bis zu einer Konzentration
von 0,94 mmol/l und Hydroxymethylfurfural bis zu einer Konzentration von 1,49 mmol/l nicht
hemmend wirken und sogar einen fordernden Effekt auf das Zellwachstum haben; erst ab einer
Konzentration von 4,68 mmol/l wirkt Furfural hemmend (Abb. 14). Das Screening von Alkoholen
ergab, dass 4,68 mmol/l sowie 46,81 mmol/l Methanol eine positive Wirkung auf das Wachstum
haben. Eine Konzentration von bis zu 17,15 mmol/l Ethanol ist nicht hemmend fur die
Mikroorganismen, 171,50 mmol/I Ethanol senken hingegen das Zellwachstum auf 19 % (Abb 15).
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Abbildung 14: Einfluss von Furanderivaten auf das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii.

150

— 100
)
S
=
|2}
o=
[3]
(]

< 504

04

1,72mmol/l | 17,15 mmol/l | 171,50 mmol/l| 428,75 mmol/l | 4,68 mmol/l | 46,81 mmol/l
Ethanol Methanol

Abbildung 15: Einfluss von Alkoholen auf das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii.

Tests mit organischen Siuren zeigen, dass 0,24 mmol/| bis 2,84 mmol/| Buttersdure und 0,2 mmol/I
bis 2,43 mmol/I Propions&ure nicht inhibierend auf die Zellen wirken und sogar einen leicht positiven
Effekt auf das Wachstum von Mikroorganismen haben. Essigsdure wirkt bis zu einer Konzentration
von 128,39 mmol/l nicht hemmend, ab 166,53 mmol/l wird das Zellwachstum um 39 % gehemmt. Bei
einer Zugabe von 3,41 mmol/l Ameisensdure wird keine negative Wirkung beobachtet, ab
6,95 mmol/| sinkt die Zelldichte auf 77 % und ab 27,24 mmol/l auf 44 %. Livulinsdure fihrt im
Konzentrationsbereich von 6,95 mmol/l bis 10,77 mmol/l zu einer leichten Hemmung des
Bakterienwachstums. 1,11 mmol/l Milchsdure stéren das Wachstum nicht, 5,55 mmol/l wirken leicht
schadlich, 1,1 mmol/l reduzieren das Wachstum auf 43 % (Abb. 16).

26



150

115
20" 100
= 89
£ 81
E Oill
17}
=
5}
©
< 504
0— -_— | = | =
s|lslS|sls|s|S|3l3|l3lsls|S|sl=s|3S|=s|s|=
ele|B|e|e|e|B|E|E|E|2|8|B|2|2|2|lg|lze|ct
E|E|E|E|E|E|E|E|S| S| E|E|E|E|E|E|E|E|E
—|lw |t | ||l || ~-—lwl|l2|lo|lon]|o
<, o | | & o_| o Nloeolol o Tlo | B — o | ] & |
m‘w‘&o’om”%ggen"w?_‘-m,‘:oom‘
<] [}
5 e ® 2 o 5
2 2 2 3 2 3
S 2] @ c 7} (=
¢ 2 7 5 5 g
[ =
E a i ] = £

Abbildung 16: Einfluss von organischen Sduren auf das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii.

Ein- und mehrwertige Phenole sind flir Thermoanaerobacter mathranii nicht schadlich, Resorcin,
Hydrochinon und Pyrogallol weisen in Konzentrationen von 3 mmol/l bis 7 mmol/l sogar eine positive
Wirkung auf. 3 mmol/l Guajacol, Phenol und Brenzcatechin férdern das Zellwachstum, 7 mmol/I
dieser Substanzen verringern das Wachstum um 5 bis 10 %.

AuBer Homovanillinsdure und Ferulasdure, welche in Konzentration von 7 mmol das Wachstum von
Mikroorganismen auf 59 % bzw. 37 % senken, haben phenolische Verbindungen mit Carboxyl-
Funktionalitdat keine starke negative Wirkung auf die Zellen. 7 mmol/l m-Cumarsdure, p-
Hydroxybenzoesaure und Syringasdure hemmen das Wachstum um 25-28 %, 7 mmol/l Gallussédure
um 19 %, 7 mmol/I Vanillinsdure um 8 %. 3 mmol/l von allen diesen Substanzen (mit Ausnahme von
Syringasaure, welche das Wachstum um 13 % hemmt) haben eine positive Wirkung auf
Mikroorganismen und fordern ihr Wachstum um 10 bis 12 %.

Bei phenolischen Verbindungen mit Carbonyl-Funktionalitdt senkt Coniferylaldehyd schon bei einer
Konzentration von 3 mmol/l die Zelldichte auf 63 %, bei einer Erhohung der Konzentration auf
7 mmol/l beobachtet man nur noch 19% des Wachstums. 7 mmol/l Vanillin vermindern die
Zelldichte auf 65 %, 7 mmol/l Apocynin auf 49 %. 7 mmol/l Syringaldehyd verringern das Wachstum
um 22 %, 3 mmol/l Apocynin um 8 %. 3 mmol/I Syringaldehyd und Vanillin férdern das Wachstum ca.
um 10 %. (Tab 7 und 8).
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Tabelle 7: Einfluss von 3 mmol/l phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Thermoanaerobacter

mathranii.

Phenole mit Carbonyl-

Funktionalitat

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]

63+0,03

Coniferylaldehyd

I
/DID/\)
HO

Phenole mit Carboxyl-

Funktionalitat

Ein- und mehrwertige
Phenole
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Tabelle 8: Einfluss von 7 mmol/l phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Thermoanaerobacter
mathranii.

Phenole mit Carbonyl-|Phenole mit Carboxyl- | Ein- und mehrwertige
Funktionalitat Funktionalitat Phenole
Inhibitor Apocynin Homovanillinsdure
HO
Struktur o
0\ HO
Wachstum [%] 59+0,06

Ferulasdure

o]
o
. :OA\)J\OH
HO

370,07

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]

Die Sulfitablaugen erhalten 6,5-28 % Lignosulfonat, welches auch inhibierend auf die
Mikroorganismen wirken kann, weswegen seine Wirkung auch auf die Mikroorganismen getestet
wurde (Dence 1992). Die Versuche mit Natrium Lignosulfonat auf das Wachstumsverhalten von
Thermoanaerobacter mathranii zeigen, dass 1 g/l bis 5 g/l Natrium Lignosulfonat positiv auf das
Kulturwachstum wirken und das Wachstum um ca. 30% férdern. 10 g/l Natrium Lignosulfonat
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hemmen hingegen das Wachstum um 16 %. 25 g/| Natrium Lignosulfonat reduzieren die Zelldichte
ca. um die Halfte (Abb. 17).
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Abbildung 17: Einfluss von Natrium Lignosulfonat auf das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii.

2.1.2. Inhibitorversuche mit PHB-Produzenten

Untersuchungen der Wirkung von Furanderivaten auf die Fermentation von Halomonas halophila
zeigen, dass Furfural bis zu einer Konzentration von 4,16 mmol/I nicht schadlich auf die Zellen wirkt.
Ab 4,68 mmol/l senkt Furfural das Kulturwachstum auf 11%. 0,31 mmol/l bis 12,69 mmol/I
Hydroxymethylfurfural weisen keinen negativen Effekt auf das Wachstum der Mikroorganismen auf
(Abb. 18).
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Abbildung 18: Einfluss von Furanderivaten auf das Wachstum von Halomonas halophila.
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Abbildung 19: Einfluss von Alkoholen auf das Wachstum von Halomonas halophila.

Halomonas halophila zeigten relativ hohe Resistenzen gegen organische Sauren (Abb. 20).
0,24 mmol/I bis 2,84 mmol/I Buttersaure, 0,2 mmol/l bis 2,43 mmol/| Propionséure, 88,76 mmol/| bis
128,39 mmol/l Essigsdure und 3,45 mmol/l Lavulinsdure wirken sogar leicht férdernd auf das
Wachstum von Mikroorganismen und verbessern das Wachstum um 1-17 %. 3,48 mmol/l bis
27,16 mmol/I Ameisensdure und 6,98 mmol/I bis 10,77 mmol/| Lavulinsdure verringern hingegen das
Wachstum um 4-11 %.

Methanol in Konzentrationen von 4,68 mmol/l bis 46,81 mmol/l und Ethanol der Konzentration
1,72 mmol/I-17,15 mmol/l wirken leicht hemmend auf das Wachstum von Mikroorganismen. Sie
senken das Zellwachstum um 6-16 % (Abb. 19).
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Abbildung 20: Einfluss von organischen Saduren auf das Wachstum von Halomonas halophila.
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Untersuchungen der Wirkung von ein- und mehrwertigen Phenolen auf das Wachstum von
Halomonas halophila zeigen, dass 3 mmol/l Brenzcatechin und Hydrochinon das Wachstum um ca.
40 % verbessern. Diese Substanzen wirken ab der Konzentration von 7 mmol/| leicht hemmend, sie
senken das Wachstum um ca. 10 %. 3 mmol/l Pyrogallol haben eine positive Wirkung auf die
Mikroorganismen, ihr Wachstum steigt um 21 %. 7 mmol/| Pyrogallol verringern das Wachstum um
ca. 30 %. 3 mmol/l Phenol sowie Guajacol wirken leicht inhibierend auf das Kulturwachstum, durch
ihre Zugabe sinkt das Wachstum um ca. 20 %, eine Erhohung der Konzentration von diesen
Verbindungen auf 7 mmol/I reduziert das Wachstum bei Zugabe von Phenol auf 66 % und bei Zugabe
von Guajacol auf 55 %. Eine Zugabe von 3 mmol/I Resorcin senkt das Wachstum um 6 %, eine Zugabe
von 7mmol/l um 10%. Die Tests der Phenole mit Carboxylgruppen zeigen, dass p-
Hydroxybenzoesdure fiir die Mikroorganismen nicht schéadlich ist. 3 mmol/l Vanillinsdure,
Homovanillinsdure und Syringasaure verringern das Bakterienwachstum um 10-15 %. Eine Erh6hung
der Konzentration von Homovanillinsaure auf 7 mmol/l hat keinen Effekt auf das Wachstum, eine
Erhéhung der Konzentration von Syringasdure auf 7 mmol/l verringert das Wachstum um 4 %.
7 mmol/l Vanillinsdure verringern die Zelldichte um ca. 20 %. Die Zelldichte sinkt bei einer Zugabe
von 3 mmol/l Ferulasdure auf 85 % und bei einer Zugabe von 7 mmol/l auf 61 %. 3 mmol/l m-
Cumarsaure und Gallussdure haben eine leicht inhibierende Wirkung auf das Zellwachstum, das
Zellwachstum sinkt durch ihre Zugabe auf 7-17 %. Eine Erhohung der Sauren-Konzentration auf
7 mmol/l senkt das Wachstum auf 60 %. Phenole mit Carbonyl-Funktionalitat wirken toxischer auf
Zellen als entsprechende Phenole mit Carboxylgruppen. 3 mmol/I Coniferylaldehyd, Syringaldehyd
und Vanillin haben eine leicht negative Wirkung auf das Zellwachstum. 3 mmol/l Apocynin senken
das Wachstum auf 66 %. 7 mmol/l Coniferylaldehyd, Syringaldehyd, Vanillin und Apocynin inhibieren
das Wachstum von Mikroorganismen ca. um die Halfte (Tab. 9 und 10).
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Tabelle 9: Einfluss von 3 mmol/I phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Halomonas halophila.

Phenole mit Carbonyl-

Funktionalitat

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]

Apocynin

A\

660,02

Phenole mit Carboxyl-

Funktionalitat

Ein- und mehrwertige
Phenole
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Tabelle 10: Einfluss von 7 mmol/l phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Halomonas halophila.

Phenole mit Carbonyl-

Funktionalitat

Phenole mit Carboxyl-|Ein- und mehrwertige

Funktionalitat Phenole

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]

Apocynin

A\

54+0,02
Coniferylaldehyd

j
HO
4210,01
Syringaldehyd

Jév
f
61+0,04
Vanillin

HOD\/
¢

55+0,04

34-66 %

Guajacol
(o]
Q \
OH
55+0,04

Phenol

Gallussaure

HO
o
H
: OH
HO
58+0,04
m-Cumarsaure

(0]

62+0,09

2.1.3. Inhibitorversuche mit Butanolproduzenten

Untersuchungen der  Wirkung  von verschiedenen Substanzen auf Clostridium

saccharoperbutylacetonicum zeigen, dass Alkohole und Furanderivate einen leicht fordernden Effekt
auf das Zellwachstum haben (Abb. 21 und 22). 1,04 mmol/I bis 10,41 mmol/I Furfural verbessern das

Wachstum um ca. 20 %, 0,4 mmol/l bis 5,15 mmol/l HMF um 5-8 %. 0,22 mmol/| bis 2,17 mmol/I
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Ethanol sowie 4,68 mmol/l bis 18,73 mmol/l Methanol férdern das Wachstum um 6-10 %.
Ameisensdure verursacht eine sehr leichte Verringerung der Zelldichte um 2 bis 9 %. Bis zu einer

Konzentration von 112,41 mmol/l ist Essigsdure nicht schidlich fur die Mikroorganismen.
149,88 mmol/I Essigsdure senken das Wachstum auf 64 % (Abb. 23).
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Abbildung 21: Einfluss von Furanderivaten auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Abbildung 22: Einfluss von Alkoholen auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Abbildung 23: Einfluss von organischen Sduren auf das Wachstum von Clostridium
saccharoperbutylacetonicum.

Die Zugabe von ein- und mehrwertigen Phenolen wie Pyrogallol wirkt sich positiv auf Clostridium
saccharoperbutylacetonicum aus. 3 mmol/l Pyrogallol verbessern das Wachstum um 40 %, 7 mmol/|
Pyrogallol um 9 %. 3 mmol/I Resorcin wirken untoxisch auf die Mikroorganismen, 7 mmol/| bewirken
eine Senkung des Wachstums um 14 %. 3 mmol/l Phenol verringern das Wachstum um 20 %,
7 mmol/l um 11 %. 3 mmol/l Brenzcatechin und Hydrochinon hemmen das Wachstum um 5-7 %. Die
Erhéhung der Konzentration von Brenzcatechin auf 7 mmol/l senkt das Wachstum um 32 %.
7 mmol/l Hydrochinon verringern das Zellwachstum um 20 %.

Die meisten Phenole mit Carboxyl-Gruppen weisen keine starke negative Wirkung auf die
Mikroorganismen auf. Ausnahmen sind m-Cumarsaure, Ferulasdure und Vanillinsare. 3 mmol/l m-
Cumarsaure und Ferulasidure sowie 7 mmol/l Vanillinsdure senken das Wachstum ca. um die Halfte.
Die Erhéhung der Konzentration von m-Cumarsaure und Ferulasdure auf 7 mmol/l vermindert das
Zellwachstum auf 15-20 %. 3 mmol/l Homovanillinsdure férdern das Wachstum um 8 %, 3°mmol/I
und 7 mmol/l Hydroxybenzoesdure um 2 %. 3 mmol/l Syringasdure und Gallusdure hemmen das
Wachstum um ca. 10 %, 7 mmol/I Syringasdure um 21 % und 7 mmol/| Gallusdure um 32 %. 3 mmol/I
Vanillinsdure senken das Wachstum um 30 %, 7 mmol/l Homovanillinsdure um 7 %. Phenole mit
Carbonyl-Funktionalitdt wirken am schadlichsten auf die Zellen. 3 mmol/l Apocynin, Syringaldehyd
und Vanillin reduzieren das Wachstum von Mikroorganismen um ca. 20-40 %. 7 mmol/I Vanillin und
Apocynin inhibieren das Wachstum von Mikroorganismen ca. um die Halfte. 7 mmol/I Syringaldehyd
verringern die Zellteilung auf 19 %. Zugabe von Coniferylaldehyd bewirkt den Tod der
Mikroorganismen (Tab. 11 und 12).
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Tabelle 11: Einfluss von 3 mmol/l phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Clostridium
saccharoperbutylacetonicum.

Phenole mit Carbonyl-
Funktionalitat

Phenole mit Carboxyl-
Funktionalitat

Ein- und mehrwertige
Phenole

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]

Apocynin

Ferulasaure

[o]
HO
6410,06
Syringaldehyd

_

m-Cumarsaure

(0]

40+0,04

34-66 %
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Tabelle 12: Einfluss von 7 mmol/l phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Clostridium
saccharoperbutylacetonicum.

Phenole mit Carbonyl-
Funktionalitat

Apocynin

Phenole mit Carboxyl-
Funktionalitat

Ein- und mehrwertige
Phenole

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]

Inhibitor Vanillin
HO.
Struktur D\/
7
Wachstum [%] 49+0,04

Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
Inhibitor

Struktur

Wachstum [%]
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2.1.4. Uberblick iiber die durchgefiihrten Inhibitorversuche

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die anaeroben Stamme Thermoanaerobacter mathranii und
Clostridium saccharoperbutylacetonicum und der aerobe Stamm Halomonas halophila bei der
Zugabe von in der Sulfitablauge erhaltenen potentiellen Inhibitoren sich sehr dhnlich verhalten,
wobei Halomonas halophila sich als robustester Stamm zeigt. Alle drei Stimme zeigen relativ hohe
Resistenzen gegen organische Sauren und Alkohole. Furanderivate und ein- und mehrwertige
Phenole wirken sogar leicht fordernd auf das Wachstum von Mikroorganismen. Derivatisierte
Phenole sind dagegen schéadlicher fir die Zellen, wobei Phenole mit Carbonyl-Funktionalitat toxischer
als Phenole mit Carboxyl-Funktionalitat sind. Coniferylaldehyd zeigt die hochste inhibierende
Wirkung auf die Mikroorganismen.

2.2. Synergistische Effekte

Manche Autoren berichten, dass die Vielzahl von Hemmstoffen aus lignocellulosischen Hydrolysaten
zu synergistischen Effekten zwischen ihnen fihren kann. (Pampulha und Loureiro-Dias 1989; Ferrari
et al. 1992; Palmquvist et al. 1999; Canilha et al. 2012; Martinez et al. 2001). AuRRer Einflissen von
einzelnen potentiellen Inhibitoren wurde die Kombination von mehreren Substanzen auf das
Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum getestet. Im Mikromalistab wurde die
Wirkung von Pyrogallol, Phenol, Coniferylaldehyd und Kombinationen aus Phenol und
Coniferylaldehyd, Coniferylaldehyd und Pyrogallol sowie Phenol und Pyrogallol auf das Zellwachstum
untersucht (Abb. 24-26). Diese Substanzen wurden nach ihren inhibierenden Eigenschaften
ausgewahlt. In vorangegangen Versuchen zeigten Phenol und Pyrogallol keine hemmende Wirkung
auf das bakterielle Wachstum, Coniferylaldehyd zeichnete sich dagegen als starker Inhibitor aus.
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80

62

Wachstum [%]

3 mmol/l jeweils
Coniferylaldehyd Conif.+ Phenol Phenol

Abbildung 24: Einfluss von Phenol, Coniferylaldehyd und Mischung aus Phenol mit Coniferylaldehyd auf das
Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Coniferylaldehyd Conif.+ Pyrogallol Pyrogallol

Abbildung 25: Einfluss von Pyrogallol, Coniferylaldehyd und einer Mischung aus Pyrogallol mit
Coniferylaldehyd auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.

100

80

Wachstum [%]
[}
o

Y
o
1

20 A

3 mmol/l 6 mmol/l 3 mmol/l jeweils 3 mmol/l 6 mmol/l
Pyrogallol Pyrogallol + Phenol Phenol

Abbildung 26: Einfluss von Pyrogallol, Phenol und einer Mischung aus Pyrogallol mit Phenol auf das
Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.

Weiter wurde der Einfluss von Furanderivaten (und Mischungen davon), organischen Sduren (und
Mischungen davon) sowie Alkoholen (und Mischungen davon) auf das Zellwachstum getestet (Abb.
27-29). Danach wurde die Wirkung von einzelnen Substanzen (auRer Coniferylaldehyd, welcher
wegen seiner toxischen Wirkung auf die Bakterien ausgeschlossen wurde) mit der Wirkung von
einem Gemisch aus diesen Substanzen verglichen (Abb. 30).
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Furfural Furfural + HMF HMF

Abbildung 27: Einfluss von Furfural, HMF und einer Mischung aus Furfural mit HMF auf das Wachstum von
Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Ameisensaure Ameis.+ Essigsaure Essigsaure

Abbildung 28: Einfluss von Ameisensaure, Essigsdure und einer Mischung aus Ameisensdure mit Essigsdure
auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Abbildung 29: Einfluss von Ethanol, Methanol und einer Mischung aus Ethanol mit Methanol auf das
Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Abbildung 30: Einfluss von einzelnen Phenolen, Furanderivaten, organischen Sauren, Alkoholen sowie ihrer
Mischung auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.

Der Vergleich des Zellwachstums nach der Zugabe von reinen einzelnen Verbindungen einer Klasse
und von einer Mischung aus diesen Substanzen zeigt keine synergistischen Effekte zwischen diesen
Substanzen. Ein Gemisch aus acht Komponenten (welche keine hemmende Wirkung auf die
Mikroorganismen aufweisen) wirkt stdrker inhibierend als einzelne Verbindungen. Um
herauszufinden, ob tatsdchlich synergistische Effekte im Spiel sind, oder der Grund dafiir an der
hohen Gesamtkonzentration dieser Verbindungen im Medium liegt, wurde der Versuch mit der
Zugabe von acht potentiellen Inhibitoren wiederholt, wobei die Lésung ein mal 1:2 und ein mal 1:3
mit einem zuckerhaltigen Medium verdiinnt wurde. Es wurde auch die Wirkung von dem Gemisch
aus diesen acht Substanzen nach dem Weglassen von einzelnen Substanzgruppen sowie seiner 1:2
und 1:3 Verdiinnungen auf das Wachstum von Mikroorganismen berprift (Abb. 31).
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Abbildung 31: Einfluss von Gemischen aus jeweils 3 mmol/l Phenol und Pyrogallol, 5 mmol/l Furfural und
HMF, 2 mmol/l Ameisensdure und Essigsdure und 2 mmol/l Ethanol und Methanol und seine 1:2 und 1:3
Verdiinnungen sowie das Gemisch und seine 1:2 und 1:3 Verdiinnungen nach dem Weglassen von einzelnen
Substanzgruppen auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.

Wie erwartet hemmten die Verdinnungen des Gemisches aus Phenolen, Furanderivaten,
organischen Sduren und Alkoholen das Wachstum von Mikroorganismen schwacher als die
konzentrierte Losung. Nach dem Abzug von verschiedenen Substanzgruppen wurde ein besseres
Wachstum als nach der Zugabe von allen vier Verbindungsgruppen beobachtet (die
Gesamtkonzentration wird durch den Abzug von einer Gruppe verringert), es gibt aber keinen
wesentlichen Unterschied zwischen den Wachstumswerten nach dem Abzug von einzelnen Gruppen.
Daraus schlieBt man, dass der Unterschied im Wachstum nach der Zugabe von einzelnen
Verbindungen und ihrer Kombination nicht an der Synergie sondern nur an der ho6heren

Konzentration dieser Verbindungen in der L6sung liegt.

2.3. Verfolgung des Fermentationsprozesses von Thermoanaerobacter mathranii mittels in
situ 'H NMR Spektroskopie

Zum tieferen Verstdndnis von in Zellen ablaufenden Prozessen in Anwesenheit von phenolischen
Verbindungen beim Ethanolproduzenten Thermoanaerobacter mathranii wurde in situ '"H NMR
Spektroskopie verwendet. Diese Technik erlaubt die Beobachtung der Mikroorganismen wahrend
ihres Wachstums direkt im NMR Roéhrchen. Es wurde die Fermentation von Thermoanaerobacter
mathranii mit und ohne Zugabe von potentiell inhibierenden Substanzen untersucht, um besser zu
verstehen, wie genau diese Substanzen auf die Zellen wirken. Als potentielle Inhibitoren wurden
folgende Substanzen ausgewahlt: Phenol - eine Verbindung, welche das Wachstum von
Mikroorganismen foérdert, Coniferylaldehyd und Ferulasdure - Substanzen mit dhnlicher Struktur,

welche auf die Bakterien toxisch wirken.
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2.3.1. In situ 'H NMR Spektroskopie

Ein typisches Spektrum der Fermentationsprodukte von Thermoanaerobacter mathranii ist in Abb. 32
dargestellt. Die Signale im aromatischen Bereich bei 7,37-6,80 ppm stammen von Phenol. Die Peaks
bei 5,24 ppm und 3,78-3,41 ppm wurden Glukose zugeordnet. Der groRe Peak bei 4,75 ppm ist das
Wassersignal. Das Triplett bei 1,17 ppm entspricht der Methylgruppe von Ethanol. Das Signal bei
0,00 ppm stammt von Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat (DSS), welches als Standard
eingesetzt wurde.
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Abbildung  32: 'H NMR Spektrum (D,0, 44 MHz) von Thermoanaerobacter —mathranii

Fermentationsprodukten (Fermentation mit Zugaben von Phenol nach 8 h ist dargestellt).

2.3.2. Messungen der optischen Dichte

Um einen Zusammenhang zwischen dem Wachstum von Mikroorganismen und der Menge von
wahrend der Fermentation entstehendem Ethanol zu finden, war es wichtig parallel zu *H NMR
Messungen AOD der Proben zu bestimmen. Dies war die grofSte Herausforderung in diesem
Experiment. 1 ml Kultur wurde in einem NMR Rohrchen fermentiert. Aufgrund des geringen
Volumens der Bakteriensuspension war die Probenentnahme fiir die OD Messungen unmaéglich. Die
einzige Losung daflir war die Probe im NMR Ro6hrchen direkt im Multiskan Microplate
Spectrophotometer zu messen. Daflir wurde eine PS Kiivette mit einem 5 mm Bohrer angebohrt,
wobei die zwei Wande der Kiivette, durch welche der Lichtstrahl hindurchgeht, nicht besch&digt
wurden (Abb. 33). Um das Verrutschen des NMR Rohrchens in der Kiivette zu verhindern, wurde eine
Kappe aus schwarzem Schaumstoff fir die Kiivette angefertigt. Vor der Messung wurde die Probe
durch Aufsetzen einer Kartonschachtel vor Licht geschiitzt (Abb. 34).
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Abbildung 33: Platzierung des NMR Rohrchens in der Kiivette: Seitenansicht (links), Ansicht von unten
(rechts).

Abbildung 34: OD Messung der Bakteriensuspension im NMR Rohrchen: die Probe im NMR Rohrchen in der
speziell angefertigten Kiivette mit einer Kappe aus Schaumstoff (links); das NMR Rohrchen im Multiskan
Microplate Spectrophotometer (rechts).
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2.3.3. Wirkung von potentiellen Inhibitoren auf die Fermentation von
Thermoanaerobacter mathranii

Wahrend der Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii wurden die Veranderungen der
Protonensignale von Ethanol wahrend der Fermentation beobachtet. Seine Konzentration konnte
durch Verwendung eines internen Standards (DSS) quantifiziert werden. Die fermentative Bildung
von Ethanol ist in Abbildung 35 dargestellt. Die Wachstumskurven von Thermoanaerobacter
mathranii wurden durch die OD Messung bestimmt (Abb. 36). Der Vergleich dieser Ergebnisse zeigt,
dass die Produktion von Ethanol direkt abhangig vom Wachstum der Mikroorganismen ist. Die
Zugabe von Phenol hat einen positiven Einfluss auf das Zellwachstum und erhoht die
Ethanolproduktion um ca. 20 %, wahrend die Zugabe von Coniferylaldehyd und Ferulasdure eine
negative Wirkung darauf haben. Coniferylaldehyd verringert das Wachstum von Mikroorganismen
und die Produktion von Ethanol um mehr als die Halfte. Ferulasdure hat die grofte Hemmwirkung
auf das Zellwachstum. Die Ethanolproduktion sinkt unter 20 %.
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Abbildung 35: Ethanolproduktion durch Thermoanaerobacter mathranii mit und ohne Zugabe von
phenolischen Inhibitoren.
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Abbildung 36: Wachstumskurven von Thermoanaerobacter mathranii mit und ohne Zugabe von
phenolischen Inhibitoren.

Im Kapitel 2.2.1 Teil | wurde berichtet, dass Coniferylaldehyd eine héhere toxische Wirkung auf die
Mikroorganismen als Ferulasaure hat. In situ '"H NMR Experimente zeigten jedoch, dass Ferulasdure
starker hemmend als Coniferylaldehyd wirkt. Vermutlich liegt der Unterschied darin, dass die
Ferulasdure vor dem Fermentationsversuch im NMR Rohrchen nicht neutralisiert werden konnte. Es
wurde mit sehr kleinen Probenvolumina gearbeitet und die Verwendung einer pH-Elektrode war
unmoglich.

2.3.4. Anderung von potentiellen Inhibitoren wihrend der Fermentation von
Thermoanaerobacter mathranii

2.3.4.1. Wechselwirkung von Coniferylaldehyd mit Thermoanaerobacter mathranii
Die Frage, was genau zwischen den Zellen und den aromatischen Verbindungen geschieht, konnte
durch den 'H NMR Versuch zur Verfolgung der Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii
nicht beantwortet werden. Die Konzentration von Phenolen war zu niedrig, um mit einem 44 MHz
NMR Spektrometer irgendwelche Veranderungen von aromatischen Signalen in '"H NMR Spektren
wahrend des Wachstums der Mikroorganismen zu beobachten. Aus diesem Grund wurde ein
Experiment gestartet, in dem 1 g/I Coniferylaldehyd in einem 15 ml Réhrchen in D,O und in zwei
15 ml Rohrchen in einem Medium mit Glukose und DSS gel6st wurde. Dem dritten R6hrchen mit
Coniferylaldehyd im Medium wurde Thermoanaerobacter mathranii zugegeben. Alle drei Rohrchen
wurden in einem Wasserbad bei 65 °C flir 72 h inkubiert, wobei in regelmaRigen Zeitintervallen allen
drei Réhrchen eine Probe fir "H NMR Messung entnommen wurde. Dieser Versuch wurde in D,0 und
im Medium ohne Bakterien durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass keine Umwandlungen von
Coniferylaldehyd in der Wasserlosung bzw. Mediumldsung stattfanden. Statt Wasser wurde D0 fir
die Herstellung des Mediums verwendet, um eine bessere Auflésung der NMR Spektren zu erhalten.
Wie die Versuche im Kapitel 2.1.1. Teil | zeigen, wirkt Coniferylaldehyd (Tab. 7-8) aus der ganzen
47



Palette von phenolischen Substanzen am schéadlichsten auf das Wachstum von Mikroorganismen,
daher wurde diese Verbindung fiir die Untersuchung ausgewahlt.

Wahrend der Inkubation dnderte sich die Farbe der Losungen mit der Zeit. Die Mediumlosung mit
Coniferylaldehyd farbte sich intensiver als zu Beginn. Die Zugabe von Bakteriensuspension bewirkte
dagegen eine leichte Entfiarbung der Losung nach einer bestimmten Zeit. Die Farbe von
Coniferylaldehyd in D,0 blieb unverdndert (Abb. 37).

i

Abbildung 37: Anderung der Farbe von Coniferylaldehydlésung in D,O (links), im Medium mit Glukose
(mitte), im Medium mit Glukose nach der Zugabe von Thermoanaerobacter mathranii (rechts) nach 0, 2, 5, 8,
13, 24, 48 und 72h der Inkubation bei 65 °C (die Probenreihenfolge von links nach rechts).
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Abbildung 38: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Coniferylaldehydinderung in D,0 wihrend der 72 h
Inkubation bei 65 °C. Die Probenentnahmen erfolgten (von unten nach oben) nach 0, 1, 2, 5, 8, 13, 24, 48 und
72 h.

48



Abbildung 39: Nummerierung der Protonen von Coniferylaldehyd.

Die Abb. 38 zeigt, dass die Spektren von Coniferylaldehyd in D,O sich wdhrend der Inkubation bei
65°C nicht andern:

'H NMR (D,0, 300 MHz) von Coniferylaldehyd (Abb. 39): 8(ppm).= 9,41 (1H, d, J=8,2, H-1); 7,61 (1H,
d, 1=15,7, H-3"); 7,24 (1H, d, J=1,8, H-2); 7,18 (1H, dd, J,=8,2 ,J,=1,8, H-6); 6,89 (1H, d, J=8,2, H-5); 6,63
(1H, dd, J,=15,7, J,=8,2, H-2'); 3,82 (3H, s, CHs-).

Der grofRe Peak bei 4,70 ppm stammt von Wasser, der kleine Peak bei 8,47 ppm konnte nicht
identifiziert werden.

72 A ; U

24 J U
13 i N

Zeit [h]
0
SL

9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 ppm

Abbildung 40: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Coniferylaldehydinderung im Medium mit Glukose
wiahrend der 72 h Inkubation bei 65 °C. Die Probenentnahmen erfolgten (von unten nach oben) nach 0, 1, 2,
5,8,13,24,48 und 72 h.

In der Abbildung 40 ist die Anderung von Coniferylaldehyd im Medium wahrend der Inkubation
dargestellt. Das Dublett vom Dublett bei 6,63 ppm verschwindet. Dieses Signal ist dem H-2’
zugeordnet. Gleichzeitig wandeln sich die Dubletts bei 9,41 und 7,61 ppm in Singlets um. Diese Peaks
stammen von den Nachbaratomen H-1'und H-3". Diese Anderung im Spektrum deutet auf eine
Dimerisierungsreaktion von Coniferylaldehyd (Abb. 41) hin. Die Konzentrationsanderungen von
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Coniferylaldehyd und weiteren Substanzen in der Lésung wurden durch die Verwendung eines
internen Standards (DSS) quantifiziert. Wahrend der Inkubation wandelt sich Coniferylaldehyd in sein
Dimer um. Am Ende der Reaktionszeit ist kaum noch Coniferylaldehyd in der Lésung vorhanden (Abb.
42)

—0

HO

Abbildung 41: Dimerisierungsreaktion von Coniferylaldehyd, welche wahrend der 72 h Inkubation bei 65 °C
im Medium ohne Zugabe von Thermoanaerobacter mathranii stattfindet.
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Abbildung 42: Umwandlung von Coniferylaldehyd in ein Dimer wahrend der 72 h Inkubation bei 65 °C im
Medium ohne Zugabe von Thermoanaerobacter mathranii.
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Abbildung 43: *"H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Coniferylaldehydinderung im Medium mit Glukose
nach der Zugabe von Thermoanaerobacter mathranii wahrend der 72 h Inkubation bei 65 °C. Das untere
Spektrum wurde unmittelbar nach der Zugabe von Mikroorganismen aufgenommen, weitere
Probenentnahmen erfolgten (von unten nach oben) nach 1, 2, 5, 8, 13, 24,48 und 72 h.

Die Zugabe von Mikroorganismen bewirkt weitere Anderungen im Spektrum (Abb. 43). Schon nach
2 h entstehen neue Signale, welche Coniferylalkohol zugeordnet werden kdnnen.

H;  Hy q,

Abbildung 44: Nummerierung der Protonen von Coniferylalkohol.

'H NMR (D,0, 300 MHz) von Coniferylalkohol (Abb. 44): §(ppm)y= 7,15 (1H, d, J=2,0, H-2); 6,99 (1H,
dd, J,=8,2, J,=2,0, H-6); 6,89 (1H, d, J=8,2, H-5); 6,58 (H-1, d, J=16,0, H-3"); 6,30 (H-1, m, H-2"); 4,24
(2H, dd, J=6, J=1,3, H-1"); 3,90 (3H, s, CH3-).

Mit der Zeit andern sich die Spektren von Coniferylalkohol. Das Dublett vom Dublett bei 4,24 ppm (H-
1’) wandelt sich in ein Dublett um, das Dublett bei 6,58 ppm (H-3") in ein Singlet. Das Multiplett bei
6,30 ppm von mit H-1'und H-3"benachbartem H-2"verschwindet. Das bedeutet, dass auch im Fall von
Coniferylalkohol eine Dimerisierung stattfindet.
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Gleichzeitig findet wie im Réhrchen mit Medium ohne Bakteriensuspension eine Abnahme des H-2’
Signals und eine Umwandlung von H-1"und H-3" Dubletts zu Singlets von Coniferylaldehyd statt, also
eine Dimerisierungsreaktion von Coniferylaldehyd (Abb. 45).
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Abbildung 45: Umwandlung von Coniferylaldehyd in Coniferylalkohol und gleichzeitige Dimerisierung von
Coniferylaldehyd und Coniferylalkohol.
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Die Zugabe von Mikroorganismen bewirkt eine Reduktion von Coniferylaldehyd zu Coniferylalkohol.
Dieser Effekt wurde nicht im Medium ohne Mikroorganismen beobachtet. Aus Coniferylaldehyd und
Coniferylalkohol entstehen im Verlauf der Reaktion Dimere, wobei die Konzentration des Dimers von
Coniferylaldehyd am Anfang der Reaktion steigt und danach wieder sinkt. Vermutlich wandelt sich

das Coniferylaldehyddimer in ein Coniferylalkoholdimer um. Am Ende der Inkubation ist fast
ausschlieBlich Dimer von Coniferylalkohol in der Probe vorhanden (Abb. 46).
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Abbildung 46: Umwandlung von Coniferylaldehyd in Coniferylalkohol und gleichzeitige Dimerisierung von
Coniferylaldehyd und Coniferylalkohol wahrend der 72 h Inkubation bei 65 °C im Medium nach der Zugabe
von Thermoanaerobacter mathranii.
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2.3.4.2. Wechselwirkungen von Ferulasdure, Vanillin, Syringaldehyd, Gallussaure, Phenol
und Pyrogallol mit Thermoanaerobacter mathranii

Weiter wurde auch die Veranderung von Ferulasdure, Vanillin, Syringaldehyd, Gallussaure, Phenol
und Pyrogallol nach der Zugabe von Thermoanaerobacter mathranii verfolgt. Diese Substanzen
haben unterschiedliche Wirkungen auf die Mikroorganismen. Phenol und Pyrogallol fordern das
Zellwachstum, Gallussdure hat keinen signifikanten Effekt, Ferulasdure, Syringaldehyd und Vanillin
wirken leicht hemmend auf das Wachstum von Bakterien.

In diesem Versuch wurden zwei NMR Réhrchen mit einem Medium mit einem potentiellen Inhibitor,
Glukose und DSS befiillt, wobei statt Wasser D,O verwendet wurde. Weiters wurde ein *H NMR
Spektrum vom Medium mit Inhibitor aufgenommen. In das zweite Roéhrchen wurde die
Bakterienkultur zugegeben. Beide Rohrchen (mit Medium und mit Medium und Bakterienkultur)
wurden fir 72 h in einem 65 °C Wasserbad inkubiert. Nach 72 h wurden *H NMR Messungen vom
Medium und vom Medium mit Mikroorganismen durchgefiihrt. Die lange Zeit von 72 h wurde
ausgewahlt, um sicher zu gehen, dass keine Fermentationsvorgange mehr ablaufen und die Bakterien
sich in der Absterbephase befinden.
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Abbildung 47: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Medium mit Ferulasdure vor der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (oben), von Medium mit Ferulasdure nach der 72 h Inkubation bei 65 °C
(mitte), von Medium mit Ferulasdure nach der 72 h Inkubation bei 65°C nach der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (unten).
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Abbildung 48: Nummerierung der Protonen von Ferulasdure.

Die Spektren von Ferulasdure (Abb. 78) im NMR Réhrchen ohne Bakterienkultur bleiben unverandert
(Abb. 47). Die Dubletts bei 7,33 und 6,39 ppm entsprechen H-3" und H-2" (Abb. 39). Die Peaks bei
7,27, 7,14 und 6,93 ppm entsprechen aromatischen Protonen an der Position 2, 6 und 5 (H-2,6,5).
Nach der Zugabe von Bakteriensuspension und der Inkubation bei 65 °C nimmt die Intensitat des H-3"
Signals ab, wobei bei 7,42 ppm ein zusatzliches Dublett entsteht. Seine Kopplungskonstante (J=16)
entspricht der Kopplungskonstante von H-2" und H-3°, deswegen wurde vermutet, dass es sich bei
dem neuen Dublett um H-3" mit einer neuen chemischen Verschiebung handelt.
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Abbildung 49: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Medium mit Vanillin vor der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (oben), von Medium mit Vanillin nach der 72 h Inkubation bei 65 °C (mitte),
von Medium mit Vanillin nach der 72 h Inkubation bei 65 °C nach der Zugabe von Thermoanaerobacter
mathranii (unten).
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Abbildung 50: Nummerierung der Protonen von Vanillin.

Vanillin (Abb. 50) verdnderte seine Struktur im Medium nach der 72 h Inkubation bei 65 °C nicht
(Abb. 49). Ein Singlet bei 9,65 ppm entspricht dem Aldehydproton, die Signale bei 7,51 ppm wurden
den zweiten und sechsten aromatischen Protonen und ein Dublett bei 6,99 ppm dem flinften
aromatischen Proton zugeordnet. Die Zugabe von Mikroorganismen bewirkt eine Anderung der
Struktur von Vanillin. Es entstehen neue Signale bei 7,10 und 6,90 ppm. Der Peak vom Aldehydproton
verschwindet, die Aromatenmuster verandern sich ebenfalls.
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Abbildung 51: 'H NMR Spektrum (D,O, 300 MHz) von Medium mit Syringaldehyd vor der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (oben), von Medium mit Syringaldehyd nach der 72 h Inkubation bei 65 °C
(mitte), von Medium mit Syringaldehyd nach der 72 h Inkubation bei 65°C nach der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (unten).
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Abbildung 52: Nummerierung der Protonen von Syringaldehyd.

Die Abb. 51 zeigt die Veranderung des Spektrums von Syringaldehyd (Abb. 52) nach der Zugabe von
Bakteriensuspension. Die Peaks vom Aldehydproton bei 9,62 ppm und von zwei aromatischen
Protonen an der Position 2 und 6 verschwinden, daflir entstehen neue Signale bei 6,78 ppm.
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Abbildung 53: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Medium mit Gallussdure vor der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (oben), von Medium mit Gallussdure nach der 72 h Inkubation bei 65 °C

(mitte), von Medium mit Gallussdure nach der 72 h Inkubation bei 65°C nach der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (unten).
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Abbildung 54: Nummerierung der Protonen von Gallussdure.
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Abbildung 55: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Medium mit Phenol vor der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (oben), von Medium mit Phenol nach der 72 h Inkubation bei 65 °C (mitte),
von Medium mit Phenol nach der 72 h Inkubation bei 65 °C nach der Zugabe von Thermoanaerobacter
mathranii (unten).
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Abbildung 56: Nummerierung der Protonen von Phenol.
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Abbildung 57: 'H NMR Spektrum (D,0, 300 MHz) von Medium mit Pyrogallol vor der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (oben), von Medium mit Pyrogallol nach der 72 h Inkubation bei 65 °C
(mitte), von Medium mit Pyrogallol nach der 72 h Inkubation bei 65°C nach der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii (unten).
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Abbildung 58: Nummerierung der Protonen von Pyrogallol.

Wahrend der Inkubation bei 65 °C veranderten Gallussdure (Abb. 54) (Singlet bei 7,06 ppm), Phenol
(Abb. 56) (H-3,5 bei 7,23 ppm, H-4 bei 6,98 ppm und H-2,6 bei 6,91 ppm) und Pyrogallol (Abb. 58) (H-
5 bei 6,72 ppm und H-4,6 bei 6,52 ppm) ihre Struktur nicht, auch nach der Zugabe von
Thermoanaerobacter mathranii blieben diese Substanzen unverdndert (Abb. 53,55,57). Die
Auflosung von Pyrogallol im Spektrum verschlechterte sich nach der Inkubation mit
Thermoanaerobacter mathranii. Der Grund dafiir kann daran liegen, dass das Wachstum der
Mikroorganismen zu einer Triibung der Probe fihrte, wodurch die Auflésung verschlechtert wurde.

Die Umwandlung wahrend der Fermentation von ausgerechnet solchen Substanzen, welche eine
inhibierende Wirkung fiir das Zellwachstum aufweisen (Coniferylaldehyd, Vanillin, Ferulasaure,
Syringaldehyd), deutet auf einen chemischen und nicht nur auf einen physikalischen Charakter von in
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Zellen ablaufenden Vorgangen bei der Wechselwirkung von Phenolen mit lebenden Zellen hin. Es
konnte bewiesen werden, dass die Wechselwirkung von Coniferylaldehyd mit Thermoanaerobacter
mathranii dessen Reduktion zum Coniferylalkohol verursacht.

Fir Mikroorganismen untoxische Verbindungen wie Phenol, Pyrogallol und Gallussdure andern ihre
Struktur wahrend der Fermentation nicht. Diese Information beantwortet nicht die Frage, was mit
den Verbindungen geschieht, welche das Wachstum von Mikroorganismen positiv beeinflussen.

2.3.4.3. Wachstumsverhalten von Thermoanaerobacter mathranii nach der Zugabe von
Coniferylaldehyd

In allen bisherigen Experimenten war von Beginn an ein potentieller Inhibitor im Medium vorhanden.
Dies entspricht den realen Bedingungen bei der fermentativen Entzuckerung von Sulfitablauge. Es
waére aber auch interessant zu wissen, wie sich das Wachstumsverhalten bei der plétzlichen Zugabe
des Inhibitors zu wachsenden Zellen dndert. Fiir diesen Versuch wurden zwei 15 ml Réhrchen mit
Thermoanaerobacter mathranii fir 2 h bei 65 °C inkubiert. Nach 2 h wurde der Kultur in einem
Rohrchen  Coniferylaldehyd-haltiges Medium zugegeben, sodass die Coniferylaldehyd-
Endkonzentration 1 g/l entsprach. Dem zweiten Réhrchen wurde die gleiche Menge an Medium ohne
Coniferylaldehyd zugegeben, um den durch die Verdlinnung entstandenen OD Unterschied zwischen
beiden Réhrchen auszugleichen. Aus den OD Werten wurden die Wachstumskurven beider Proben
erstellt.

Die Darstellung der Wachstumskurven (Abb. 59) zeigt, dass die Mikroorganismen in beiden Réhrchen
in den ersten zwei Stunden gleich gut wachsen. Aufgrund der Verdinnung der Proben durch die
Zugabe von Medium, bzw. Medium mit Coniferylaldehyd sinkt AOD beider Proben. Nach einer kurzen
Zeit steigt AOD von der Probe mit Medium. Die Zugabe von Inhibitor bewirkt eine weitere Senkung
der Zelldichte, erst eine Stunde spater wachsen die Bakterien weiter. Die Zelldichte erreichte aber
nicht die Werte der Probe ohne Zugabe von Coniferylaldehyd. Das Wachstum der Kultur mit Inhibitor
war um 35 % niedriger.
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Abbildung 59: Wachstumverhalten von Thermoanaerobacter mathranii nach der Zugabe von
Coniferylaldehyd.

Im Kapitel 2.3.3. Teil | wurde die Wirkung von Coniferylaldehyd auf das Wachstum von
Thermoanaerobacter mathranii untersucht. Daflir wurde eine Zellsupension dieses Stamms in ein
1 g/l Coniferylaldehyd enthaltendes Medium injiziert. Die Wachstumsrate der Bakterienkultur sank
dadurch um mehr als die Hélfte. Die Zugabe von Coniferylaldehyd ins Medium mit wachsender
Bakterienkultur verringerte ihr Wachstum um 35 %. Dieser Unterschied kann dadurch erklart
werden, dass sich die Bakterienkultur wahrend der Zugabe des Inhibitors in der Wachstumsphase
befanden, weswegen sie besser wuchsen als im Versuch mit der Zugabe von Kultur ins Medium, in
welchem Coniferylaldehyd schon vorhanden war. In letzterem Fall befanden sich die Zellen noch im
zusatzlichen Stress durch die Uberimpfung.

2.4. Entgiftung der Sulfitablauge durch verschiedene Vorbehandlungstechniken

Mehrere Forschungsgruppen beschéftigen sich mit der Nutzung von Zuckern aus der Sulfitablauge als
Substrat flr die ABE-Produktion. Verschiedene Entgiftungsverfahren der Ablauge ermoglichen eine
bessere Fermentation durch die Abtrennung von hemmenden Substanzen. In dieser Arbeit wurden
Vorbehandlungen der Sulfitablauge mit Peroxidase, lonenaustauscher, Aktivkohle, Lignin und
Alkalibehandlung getestet.

2.4.1. In situ 'H NMR Vorversuche mit Peroxidase

Im Kapitel 1.4.1. Teil | wurden Methoden zur Entfernung von Phenolen aus lignozellulosehaltigen
Ablaugen mit Enzymen beschrieben, welche in der Natur Lignin abbauen. In der vorliegenden Arbeit
wurde Wasserstoffperoxid fur die Entgiftung und Peroxidase aus Meerrettich als Katalysator
eingesetzt.

Die Reaktion von Pyrogallol mit Wasserstoffperoxid und Peroxidase ist eine bekannte Reaktion zur
Bestimmung der Aktivitdt der Peroxidase. Diese Reaktion (Abb. 60) fiihrt zur Bildung eines
Hydroxychinones, seiner Dimerisierung und schlieRlich der Umwandlung in den Farbstoff
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Purpurogallin (Tauber 1953; Miyazaki et al. 2004). Einen dhnlichen Mechanismus haben auch andere
Reaktionen von Phenolen aus der Lignozellulose.
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Abbildung 60: Reaktion von Pyrogallol mit Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Peroxidase.

Fir die Optimierung der Entgiftung mit Peroxidase wurde diese in einem NMR Ro&hrchen
durchgefiihrt und mittels 'H NMR Spektroskopie untersucht. Als Modellsubstanzen wurden
Gallussdure und Coniferylaldehyd eingesetzt. Gallussdure weist eine hohe Wasserloslichkeit auf,
daher kann man mit konzentrierten Losungen arbeiten. Die Spektren von Gallussdure sind sehr
einfach zu interpretieren, da sie aus einem einzigen Singlet bei 7,11 ppm bestehen (Abb. 30). Das
alles ist fur die Auswertung von 'H NMR Spektren von Vorteil, vor allem bei der Arbeit auf einem
Niederfeld NMR Spektrometer. Nach der Zugabe von Wasserstoffperoxid und Peroxidase wurde eine
Konzentrationsabnahme der Gallussaure beobachtet, welche durch die Verwendung eines internen
Standards (DSS) quantifiziert werden konnte.

Die Untersuchung der Konzentrationsanderung von Gallussaure im ersten Versuch zeigt, dass der
Gehalt an Gallussdure nur geringfligig sinkt (Abb. 61). Dies kann an der nicht ausreichenden Menge
an Peroxidase liegen. Im zweiten Versuch wurde eine fast dreifache Konzentration an Peroxidase
verwendet (Abb. 62).
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Abbildung 61: Abnahme der Gallussdurekonzentration nach Zugabe von 120000 U/l Peroxidase und
65,2 mmol H,0,.
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Abbildung 62: Abnahme der Gallussdurekonzentration nach Zugabe von 345000 U/l Peroxidase und
65,2 mmol H,0,.

Die Abbildungen 62 und 63 zeigen die Konzentrationsabnahme der Gallussdure wahrend der Zugabe
von Wasserstoffperoxid. In den ersten 2,75 h wurde die Konzentration der Gallussdure in kurzen
Zeitabstanden gemessen. Nach 19 h wurde die Konzentration zum letzten Mal bestimmt. Dieser Wert
unterscheidet sich nicht wesentlich von dem Wert nach 2,75 h. Daraus folgt, dass die Reaktion
innerhalb der ersten 3 h beendet ist.
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Abbildung 63: Abnahme von Gallussdure Konzentration widhrend der Zugabe von Wasserstoffperoxid in
Anwesenheit von 345000 U/l Peroxidase und 65,2 mmol H,0,.

In situ '"H NMR Messungen auf einem 44 MHz NMR Spektrometer zeigen eine Abnahme der
Gallussdure in der Losung nach der Zugabe von Peroxidase und Wasserstoffperoxid, es entstanden
aber keine weiteren Signale. Um herauszufinden, ob tatsachlich keine neuen Peaks entstanden sind
oder ob diese bei der Messung mit 44 MHz nicht sichtbar sind, wurden zwei *H NMR Messungen auf
einem 300 MHz Spektrometer durchgefihrt. Die Abbildung 66 zeigt die ‘*H NMR Spektren einer Probe
mit Gallussdure nach der Zugabe von Peroxidase und von derselben Probe nach der Zugabe von
Wasserstoffperoxid nach 20 h. Die Peaks bei 0,00; 0,61; 1,77 und 2,92 ppm wurden DSS zugeordnet.
Das Signal bei 4,80 ppm ist der Wasserpeak. Der Peak bei 7,11 ppm stammt von der Gallussdure. 20 h
nach der Zugabe von Wasserstoffperoxid nimmt das Signal der Gallussdure ab. Es entstehen keine
neuen Peaks. Nach Mayer et al. bildet sich durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid aus Gallussédure
ein Dimer (Abb. 64), welches dann rasch in Ellagsdure Ubergeht (Mayer et al. 1984). Diese ist schlecht
im Wasser l6slich und daher im Spektrum nicht sichtbar. Die Abbildung 65 zeigt den Niederschlag,
welcher nach der Zugabe von Wasserstoffperoxid in der Lésung von Gallussdure und Peroxidase
ausfallt.
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Abbildung 64: Reaktion von Gallussdure mit Wasserstoffperoxid in Abwesenheit von Peroxidase.

Abbildung 65: Die Lésung von Gallussdure und Peroxidase farbt sich braun nach der Zugabe von
Wasserstoffperoxid, nach Zentrifugieren ist dieser Niederschlag deutlich sichtbar.
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Abbildung 66: Vergleich der 'H NMR Spektren (D,0, 300 MHz) von Gallussiure mit Peroxidase vor (unten)
und nach 19 h nach der Zugabe von H,0, (oben).
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Gallussdure ist eine fur die Mikroorganismen harmlose Verbindung. Die im Kapitel 2.1.1. Teil |
beschriebenen Experimente zeigen, dass Coniferylaldehyd die starkste Hemmwirkung auf die Zellen
zeigt. Aus diesem Grund wurde der Versuch der Abbaureaktion mit Wasserstoffperoxid und
Peroxidase in einem NMR Rohrchen auch mit Coniferylaldehyd wiederholt. Die Zugabe von
Wasserstoffperoxid zur Losung aus Coniferylaldehyd und Peroxidase bewirkte zuerst eine rosa
Farbung der Losung und dann einen Ausfall eines rosa Niederschlags (Abb. 67). In der Abb. 69 ist der
Abbau von Coniferylaldehyd dargestellt. Die Peaks bei 2,91; 1,76; 0,62 und 0,00 ppm sind DSS
Signale, der groRRe Peak bei 4,78 ppm stammt von Wasser. Die restlichen Signale bei 9,46; 7,64; 7,28;
7,22; 6,94; 6,64 und 3,89 ppm stammen von Coniferylaldehyd. Nach weniger als einer Stunde sind im
Spektrum keine Coniferylaldehydsignale mehr sichtbar.

Ahnlich wie bei der Gallussdure entstehen durch die Reaktion von Coniferylaldehyd mit
Wasserstoffperoxid und Peroxidase unterschiedliche Dimere (Abb. 70), welche vermutlich weiter
reagieren. Aufgrund ihrer Unloslichkeit sind sie im NMR Spektrum nicht sichtbar (Ito et al. 2002).

Abbildung 67: Lésung von Coniferylaldehyd und Peroxidase (links), Losung von Coniferylaldehyd und
Peroxidase nach 14 min nach der Zugabe von Wasserstoffperoxid (mitte), Lésung von Coniferylaldehyd und
Peroxidase nach 50 min nach der Zugabe von Wasserstoffperoxid.
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Abbildung 68: Vergleich der 'H NMR Spektren (D,0, 300 MHz) von Coniferylaldehyd mit Peroxidase vor
(unten) und 50 min nach der Zugabe von H,0, (oben).
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Abbildung 69: Abnahme von Coniferylaldehyd Konzentration wahrend der Zugabe von Wasserstoffperoxid in
Anwesenheit von Peroxidase.
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Abbildung 70: Reaktion von Coniferylaldehyd mit Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Peroxidase.

Es wurde angenommen, dass Wasserstoffperoxid mit Peroxidase als Katalysator eine &dhnliche
Wirkung auf alle Phenole aus lignocellulosischen Substraten hat. Die oben beschriebene Methode
wird fir die Reduktion der aromatischen Substanzen aus der Sulfitablauge verwendet.

2.4.2. Analyse von Zucker aus der Sulfitablauge

Nach der Entgiftung soll die Sulfitablauge als Zuckerquelle fiir die Fermentation von Clostridium
saccharoperbutylacetonicum verwendet werden. Es wurde nicht nur die pure Ablauge mit dem
Trockengehalt (TG) 15 % verwendet, sondern auch Ablauge, welche unterschiedlich stark verdiinnt
wurde. Die Zuckerkonzentration in den verdiinnten und unverdiinnten Proben musste gleich bleiben,
da sonst Zellwachstumsunterschiede wegen der unterschiedlichen Zuckergehalte der Verdiinnungen
moglich waren. Um das zu verhindern, war es notwendig, den Zuckergehalt der Sulfitablauge zu
bestimmen. Die benétigten Medien konnten so auf die Zuckerkonzentration wie die Ablauge
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eingestellt werden. Die chromatographische Analyse ergab, dass die Ablauge folgende Zucker
enthalt: 1,4 mg/l Arabinose; 2,9 mg/| Galaktose; 6,8 g/| Glukose; 20,1 mg/l Mannose und 8,0 mg/|
Xylose.

2.4.3. Priifung von verschiedenen Vorbehandlungstechniken auf das Wachstum von
Clostridium saccharoperbutylacetonicum

Um die effektivste Methode zur Abtrennung von inhibierenden Substanzen zu ermitteln und die
beste Fermentation zu erreichen, wurden verschiedene Entgiftungen der Sulfitablauge getestet.
Dafir wurde das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum nach Zugabe von
verschiedenen Mengen von Sulfitablauge untersucht, welche davor mit Peroxidase bzw.
lonenaustauscher, Aktivkohle, Lignin und Metallhydroxiden vorbehandelt wurde. Das Wachstum
wurde durch die AOD Messungen der Bakteriensuspension ermittelt und mit dem Wachstum im
Medium mit den Zuckern (die Zuckerkonzentration entspricht der Konzentration in der Sulfitablauge)
verglichen. Es wird angenommen, dass AOD von der Kultur im zuckerhaltigen Medium 100 %
entspricht.

Der Vergleich dieser Techniken zeigt, dass die Vorbehandlung mit Peroxidase die effektivste Methode
zur Entgiftung der Ablauge ist (Abb. 71). Die Vorbehandlungen mit Lignin und Aktivkohle zeigen auch
gute Ergebnisse (Abb. 73 und 74). Die Wirkung von lonenaustauschern ist weniger bedeutend, wobei
die Vorbehandlung mit Anionenaustauscher bessere Resultate als mit Kationenaustauscher liefert
(Abb. 72). Der Vergleich der alkalischen Vorbehandlungen zeigt, dass die Behandlung mit
Calciumhydroxid effektiver als die Behandlung mit Ammoniumhydroxid und Magnesiumhydroxid
wirkt. Die Zugabe von Magnesiumhydroxid zeigt fast keine positive Auswirkung auf die Zelldichte
gegenilber der unbehandelten Ablauge (Abb 75).

Diese Ergebnisse passen gut in das Bild, das die Literaturstudie zu diesem Thema ergab. Der hohe
Wirkungsgrad der Vorbehandlung mit Peroxidase ist mit einer sehr selektiven enzymatischen
Entfernung von Aromaten erklarbar, welche besonders toxisch auf die Mikroorganismen wirken. Bei
diesem Vorgang werden die Zucker in der Ablauge nicht abgebaut. Die Vorbehandlung mit Lignin und
Aktivkohle entfernt ebenso die storenden Phenole, wobei die Zucker unverandert bleiben. Diese
Methoden gehoren zu den wirksamsten Entgiftungstechniken.
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Abbildung 73: Wirkung von verschiedenen Konzentrationen von durch Lignin entgifteter Sulfitablauge (SSL

fiir Spent Sulfite Liquor) auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Abbildung 74: Wirkung von verschiedenen Konzentrationen von durch Aktivkohle entgifteter Sulfitablauge

(SSL fiir Spent Sulfite Liquor) auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Sulfitablauge (SSL fiir Spent Sulfite Liquor) auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum.
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Teil 11

Bestimmung von y-Wert und Xanthogenatgruppenverteilung in der Viskose mittels Fliissig
'H NMR Spektroskopie
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1. Einleitung und Theorie

1.1. Viskoseprozess

Bevor der Zellstoff dem Viskoseprozess unterworfen wird, muss er gebleicht werden. Ligninreste und
andere unerwiinschte Stoffe werden mit Ozon oder Wasserstoffperoxid sowie Chlor, Chlordioxid und
Hypochlorit entfernt. (Rydholm 1965; Sixta 2006).

Zur Viskoseherstellung wird Zellstoff mit Natronlauge behandelt, wobei Alkalizellulose entsteht. Die
Alkalizellulose wird dann mit Schwefelkohlenstoff umgesetzt. Bei dieser Sulfidierung entsteht
Zellulosexanthogenat, welches im nachsten Schritt in Natronlauge geldst wird. Die erhaltene
honigartige orangegelbe Zellulosexanthogenatlésung wird Viskose genannt. Die Viskose wird danach
einem Reifeprozess unterworfen, wobei eine partielle Umxanthogenierung bei einer Abnahme der
Anzahl der Xanthogenatgruppen an Zellulose stattfindet. Diese strukturellen Veranderungen der
Zellulose fithren zu Anderungen vieler ihrer Eigenschaften wie Loslichkeit, Viskositat, Filtrierbarkeit
und Spinnbarkeit (die Ursache ist bis jetzt noch nicht bekannt) und kénnen durch Bestimmung des y-
Wertes (definiert als Anzahl der Xanthogenatgruppen pro 100 Anhydroglukoseeinheiten) iberwacht
werden. SchlieRlich wird die Viskosel6sung durch Spinndiisen in schwefelsdurehaltige Spinnbader mit
Salzzusdtzen gepumpt. Aus der Viskose entstehen feste Faden aus fast reiner Zellulose. Diese werden
als Viskosefasern bezeichnet (Endres und Siebert-Raths 2011; Gotze 1967; Lundberg und Turbak
1984; Rogovin 1982).

Nach dem Spinnen werden die Viskosefasern gestreckt. Dadurch richten sich die Polymerketten
parallel zur Faserrichtung aus, was ihre Festigkeit wesentlich erhéht. Die gestreckten Fasern werden
mehrere Male gereinigt. Danach werden sie mit Hypochlorit oder Peroxid gebleicht. Um die
Verarbeitungseigenschaften der Viskose zu verbessern, wird eine Avivagel6sung auf die Fasern
aufgetragen, diese enthalt Fettsaurederivate, Silikondle und andere Zusatze. Schlief3lich wird das
fertige Produkt getrocknet (Abb. 76).

e Bleichen
I— Waschen
= Avivage

Viskose
Faser
L e Trocknen ——)

Zellstoff

— ey Strecken —

Abbildung 76: Schema des Viskoseprozesses.
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1.2. Bestimmung von y-Wert und Xanthogenatgruppenverteilung in der Viskose mittels
NMR Spektroskopie

In diesem Teil der Arbeit werden der schon oben erwdhnte Reifevorgang im Viskoseprozess (Kapitel
1.1. Teil 1l) und die Méglichkeiten zu seiner Uberwachung durch Bestimmung des y-Wertes von
Viskose beschrieben.

Wie in Abbildung 77 gezeigt ist, besitzt jede Anhydroglukoseeinheit drei Hydroxylgruppen mit
unterschiedlichen Eigenschaften. Die Substitution an der zweiten und der dritten Position des
Molekiils ist kinetisch bevorzugt, wahrend die Substitution an der sechsten Position sterisch
beglinstigt ist. Das Substitutionsmuster verandert sich wadhrend des Reifevorgangs, die
Xanthogenatgruppen an der zweiten und der dritten Position spalten sich ab, in der Regel nimmt die
Gesamtzahl der Substituenten ab. Es entsteht eine relativ homogen substituierte Verbindung mit
Xanthogenatgruppen an der sechsten Position (Gelb et al. 1980; Gelb et al. 1982; Reuben 1984, 1986,
1986, 1987, 1987; Richardson und Gorton 2003).

HO—
OH

\ 3\7/ SNa®

O (o]

0\(_ ) OH
S'Na

Abbildung 77: Xanthogenatgruppen der Viskose an drei verschiedenen Positionen der
Anhydroglukoseeinheit.

Der y-Wert und die Verteilung von Xanthogenatgruppen gehdren zu den entscheidenden
Prozessparametern in der Viskosefaserherstellung, daher existieren mehrere relativ schnelle
Verfahren fir ihre Ermittlung. Die momentan angewandten klassischen Methoden fir die
Bestimmung des y-Wertes sind iodometrische Titration, UV und IR Spektroskopie, diese geben aber
keine Auskiinfte Gber die Substituentenverteilung (Baldinger et al. 2003; Dominiak 2010; Lanieri et al.
2014; Zellcheming Merkblatt 1972). Die NMR Spektroskopie hat zudem ein Potential fur die
Bestimmung von Substitutionsmustern und wurde bisher fir diesen Zweck verwendet (Tab. 13).
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Tabelle 13: Uberblick der wichtigsten NMR Methoden zur Bestimmung von Xanthogenatgruppenverteilung

der Viskose.

(Kamide et al. (Konig et al. (Schwaighofer (Dominiak et Diese Arbeit
1987) 1993) et al. 2011) al. 2011)
Stabilisierung keine keine Allylbromid N,N-Diethyl- 4-Methyl-
mit acetamid oder  benzylbromid
Benzylbromid
zusatzliche keine keine Acetylierung keine keine
Derivatisierung mit Ac,0
der freien OH-
Gruppen
NMR Bc Bc H Bc 'H
Ermittlung entsprechende entsprechende Dekonvolution  Verhéltnisse Dekonvolution
Peakflachen- Peakflachen- der Peakflachen der der Peakflachen
Verhaltnisse fir ~ Verhéltnisse fiir  der Peakflachen der
Y2+ V3 Vs Y2+ V3, Ve Acetylgruppen der Benzylgruppen
stabilisierten
Gruppen fir
Y2, V3, Ve
Merkmale schlechtes S/N Verbesserung kurze lange kurze Messzeiten
Verhéltnis, der Messzeiten (30- Messzeiten (ca. 10 min)
Ungenauigkeit (Ijrllwrr()::ndllchkelt 60 min) (bis zu 24 h) geeignet fir
wegen geringer Verwendung geeignet fur Loslichkeits- industrielle
Unterschiede 13 industrielle probleme mit Proben mit relativ
zwischen den von .C_ Proben mit Diethyl- niedrigem y-Wert
Peakflachen markiertem relativ acetamid
Zellulose- L s
lange xanthogenat niedrigem y- derlvatlswtrten
. Wert Proben, nicht
Messzeiten . .
Keine keine mit
keine Differenzierung Benzylbromid

Differenzierung
zwischen y, und

V3

unstabilisierte
Proben -
Anderung des
Substitutions-
musters
wahrend der
Analyse

zwischen y, und
&

unstabilisierte
Proben -
Anderung des
Substitutions-
musters
wahrend der
Analyse

Differenzierung
zwischen y, und

V3

zusatzlicher
Derivatisie-
rungsschritt

Loslichkeits-
probleme
wegen
unvollstandiger
Acetylierung

stabilisierten
Proben

Die Arbeitsgruppe von Kamide untersuchte mittels *C NMR die Zellulosexanthogenatproben in einer

Losung von Natriumhydroxid in D,0O wahrend des Reifevorgangs. Trotz langen Messzeiten war das

Signal-Rausch-Verhaltnis sehr schlecht und die Unterschiede zwischen einzelnen Peakflachen sehr

gering. Der grofRte Nachteil dieser Methode ist die Verdnderung der Probe wéhrend der Messung

(Kamide et al. 1987). Konig et al. xanthogenierten Alkalizellulose mit *C angereichertem

Schwefelkohlenstoff und charakterisierten mittels *C NMR die Anfangssubstitution und den fritheren

Reifungszustand des “*C-markierten Zellulosexanthogenat. Auch bei ihnen trat das Problem der

Musterdanderung der Substituenten wahrend der Analyse auf (Konig et al. 1993). Somit kann das
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Zellulosexanthogenat nicht direkt in der Losung untersucht werden, da die instabilen Viskoseproben
wahrend der Messung ihre Zusammensetzung dndern. Eine gute Losung fiir dieses Problem ist die
Stabilisierung von Xanthogenatgruppen auf der Zellulosekette durch die Umsetzung mit
Halogenalkanen. Allerdings fiihrte in friheren Versuchen die Substituentenstabilisierung mit
Allyloromid im ersten Schritt, die Acetylierung von restlichen freien Hydroxylgruppen mit
Essigsaureanhydrid im zweiten Schritt und die anschlieBende 'H NMR Analyse (Schwaighofer et al.
2011) zu keinen schlissigen Ergebnissen. Neben einer erfolglosen Differenzierung zwischen der
Xanthogenierung an der zweiten und der dritten Position traten teilweise Probleme mit der
Loslichkeit der substituierten Proben auf, da die Acetylierung unvollstandig war. Eine andere
Methode, bei der Benzylbromid als Stabilisierungsmittel eingesetzt wurde und die Proben mittels **C
NMR charakterisiert wurden (Dominiak et al. 2011), Gberwand alle diese Nachteile, erforderte jedoch
sehr lange Messzeiten (ca. 24 h).

Somit war das Ziel dieser Arbeit eine neue Methode zur Bestimmung des y-Wertes und insbesondere
der Verteilung der Xanthogenatgruppen der Viskose zu entwickeln, wobei die weniger zeitraubende
'H NMR Spektroskopie verwendet werden sollte. Als Stabilisierungsmittel wurde 4-
Methylbenzylbromid gewshlt, da die *H NMR Signale des aromatischen Ringes und der Methylgruppe
nicht mit dem Kohlenhydratbereich des Polymers lberlappen. Es stellte sich zusdtzlich heraus, dass
die damit stabilisierten Proben eine ausreichende Loslichkeit aufweisen und dass 4-
Methylbenzylbromid einfacher zu handhaben ist als Methylbenzylbromid, da Letzteres ein stark
tranenreizender Stoff ist.

Zur Vermeidung aller Probenvorbereitungsschritte, welche zu Schwierigkeiten des Analysevorganges
oder sogar zur Verdanderung der Probe fihren kdnnten, sollte die Stabilisierung ohne Abweichungen
vom Herstellungsprozess durchgefuhrt werden. Das bedeutet, die Reaktion sollte bei pH 13-14
ablaufen. Die Vorversuche zeigten, dass 4-Methylbenzylbromid eine hohe Reaktivitdt unter stark
alkalischen Bedingungen aufweist, denn 4-Methylbenzylbromid reagiert nicht nur mit
Xanthogenatgruppen, sondern auch mit den freien Hydroxylgruppen der Zellulose. Die letztere
Reaktion ist eindeutig unerwiinscht, da sie zur fehlerhaften Zuordnung der Protonensignale fiihrt.
Folglich wurde eine Modellreaktion zwischen Cellobiose und 4-Methylbenzylbromid bei
verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt, um die Derivatisierungsbedingungen zu optimieren.
Cellobiose stellt den Grundbaustein der Zellulose da. Sie besteht aus zwei B-Glukose-Einheiten,
welche durch eine B (1 - 4) Bindung miteinander verkniipft sind. Daher wird sie haufig als
Modellsubstrat fir Zellulose verwendet. Die Aufgabe war den niedrigsten pH-Wert zu identifizieren,
bei dem die Hydroxylgruppen der Cellobiose anfangen mit 4-Methylbenzylbromid zu reagieren.
Dabei wurde die Annahme getroffen, dass die Reaktivitdt der OH-Gruppen der Cellobiose dhnlich
oder sogar héher ist als jene der OH-Gruppen der Zellulose.
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2. Resultate

2.1. Synthesen

Das Zellulosexanthogenat ist eine sich leicht zersetzende Verbindung. Das erschwert ihre Analyse
und verfalscht die Ergebnisse. Um eine wahrend der NMR-Analyse stabile Substanz zu erhalten,
mussten alle Xanthogenatgruppen stabilisiert werden. Daflr wurden verschiedene
Derivatisierungsmethoden ausprobiert.

2.1.1. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Allylbromid und Acetylierung mit
Acetylchlorid

Schwaighofer et al. stabilisierten das Zellulosexanthogenat mit Allylboromid im ersten Schritt. Im
zweiten Schritt wurden die restlichen freien Hydroxylgruppen der Anhydroglukoseeinheit mit
Essigsaureanhydrid acetyliert (Schwaighofer et al. 2011). Aufgrund der unvollstandigen Acetylierung
wurde eine schwerlésliche Verbindung erhalten. Die Idee war es, den Acetylierungsschritt durch
Verwendung eines reaktiveren Reagenz zu verbessern. Statt Essigsdaureanhydrid wurde Acetylchlorid
eingesetzt (Abb. 78). Der Versuch scheiterte jedoch, es bildete sich ein schwerldsliches Produkt,
welches fiir die Charakterisierung mittels Fluissig ‘H NMR Spektroskopie ungeeignet war.
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Abbildung 78: Strategie zur Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Allylbromid (Stabilisierung an C-6 ist
dargestellt) und Acetylierung mit Acetylchlorid (Acetylierung an C-2,3 ist dargestellt).
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2.1.2. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid und Phosphorylierung mit
2-Chlor-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholan (2-CI-TMDP)

Als Alternative zur Stabilisierung mit Allylbromid und Acetylierung mit Acetylchlorid wurde folgender
Syntheseweg verfolgt: die Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid und
Phosphorylierung der restlichen freien Hydroxylgruppen der Anhydroglukoseeinheit mit 2-CI-TMDP
(Abb. 79). Das gebildete Produkt sollte mittels Fliissig **P NMR Spektroskopie analysiert werden.
Wihrend dieser Reaktion bildete sich ein schwerldsliches Produkt, daher konnten die *'P NMR

Messungen nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 79: Strategie zur Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid (Stabilisierung an C-6
ist dargestellt) und Phosphorylierung mit 2-CI-TMDP (Phosphorylierung an C-2,3 ist dargestellt).

2.2, Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid

Benzylbromid ist ein trdnenreizender Stoff, deswegen wurde diese Verbindung durch 4-
Methylbenzylbromid ersetzt. Nach der Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-
Methylbenzylbromid (Abb. 80) konnte das gebildete Polymer mittels Fliissig NMR Spektroskopie
analysiert werden. Die Abbildungen 81 und 82 stellen die *H und **C NMR Spektren einer typischen
methylbenzylstabilisierten Zellulosexanthogenatprobe dar.

o T s\;r(@f

r

0 0
CellO CellO

OH OH

Abbildung 80: Strategie zur Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid
(Stabilisierung an C-6 ist dargestellt).
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Abbildung 81: 'H NMR Spektrum (DMSO-d;, 300 MHz) von einer typischen methylbenzylstabilisierten
Zellulosexanthogenatprobe.
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Abbildung 82: ¢ NMR Spektrum (DMSO-dg, 75 MHz) von einer typischen methylbenzylstabilisierten
Zellulosexanthogenatprobe.
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Abbildung 83: 'H/®C ge-HSQC NMR Spektrum (DMSO-ds, 300/75MHz) von einer typischen
methylbenzylstabilisierten Zellulosexanthogenatprobe.

Die Zuordnung von Wasserstoff- und Kohlenstoffatomen wurde mit Hilfe der HSQC NMR Spektren
durchgeflhrt (Abb. 83):

'H NMR (DMSO-dg, 300 MHz) von methylbenzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat: 8(ppm)y= 4,44
(1H, br, H-1); 3,39 (1H, br,H-2); 5,28 (1H, s, OH-2); 3,13 (1H, s, H-3); 5,13 (1H, s, OH-3); 3,51(2H, br, H-
2, H-4); 3,88 (1H, br, H-5); 3,82 (1H, br, H-6); 3,61 (1H,s, H-6"); 4,57 (1H, s, OH-6); 4,40 (2H, br, H-8);
7,25 (2H, s, H-10); 7,13 (2H, s, H-11); 2,27 (3H, s, H-13).

3C NMR (DMSO-dg, 75 MHz) von methylbenzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat: &(ppm)c= 102,4
(C-1); 74,7 (C-2); 72,9 (C-3); 79,8 (C-4); 71,6 (C-5); 60,2 (C-6); 212,6 (C-7); 39,5 (C-8); 132,2 (C-9);
128,5 (C-10); 128,8(C-11); 136,4 (C-12); 20,3 (C-13).

2.3. pH-Wert-Optimierung der Stabilisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-
Methylbenzylbromid
Die optimale Wahl des pH-Wertes fiir die Derivatisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-
Methylbenzylbromid ist entscheidend fiir das Erreichen einer erfolgreichen Stabilisierung von
Viskose. Das Zellulosexanthogenat im Herstellungsprozess ist stark basisch. Die Stabilisierungen von
Zellulosexanthogenat wurden in den friheren Arbeiten aber unter neutralen Bedingungen
durchgefiihrt. Die Senkung des pH-Wertes kann zur Regeneration der Zellulose aufgrund der
Spaltung von Xanthogenatgruppen fiihren. Im Idealfall muss die Stabilisierungsreaktion im
alkalischen Milieu verlaufen. Aus diesem Grund wurde diese Reaktion bei pH 13 durchgefiihrt. Nach
der Stabilisierung wurde das Zellulosexanthogenat neutralisiert, um die Abbaureaktion von
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Zelluloseketten zu vermeiden, welche unter alkalischen Bedingungen stattfindet. Zum Vergleich
wurde das Zellulosexanthogenat aus der gleichen Charge bei pH 7 stabilisiert (Abb 84).
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Abbildung 84: 'H NMR Spektrum (DMSO-ds, 300 MHz) von (a) bei pH 13 methylbenzylstabilisiertem
Zellulosexanthogenat und (b) bei pH 7 methylbenzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat. Die Peaks von
OH, 3¢ der Zellulose fehlen bei Zellulosexanthogenat, welches im alkalischen Milieu stabilisiert wurde. Das
deutet auf die Reaktion von 4-Methylbenzylbromid mit freien Hydroxylgruppen der Zellulose hin.

Der Vergleich der Spektren von methylbenzylbromidstabilisiertem Zellulosexanthogenat zeigt, dass
im Spektrum von Zellulosexanthogenat, welches unter alkalischen Bedingungen stabilisiert wurde,
die Peaks von freien Hydroxylgruppen der Zellulose fast fehlen, was auf die Reaktion von 4-
Methylbenzylbromid nicht nur mit Xanthogenatgruppen, sondern auch mit Hydroxylgruppen der
Zellulose deutet. 4-Methylbenzylbromid ist zu reaktiv bei hoheren pH-Werten.

Um festzustellen, wie das Zellulosexanthogenat sich bei der Herabsetzung des pH-Wertes verhalt,
wurden Messungen der Partikelanzahl in der Zellulosexanthogenatldsung bei pH-Werten zwischen 7
und 13 durchgefihrt (Abb. 85). Dieser Versuch zeigt eine hohere Partikelanzahl bei niedrigeren pH-
Werten, was auf das Ausfallen von Zellulose hindeutet.
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Abbildung 85: Bestimmung des Zelluloseausfalls in Zellulosexanthogenatlosung bei pH-Werten 7-13 durch
Messung der Partikelanzahl.
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Zur Ermittlung des oberen pH Limits fir die Stabilisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-
Methylbenzylbromid wurde Cellobiose als Modellsubstanz verwendet. Die Cellobiose wurde mit 4-
Methylbenzylbromid bei pH-Werten von 6 bis 10 derivatisiert. Der Ablauf dieser Reaktion wurde
durch "H NMR Spektroskopie verfolgt (Abb. 86). Es wurden keine Anderungen der Cellobiose-Signale
bei pH-Werten zwischen 6 und 9 beobachtet. Daher wurde ein pH-Wert zwischen 8 und 9 fir die
Stabilisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid als optimal betrachtet.
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Abbildung 86: 'H NMR Spektrum (70 % D,0O, 30 % DMSO-ds, 300 MHz) von Cellobiose, welche mit 4-
Methylbenzylbromid bei pH 6 (a), pH 7 (b), pH 8 (c), pH 9 (d) and pH 10 (e) derivatisiert wurde. Bei pH-
Werten zwischen 6 und 9 findet keine Reaktion zwischen 4-Methylbenzylbromid und OH-Gruppen der
Cellobiose statt.

Die Zuordnung von Wasserstoff- und Kohlenstoffatomen erfolgte nach IUPAC Nomenklatur:

'H NMR (70 % D,0, 30 % DMSO-ds,300 MHz) von 4-Methylbenzylbromid: §(ppm), = 7,11 (4H, dd, J1 =
12,7 Hz, J2 = 8,2 Hz, H-1, H-1,2,3,4); 4,40 (2H, s, H-7); 2,18 (3H, s, H-8).

'H NMR (70 % D,0, 30 % DMSO-d¢, 300 MHz) von Cellobiose: §(ppm)y= 5,01 (1H, d, J = 3,7 Hz, H-1a);
4,44 (1H, d, ) = 8,0 Hz, H-1B); 4,31 (1H, d, J = 7,9 Hz, H-1ap); 3,83-3,46 (2H, m, H-6B, H-6B); 3,46-3,32
(3H, m, H-3B, H-4B, H-5B); 3,32-3,24 (2H, m, H-3B, H-5B); 3,24-3,15 (1H, m, H-4B); 3,15-3,03 (2H, m,
H-2B, H-2B), wobei a und B die anomeren Protonen der Cellobiose sind.
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2.4, y-Wert Bestimmung

Trotz der guten Auflésung der 'H Spektren von methylbenzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat
Uberlappen noch immer viele Peaks in dem fiir die y-Wert-Bestimmung relevanten Bereich. Eine
Dekonvolution des Spektrums ist deshalb notwendig (Abb. 87).
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Abbildung 87: Dekonvolution eines typischen 'H Spektrums von methylstabilisiertem Zellulosexanthogenat:
experimentelle Werte (rote Kurve), eingefiigte Lorenzkurven (schwarze Kurve), Summe von eingefiigten
Lorenzkurven (punktierte Kurve).

Fir die Ermittlung des y-Wertes wurde das Verhaltnis der Anzahl der Methylbenzylgruppen zur
Anzahl der Glukoseeinheiten bestimmt. Die Anzahl der Methylbenzylgruppen l&sst sich als ein Viertel
von Peakflachen der Protonen 10,11 [A(10,11)] berechnen. Der Peak des anomeren Protons 1 bei
4,4 ppm gibt die Anzahl der Glukoseeinheiten an. Dieser Peak (iberlappt mit zwei Protonen 8 der
Methylbenzylgruppe [A(1,8)]. Die Subtraktion der Halfte der Peakflaiche der Protonen 10,11
[A(10,11)] von der Peakflache der Protonen 1 und 8 [A(1,8)] ergibt einen Wert, welcher der Anzahl
von anomeren Protonen 1 entspricht. Der y-Wert kann nach der Gleichung (1) berechnet werden.

A(10,11)
¥[%]=100 4
A(LS) —w
= (1)

Zur Uberpriifung der neuen Methode wurden elf Industrieproben mit einem typischen y-Wert von 50
mittels NMR und IR untersucht (Baldinger et al. 2003). Finf Proben wurden auch mittels
iodometrischer Titration analysiert (Zellcheming Merkblatt 1972). Aus Griinden der Vertraulichkeit
wurden die Werte so normiert, dass der IR Mittelwert auf 100 gesetzt wurde. Die Abbildung 88 zeigt,
dass die Werte von allen drei Methoden gut tibereinstimmen. Der resultierende Fehler betragt 1,8 %,
was flr diese Art von Analysen zumutbar ist.
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Abbildung 88: Vergleich der normierten y-Werte von Industrieproben, welche mittels IR und iodometrischer
Titration bestimmt wurden.

2.5. Verteilung der Xanthogenatgruppen
Die Verteilung von Xanthogenatgruppen kann indirekt durch Analyse der Peakflachen von Protonen
der einzelnen Hydroxylgruppen nach der Gleichung (2)-(6) bestimmt werden. Die relative Verteilung

flr Hydroxylgruppen fiir die Position x wurde aus dekonvolutierten Peakflachen von OH2, OH3, OH6
nach der Gleichung (2) berechnet.

A(OHY)

DS(OHx)[%]=100 ————_
A(OH23.6)

(2)

Der Anteil der Hydroxylgruppen an der Position x kann mit der Gleichung (3) ermittelt werden.

F(OHE[%)] = DS (OFE) 220~

(3)

Der Anteil der einzelnen Hydroxylgruppen wurde mit der Gleichung (4) in den Anteil von
Xanthogenatgruppen an der Position x umgerechnet.

F(xanthation,x)[%|=33,3 — F(OHx) @

Die relative Substitutionsverteilung an der Position x wurde aus dem Anteil von Xanthogenatgruppen
und der Gesamtxanthogenierung mit der Gleichung (5) bestimmt.

Fxanthation, x)

DS (xanthation, x)[%] = 100
Flxanthationl 3.6)

(5)
SchlieRBlich kann der y-Wert an der Position x mit der Gleichung (6) berechnet werden.
e = DS (xanthation, x) - v

(6)
84



2.6. Anderung der Xanthogenatgruppenverteilung im Reifeprozess

Die Untersuchung der Anderung der Struktur von drei verschiedenen Viskoseproben zu
unterschiedlichen Zeiten wahrend des Reifevorgangs zeigt (Abb. 89), dass die Erstsubstitution an der
zweiten Position der Glukoseeinheit stattfindet. Nach einer kurzen Zeit sinkt die Anzahl der
Xanthogenatgruppen an der zweiten Position, gleichzeitig steigt die Substituentenanzahl an der
dritten und der sechsten Position, wobei dieser Vorgang viel schneller an der sechsten als an der
dritten Position ablduft. Am Schluss findet die Abspaltung von Xanthogenatgruppen an der zweiten
und der dritten Position statt. Es entsteht eine homogen substituierte Verbindung mit
Xanthogenatgruppen an der sechsten Position. Der gesamte y-Wert sinkt von 39 auf 25.
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Abbildung 89: Beobachtung einer typischen Viskoseprobe im Reifeprozess: Anderung der
Substituentenverteilung an der zweiten, dritten und sechsten Position (y-2, y-3 und y-6) von
Zellulosexanthogenat und des gesamt y-Wertes sind dargestellt.

Diese Ergebnisse stimmen gut iberein mit den Ergebnissen aus den anderen oben beschriebenen
NMR Methoden (siehe 1.2.). Nach allen diesen Methoden nimmt der gesamte y-Wert im
Reifeprozess ab. Die Substitution an der sechsten Position (ys-Wert) bleibt konstant oder erhéht sich
sogar mit der Zeit, und die Substitutionen an der zweiten und der dritten Position (y,- und y;-Werte)
sinken auf beinahe Null. Der einzige Unterschied zu den vorherigen Publikationen zu diesem Thema
ist ein relativ hoher y,-Wert zu Beginn der Reife. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Phdnomen
kénnte an unterschiedlichen Definitionen des Nullpunkts auf der Zeitachse liegen. Vermutlich wurde
die erste Probe in unserem Experiment in einem frilherem Reifestadium als in den anderen Arbeiten
charakterisiert.
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3. Experimenteller Teil

3.1. Chemikalien
Alle Chemikalien wurden in p.a. Qualitdt bezogen und ohne weitere Reinigung verwendet.

Ammoniumchlorid (299,5 %, Sigma-Aldrich), Aceton (p.a., Merck), Acetylchlorid (=99 %, Sigma-
Aldrich), AG 1-X8 Harz (20-50 mesh, Chlorid-Form, Bio Rad), Aktivkohle rein (Merck Millipore),
Allylbromid (99 %, Sigma-Aldrich), Amberlite IRA 402, lonenaustauscher (Sigma-Aldrich),
Ammoniumacetat (98,0 %, Sigma-Aldrich), Ammoniumhydroxid-Losung (28,0-30,0 %, Sigma-Aldrich),
Apocynin (98,0 %, Sigma-Aldrich), Arabinose (99,0 %, Fluka), Benzylbromid (98 %, Sigma-Aldrich),
Borsaure (299,5 %, Sigma-Aldrich), Calciumchlorid Dihydrat (99,0 %, Sigma-Aldrich), Calciumhydroxid
(96 %, Sigma-Aldrich), Catechol (99,0 %, Sigma-Aldrich), Cobalt(ll)-chlorid Hexahydrat (98,0 %, Sigma-
Aldrich), Coniferylaldehyd (98,0 %, Sigma-Aldrich), d-(+)-Cellobiose (=98 %, Sigma-Aldrich), 2-Chloro-
4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholan (95%, Sigma-Aldrich), deuteriertes Dimethylsulfoxid (99,9
atom % D, Carl Roth), Deuteriumoxid (99,9 atom % D, Sigma-Aldrich), Deuteriumoxid (99,9 atom % D,
Sigma-Aldrich), Deuteriumchlorid (35 wt. % in D,0, 99 atom % D, Sigma-Aldrich), Diethylether (HPLC
Qualitat, FSA Laboratory Supplies), di-Kaliumhydrogenphosphat (99,0 %, Roth), 2,2-Dimethyl-2-
silapentan-5-sulfonat (97,0 %, Sigma-Aldrich), Dimethylsulfoxid (299,9 %, Merck),
Dinatriumhydrogenphosphat (299 %,pH (50 mg/ml H,0, 25 C), Fluka), Eisen(lll)-chlorid Hexahydrat
(297 %, Sigma-Aldrich), Eisen(ll)-chlorid Tetrahydrat (299,0 %, Sigma-Aldrich), Eisen(ll)-sulfat,
Essigsdure (p.a., Merck), Ethanol (99,9 %, Merck), Galaktose (98,0 %, Roth), Glukose Monohydrat
(99,5 %, Roth), Guajacol (Sigma-Aldrich), Hefe-Extrakt (Fluka), Heptahydrat (99,0 %, Roth),
Homovanillinsgure (98,0 %, Alfa Aesar), Hydrochinon (99,0 %, Roth), Indulin AT (Mw ~10,000, Sigma-
Aldrich), 4-Hydroxybenzoesdure (99,0 %, Sigma-Aldrich), lodlésung (0,5 M, volumetric, Sigma-
Aldrich), Kaliumchlorid (=99,0 %, Sigma-Aldrich), Kaliumdihydrogenphosphat (99,5 %, Chem-Lab), L-
Cystein (97,0 %, Sigma-Aldrich), Kupfer(ll)-chlorid Dihydrat (99,0 %, Sigma-Aldrich), Lewatit (1368
Ca/320, Lanxess), Magnesiumchlorid Hexahydrat (299,0 %, Sigma-Aldrich), Magnesiumchlorid
Tetrahydrat (99,0 %, Sigma-Aldrich), Magnesiumhydroxid (95,0 %, Sigma-Aldrich), Magnesiumsulfat
Heptahydrat (299,5 %, Sigma-Aldrich), Mannose (99,0 %, Sigma-Aldrich), 4-Methylbenzylbromid
(98 %, Alfa Aesar), m-Cumarsaure (98,0%, Roth), Natriumchlorid (299,5 %, Sigma-Aldrich),
Natriumdihydrogenphosphat (299 %, pH (5 %, Fluka), Natriumdeuteroxid (40 wt. % solution in D,0,
99,5 atom % D, Goss Scientific Instruments Limited), Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat
(97 %, Sigma-Aldrich), Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid Platzchen (299 %, Merck),
Natriumhydroxid (99,0 %, Roth), Natriummolybdat Dihydrat (299,0%, Sigma-Aldrich),
Natriumthiosulfat (99 %, Sigma-Aldrich), Nickel(ll)-chlorid Hexahydrat (298,0 %, Sigma-Aldrich),
Peroxidase aus Meerrettich (ACT: 230 U/mg, Amresco), Phenol (99,0 %, Sigma-Aldrich), Pyrogallol
(98,0 %, Roth), Resazurin Natriumsalz (Farbgehalt ~80 %, Sigma-Aldrich), Salzsdure (25 %, Roth),
Syringaldehyd (98,0 %, Sigma-Aldrich), Syringasdaure (95,0 %, Sigma-Aldrich), trans-Ferulasdure
(99,0 %, Sigma-Aldrich), Trypton/Pepton aus Casein (Roth), Vanillin (99,0 %, Roth), Vanillinsiure
(98,0 %, Roth), Xylose (99 %, Roth), Zinkchlorid (298,0 %, Sigma-Aldrich), Gallussaure (97,5-102,5 %
(Titration), Sigma-Aldrich), Gallussaure (97,5-102,5% (Titration), Sigma-Aldrich), L-Cystein
Hydrochlorid Monohydrat (298,5 %, Sigma-Aldrich).

Die Zellulosexanthogenatproben wurden im LabormaRstab hergestellt (Gotze 1967). Dafir wurde
Faserzellstoff aus Buche mit einem Polymerisationsgrad (DP) von 1300-1500 verwendet.
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3.2. Methoden

3.2.1. Messungen der optischen Dichte

Fir die Bestimmung der optischen Dichte von Bakteriensuspensionen in einer Mikrotiterplatte
(Inhibitorversuche, Priifung von veschiedenen Vorbehandlungstechniken auf das Wachstum von
Clostridium  saccharoperbutylacetonicum und synergistische Effekte)  wurden die
Bakteriensuspensionen in 96 Wells Mikrotiterplatte in einem Thermo Scientific™ Multiskan™ GO
Mikrotiterplatten-Spektrophotometer bei 600 nm gemessen. Als Lichtquelle wurde eine Xenon-
Blitzlampe verwendet. Vor jeder Messung wurde die Losung 5 s lang geschiittelt.

Fir die Erstellung der Wachstumskurven von in NMR-Réhrchen wachsenden Thermoanaerobacter
mathranii bei in situ 'H NMR Versuchen wurde das NMR-Réhrchen mit der Probe in eine speziell
angefertigte PS-Klivette gegeben. Die Kiivette wurde mit schwarzem Schaumstoff verschlossen und
in ein Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Mikrotiterplatten-Spektrophotometer gestellt. Zum
zusatzlichen Verdunkeln der Probe wurde eine Kartonschachtel verwendet. Die Messung wurde bei
600 nm durchgefiihrt. Als Lichtquelle wurde eine Xenon-Blitzlampe verwendet.

3.2.2. Analyse von Zucker aus der Sulfitablauge mittels HPAEC-PAD

Die Analyse von Zuckern aus der Sulfitablauge wurde nach NREL/TP-510-42623 (Sluiter et al. 2012)
durchgefihrt, wobei der Hydrolyseschritt ausgelassen wurde. Die Analyse wurde mit einem Dionex
ICS-5000" HPIC System von Thermo Scientific mit einem PAD Detektor durchgefiihrt. Die Trennung
erfolgte mit einer Carbo Pac PA10 Siule und einer Vorsiule bei einem Fluss von 0,26 ml/min. Als
Laufmittel wurde VE Wasser verwendet. Wahrend der Detektion wurde 0,35 M NaOH mit einem
Fluss von 0,10 ml/min zugefihrt. Fir die Kalibrierung wurde eine Verdinnungsreihe von Zuckern
hergestellt (Tab. 15).

Tabelle 14: Verdiinnungsreihe fiir die die Kalibrierung.

Konzentration

Standard [g/N]
Glukose 0,0012 0,003 0,006 0,009 0,012
Xylose 0,0012 0,003 0,006 0,009 0,012
Mannose 0,0024 0,006 0,012 0,018 0,024
Arabinose 0,00024 0,0006 0,0012 0,0018 0,0024
Galaktose 0,0004 0,001 0,002 0,003 0,004

3.2.3. NMR Spektroskopie

In situ "H NMR Messungen zur Uberwachung der Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii
und die Abbaureaktion der Gallussdure und Coniferylaldehyd durch Zugabe von Peroxidase und
Wasserstoffperoxid wurden auf einem 44 MHz Spinsolve NMR Spektrometer von Magritek mit einem
5 mm Probenkopf durchgefiihrt. Die Proben wurden mittels 'H NMR Spektroskopie bei 26 °C
untersucht. Flr die Aufnahme der Spektren wurden folgende Parameter verwendet: 7 pus 90° Puls,
56,6 s Acquisition Time, 117 Hz spektrale Breite, 15 s Relaxationsdelay und 40 Scans.
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40 Scans wurden aufgenommen. Die Acquisition Time betrug 10 min. Die Referenzierung der 'H
Spektren erfolgte Uber das DSS Signal bei 0 ppm.

Zum Erreichen einer hoheren Auflésung wurden 'H NMR Spektren von potentiellen Inhibitoren
wéahrend der Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii sowie Spektren der Abbaureaktion
von Gallussdure und Coniferylaldehyd mit Wasserstoffperoxid auf einem 300 MHz Bruker Advance
Spektrometer mit einem 5 mm Probenkopf durchgefiihrt. Die Proben wurden mittels Flissig "H NMR
Spektroskopie bei 23 °C untersucht. Fiir die Aufnahme der Spektren wurden folgende Parameter
verwendet: 8,3 us 90° Puls, 5,3 s Acquisition Time, 6188 Hz spektrale Breite, 1 s Relaxationsdelay und
40 Scans. Die Referenzierung der 'H Spektren erfolgte tiber das DSS Signal bei 0 ppm.

Alle NMR Messungen in Arbeiten zur y-Wert Bestimmung wurden auf einem 300 MHz Bruker
Advance DPX Spektrometer mit einem 5 mm Probenkopf durchgefihrt. Die Proben von
benzylstabilisiertem und methylbenzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat wurden mittels Fliissig *H,
B¢ und 'H/™C ge-HSQC NMR Spektroskopie bei 65 °C untersucht, die Proben von derivatisierter
Cellobiose wurden mittels Flussig *H NMR Spektroskopie bei 26 °C untersucht. *H NMR Spektren
wurden mit folgenden Parametern erfasst: 11,2 us 90° Puls, 4,2 s Acquisition Time, 26 ppm spektrale
Breite und 10 s Relaxationsdelay und 48 Scans. Die Referenzierung der 'H Spektren erfolgte tiber das
DMSO-ds Signal bei 2,5 ppm. *C NMR Spektren wurden mit 0,9's Acquisition Time, 245 ppm
spektrale Breite, 6000 Scans und 16 Dummy-Scans aufgenommen. Die Referenzierung der *C
Spektren erfolgte tiber das DMSO-dg Signal bei 39,5 ppm. *H/**C ge-HSQC NMR Spektren wurde mit
Echo-Antiecho Acquisition Modus fur 2D/3D, 0,2 s Acquisition Time fur 'H- und 0,01s fir *C-
Dimension, 14 ppm spektrale Breite fir *H und 160 ppm fiir **C, 280 Scans und 16 Dummy-Scans fir
'H erfasst.

3.2.4. IR Spektroskopie (Baldinger et al. 2003)

Alle IR Messungen wurden auf einem Bruker Tensor 27 FTIR Spektrometer mit einer Diamant
Horizontal ATR-Einheit mit hermetisch abgedichtetem Strahlengang (2500 - 16667 nm)
durchgefiihrt. Die Aufldsung betrug 2 cm™. Als Referenz wurde Wasser verwendet. Die
chemometrische Auswertung basierte auf einer PLS (Partial Least Squares) Methode. Mit der
Software ,,Opus"” und dem Zusatzpaket ,Opus Quant 2" wurden fur alle Komponenten die optimale
Datenvorbehandlung und die Spektralbereiche ermittelt.

3.2.5. lodometrische Titration (Zellcheming Merkblatt 1972)
Die iodometrische Titration wurde nach der im Zellcheming Merkblatt 111/21/72 beschriebenen
Methode durchgefiihrt.

1,2 g Viskose wurden in 10 ml eisgeklihltem VE-Wasser gelost. 10 ml vorgekihlter Amberlite IRA 402
lonenaustauscher wurden der Lésung zugegeben und fir finf Minuten unter Eiskiihlung gerihrt. Der
lonenaustauscher wurde abfiltriert und mit 45 ml eisgekiihltem VE-Wasser nachgewaschen. Das
Filtrat wurde mit 16 ml 0,2 N Natriumthiosulfat Losung versetzt. Anschliefend wurde die
Probelésung mit 2 N Essigsdure mit Phenolphtalein als Indikator neutralisiert. Zwei Tropfen
Essigsdure wurden im Uberschuss zugegeben. Die Probe wurde mit 0,2 N lodlésung gegen 0,5 %
Starkel6sung titriert.
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Der y Wert wurde mit der Gleichung 7 berechnet.

_ 32.4éi—b) (7)
a lodlésung-Verbrauch [ml]
b Natriumthiosulfat-Verbrauch [ml]
E Viskose-Einwaage [g]
C Zellulosegehalt der Viskose [%]

3.3. Inhibitorversuche mit Ethanolproduzenten

3.3.1. Medium
Zur Kultivierung von Thermoanaerobacter mathranii (DSM 11426) wurde das DSMZ 640 Medium aus
der Deutschen Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen verwendet.

Zum Herstellen dieses Mediums wurden folgende Substanzen in 1000 ml VE Wasser gel6st: 0,9 g
Ammoniumchlorid, 0,9g  Natriumchlorid, 0,4g  Magnesiumchlorid-Hexahydrat, 0,75g
Kaliumdihydrogenphosphat, 1,5 g di-Kaliumhydrogenphosphat, 2 g Trypton/Pepton aus Casein, 1g
Hefeextrakt, 1 ml Spurenelementlésung SL-10 (siehe SL-10. DSMZ), 2,5 mg Eisen(lll)-chlorid-
Hexahydrat, 0,75 g L-Cystein Hydrochlorid Monohydrat, 0,5 mg Resazurin. Der pH-Wert wurde auf
7,2 eingestellt. Die Ldsung wurde 10 min bei 120 °C autoklaviert. Als Zuckerquelle wurde sterile 5 g/I
Glukosel6sung verwendet, welche ins Medium vor dem Animpfen der Mikroorganismen zugegeben
wurde.

Zum Herstellen der Spurenelementlésung SL-10. DSMZ wurden 1,50 g Eisen(ll)-chlorid-Tetrahydrat in
10 ml 7,7 M Salzsdure gelost und mit 990 ml VE Wasser verdliinnt. Folgende Salze wurden
dazugegeben: 70 mg Zinkchlorid, 100 mg Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat, 6 mg Borsaure, 190 mg
Calciumchlorid-Hexahydrat, 2 mg Kupfer(ll)-chlorid-Dihydrat, 24 mg Nickel(ll)-chlorid-Hexahydrat,
36 mg Natriummolybdat-Dihydrat. SchlieRlich wurde mit VE Wasser auf 1000 m| aufgefullt.

3.3.2. Kultivierung der Mikroorganismen

Die Arbeiten wurden unter anaeroben Bedingungen in einer Glovebox unter Formiergasatmosphare
durchgefiihrt. 1 ml Cryo-Stock (-80 °C) wurde bei Raumtemperatur aufgetaut, in ein 15 ml
Kulturrohrchen mit 9 ml Medium und mit Glukoselésung uberfihrt und mit einem Septum
verschlossen. Die Kultur wurde 12 h unter Schitteln bei 65 °C im Wasserbad inkubiert. Zur Erhaltung
vitaler Zellen wurde 1 ml Kultur noch einmal in 9 ml Medium mit Glukose Gberimpft und fiir 5 h
inkubiert. Diese Zellen wurden dann fir Inhibitorversuche verwendet.

3.3.3. Inhibitorscreening

Fir die Inhibitorversuche mit Alkoholen, organischen Sauren und Furanderivaten wurde 1 ml Kultur
in ein 15 ml Kulturréhrchen mit 9 ml Medium, Glukose und mit bzw. ohne inhibierenden Substanzen
unter Formiergasatmosphéare tUberimpft und 8 h im Wasserbad bei 65 °C unter Schiitteln inkubiert.
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Die Sduren wurden vor der Zugabe ins Medium mit NaOH neutralisiert. Zum Erstellen von
Wachstumskurven wurden alle 2 h von jedem Kulturréhrchen 500 pL Probe entnommen und AOD
der Losungen in einer Mikrotiterplatte in einem Multiskan Microplate Spectrophotometer bei
600 nm gemessen. Es wurden Zweifachbestimmungen durchgefiihrt.

Die Inhibitorversuche mit phenolischen Substanzen wurden in einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt. In
jedes Well wurden 50 pl Medium und Glukose mit bzw. ohne Phenole unter Formiergasatmosphare
pipettiert. Danach wurden der Losung 30 pl Kultur zugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer
durchsichtigen sauerstoffundurchlassigen Klebefolie verschlossen und fir 10h in einen
Trockenschrank bei 65 °C gestellt. Jede Stunde wurden die optische Dichte (OD) der Losungen in
einem Multiskan Microplate Spectrophotometer bei 600 nm gemessen und die Wachstumskurven
erstellt, wobei vor jeder Messung die Mikrotiterplatte 10 min bei RT abgekihlt wurde, um das
Anlaufen der Klebefolie und den damit verbundenen Messfehler zu verhindern. Fiir die statistische
Auswertung und die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden Dreifachbestimmungen
durchgefihrt.

3.4. Inhibitorversuche mit PHB-Produzenten

3.4.1. Medium
Zur Kultivierung von Halomonas halophila (DSMZ 4770) wurde das 4340 Medium aus der Deutschen
Stammsammlung von Mikroorganismen verwendet.

Das Medium enthielt 81 g/l Natriumchlorid, 7g/l Magnesiumchlorid-Hexahydrat, 9,6 g/!
Magnesiumsulfat-Hexahydrat, 0,477 g/I Calciumchlorid-Dihydrate, 2 g/l Kaliumchlorid, 0,06 g/I
Natriumhydrogencarbonat, 0,026 g/l Natriumbromid, 5 g/l Pepton, 10 g/| Hefeextrakt. Der pH-Wert
des Mediums wurde auf 7,2 eingestellt. Die Losung wurde fiir 10 min bei 120 °C autoklaviert. Als
Zuckerquelle wurde sterile 1 g/I Glukosel6sung verwendet, welche ins Medium vor dem Animpfen
von Mikroorganismen zugegeben wurde.

3.4.2. Kultivierung der Mikroorganismen

1 ml Cryo-Stock (-80 °C) wurde bei Raumtemperatur aufgetaut und in einen 100 ml Kolben mit 19 ml|
Medium und mit Glukosel6sung Uberfiihrt. Die Kultur wurde 15h bei 30°C und 170 rpm im
Schiittelinkubator inkubiert. Zur Erhaltung vitaler Zellen wurde 1 ml Kultur noch einmal in 19 ml
Medium mit Glukose Uberimpft und fir 10 h inkubiert. Diese Zellen wurden dann fir
Inhibitorversuche verwendet.

3.4.3. Inhibitorscreening

Fir die Inhibitorversuche wurde 1 ml Kultur in einen 250 ml Kolben mit 99 ml Medium, Glukose und
mit bzw. ohne inhibierenden Substanzen Uberimpft und 140h bei 30°C und 170 rpm im
Schiittelinkubator inkubiert. Die Sduren wurden vor der Zugabe ins Medium mit NaOH neutralisiert.
Zum Erstellen von Wachstumskurven wurden von jedem Kulturréhrchen 500 pl Probe im Abstand
von zwei Stunden entnommen (auRer Nachtzeit) und AOD der Lésungen in einer Mikrotiterplatte in
einem Multiskan Microplate Spectrophotometer bei 600 nm gemessen. Fir die OD Messungen
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wurden entsprechende Verdinnungen hergestellt, damit der Messwert im linearen Bereich des
Photometers lag (zwischen 0,1 und 1). Es wurden Zweifachbestimmungen durchgefihrt.

3.5. Inhibitorversuche mit Butanolproduzenten

3.5.1. Medium
Zur Kultivierung von Clostridium saccharoperbutylacetonicum (DSMZ 14923) wurde ein leicht
modifiziertes DSM Medium mit pH-Wert 7 und Glukose als Zuckerquelle verwendet.

Zum Herstellen dieses Mediums wurden folgende Substanzen in 1000 ml VE Wasser gelést: 0,3 g
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, 2g Hefeextrakt, 6g Trypton, 3g Ammoniumacetat, 1,5g
Kaliumdihydrogenphosphat, 1,2 g di-Kaliumhydrogenphosphat, 0,01 mg Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat,
0,5 g L-Cystein. Der pH-Wert wurde auf 7 eingestellt. Die L6sung wurde fiir 10 min bei 120 °C
autoklaviert. Als Zuckerquelle wurde sterile 20 g/I Glukoselésung verwendet, welche ins Medium vor
dem Animpfen mit einer Bakterienkultur zugegeben wurde.

3.5.2. Kultivierung der Mikroorganismen

Das Clostridium saccharoperbutylacetonicum ist ein anaerober Stamm. Um anaerobe Bedingungen zu
gewadhrleisten, wurden die Arbeiten mit der Kultur in einer Glovebox unter Formiergasatmosphare
durchgefihrt.

1 ml Cryo-Stock (-80 °C) wurde bei Raumtemperatur aufgetaut, in eine 100 ml Flasche mit 19 ml
komplexen Medium und mit Glukoselosung Uberfiihrt und mit einem Septum verschlossen. Die
Kultur wurde 24 h unter Schitteln bei 30 °C und 100 rpm inkubiert. Zur Erhaltung vitaler Zellen
wurde 1 ml Kultur noch einmal in 19 ml Medium mit Glukosel6sung tGberimpft und fur 18 h inkubiert.
Diese Zellen wurden dann fir Inhibitorversuche verwendet.

3.5.3. Inhibitorscreening

Die Inhibitorversuche wurden in einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt. In jedes Well wurden 50 pl
Medium und Glukose mit bzw. ohne Inhibitor unter Formiergasatmosphare pipettiert, wobei die
Sauren vor der Zugabe ins Medium mit NaOH neutralisiert wurden. Danach wurden der Losung 30 pl
Kultur zugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer durchsichtigen sauerstoffundurchldssigen
Klebefolie verschlossen und fiir 10 h in einen Schittelinkubator bei 30 °C und 100 rpm gestellt. Jede
Stunde wurde AOD der Losungen in einem Multiskan Microplate Spectrophotometer bei 600 nm
gemessen und die Wachstumskurven erstellt. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

3.6. Synergistische Effekte
Die Kultivierung von Clostridium saccharoperbutylacetonicum erfolgte wie im Kapitel 3.5.2
beschrieben ist.

Die Untersuchung von synergistischen Effekten wurde in einer Mikrotiterplatte durchgefihrt. In
jedes Well wurden 50 ul Medium und Glukose mit bzw. ohne potentiellen Inhibitoren unter
Formiergasatmosphédre pipettiert. Danach wurden der Losung 30 ul Kultur zugegeben. Die
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Mikrotiterplatte wurde mit einer durchsichtigen sauerstoffundurchldssigen Klebefolie verschlossen.
Das Wachstum von Mikroorganismen wurde durch OD Messung in einem Multiskan Microplate
Spectrophotometer bei 600 nm erfasst, wobei dieses so programmiert wurde, dass die Proben 24 h
lang bei 30 °C im Photometer inkubiert wurden. Jede Stunde wurde eine OD Messung gemacht,
zwischen den Messungen wurde die Probe jede Minute fir 5s geschittelt. Es wurden
Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

3.7. Fermentationsprozess von Thermoanaerobacter mathranii mittels in situ 'H NMR
Spektroskopie

Die Kultivierung von Thermoanaerobacter mathranii erfolgte wie im Kapitel 3.3.2. beschrieben ist.
Statt VE Wasser wurde D,0 verwendet. Als interner Standard wurde DSS eingesetzt.

Fur die in situ '"H NMR Versuche zur Bestimmung der Wirkung von potentiellen Inhibitoren auf die
Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii wurden 500 pl Kultur in ein NMR Réhrchen mit
500 pl Medium mit 5 g/I Glukose, DSS und mit bzw. ohne 2 g/l Inhibitor unter Formiergasatmosphére
Uberimpft, verschlossen, mit Teflonband abgedichtet und 26 h im Wasserbad bei 65 °C unter
Schitteln inkubiert. Zum Erstellen von Wachstumskurven wurden von jeder Probe alle 2 h (aulRer
Nachtzeit) OD Messungen in einem Multiskan Microplate Spectrophotometer bei 600 nm
durchgefihrt. Fur die Verfolgung der Konzentrationsanderung von Ethanol wurden in gleichen
Zeitabstanden "H NMR Messungen mit einem 44 MHz Magritek NMR Spektrometer durchgefhrt.

Zur Bestimmung der Anderung von Ferulasiure, Vanillin, Syringaldehyd, Gallussiaure, Phenol und
Pyrogallol wahrend der Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii wurden 2 g/l Lésungen
dieser Substanzen im Medium mit 5 g/| Glukose und DSS hergestellt. Diese Losungen wurden auf
zwei NMR Roéhrchen aufgeteilt. Alle diese Substanzen wurden mittels *H NMR Spektroskopie am
300 MHz Bruker NMR Spektrometer charakterisiert. Danach wurden 500 pl Kultur in ein NMR
Rohrchen mit 500 ul Medium, Glukose und phenolischer Verbindung unter Formiergasatmosphare
zugegeben und bei 65 °C inkubiert. Das zweite Rohrchen ohne Mikroorganismen wurde genauso
inkubiert. Nach 72 h wurden "H NMR Messungen von Proben mit und ohne Bakteriensuspension am
300 MHz Bruker NMR Spektrometer durchgefihrt.

Zur Bestimmung der Anderung von Coniferylaldehyd wihrend der Fermentation von
Thermoanaerobacter mathranii wurden in drei 15 ml Réhrchen jeweils 10 mg Coniferylaldehyd
eingewogen. Ein Réhrchen wurde mit 10 ml D,0O befllt, das andere Réhrchen mit 10 ml Medium
(enthalt 5 g/l Glukose), das letzte R6hrchen mit 9 ml Medium (enthéalt 5 g/l Glukose). In das letzte
Roéhrchen wurde 1 ml Bakteriensuspension zugegeben. Danach wurden alle drei Réhrchen fiir 72 h
bei 65 °C im vorgeheizten Wasserbad inkubiert, wobei in regelmaRBigen Zeitabstanden allen drei
Réhrchen mit Losungen 600 ul Probe entnommen wurden, welche mittels *H NMR Spektroskopie am
300 MHz Bruker NMR Spektrometer charakterisiert wurden.
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3.8. Entgiftung der Sulfitablauge durch verschiedene Vorbehandlungstechniken

3.8.1. In situ "H NMR Vorversuche mit Peroxidase
55,4 mg (0,33 mmol) Gallussdure wurden in 4,5 ml D,O gel6st. Der Losung wurden 0,5 ml einer
3,003 g/I DSS Lésung in D,0 zugegeben. Der pH-Wert wurde mit 40 wt. % NaOD auf 4,08 eingestellt.

3.8.1.1. Gallussdure-Versuch 1

1 ml Gallussdure-Losung (65,13 mmol/l) wurde in ein NMR Roéhrchen Gberfihrt. Der Lésung wurden
0,52 mg (120000 U/I) Peroxidase mit Act 230 U/mg zugegeben. Die Probe wurde mittels ‘H NMR
Spektroskopie charakterisiert.

Der Probe wurde eine H,0, Lésung portionsweise zugegeben. Daflir wurden 6,67 pul 30 % H,0,
(65,2 mmol) in 93,33 pl D,0O gel6st. 10 pl der H,0, Lésung wurden in kurzen Zeitintervallen der Probe
zupipettiert. Nach jeder Zugabe wurde die Probe geschiittelt und mittels '"H NMR Spektroskopie
charakterisiert.

3.8.1.2. Gallussdure-Versuch 2
Im Versuch 2 wurden 1,5 mg Peroxidase (345000 U/I) mit Act 230 U/mg verwendet. Ansonsten
wurde der Versuch 2 genauso wie Versuch 1 durchgefihrt.

3.8.1.3. Coniferylaldehyd-Versuch

1 ml Coniferylaldehyd Lésung (10,3 mmol/l) wurde in ein NMR Réhrchen Uberfiihrt. Der Losung
wurden 1,92 mg (344064 U/1) Peroxidase mit Act 179,2 U/mg zugegeben. Die Probe wurde mittels 'H
NMR Spektroskopie charakterisiert.

Der Probe wurde eine H,0, Lésung portionsweise zugegeben. Dafiir wurden 6,67 pul 30 % H,0,
(65,2 mmol) in 93,33 pl D,0O gel6st. 10 pl der H,0, Lésung wurden in kurzen Zeitintervallen der Probe
zupipettiert. Nach jeder Zugabe wurde die Probe geschiittelt und mittels '"H NMR Spektroskopie
charakterisiert.

3.8.2. Entgiftung mit Peroxidase

10 ml Sulfitablauge wurde 345000 U/l Peroxidase zugegeben. 8 mmol H,0, (1,3 pl) wurden mit
98,7 ul VE Wasser verdiinnt. Die Losung wurde portionsweise der Probe zugetropft. Die Losung
wurde 1 h bei 100 rpm bei Raumtemperatur geriihrt. Die Ablauge wurde steril filtriert.

3.8.3. Entgiftung mit Anionenaustauscher

2 g Anionenaustauscherharz (AG 1-X8, 20-50 mesh, Chlorid-Form, Bio Rad) wurden sorgfaltig mit VE
Wasser gewaschen und mit 10 M NaOH Losung aktiviert. 10 ml Sulfitablauge wurde aktivierter
Anionenaustauscher zugegeben. Die Losung wurde 1 h bei 100 rom geriihrt, danach wurde der
Anionenaustauscher abfiltriert. Die Ablauge wurde steril filtriert.
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3.8.4. Entgiftung mit Kationenaustauscher

2 g Kationenaustauscherharz (Lewatit, 1368 Ca/320, Lanxess) wurden sorgféltig mit VE Wasser
gewaschen. 10 ml Sulfitablauge wurde der Kationenaustauscher zugegeben. Die Lésung wurde 1 h
bei 100 rom gerlihrt, danach wurde der Kationenaustauscher abfiltriert. Die Ablauge wurde steril
filtriert.

3.8.5. Entgiftung mit Aktivkohle
10 ml Sulfitablauge wurden jeweils 2, 5 und 10 wt. % Aktivkohle zugegeben. Die Lésungen wurde 1 h
bei 100 rpm gerlihrt, danach wurde die Aktivkohle abfiltriert. Die Ablauge wurde steril filtriert.

3.8.6. Entgiftung mit Lignin

Lignin (Indulin AT) wurde mit VE Wasser so lange gewaschen bis die Waschflissigkeit farblos war und
einen neutralen pH-Wert hatte. 10 ml Sulfitablauge wurden jeweils 2, 5 und 10wt. % Lignin
zugegeben. Die Losung wurde 1 h bei 100 rpm geriihrt, danach wurde der Niederschlag abfiltriert.
Die Ablauge wurde steril filtriert.

3.8.7. Entgiftung mit Calciumhydroxid

10 ml Sulfitablauge wurde so lange Calciumhydroxidpulver zugegeben bis der pH-Wert auf 11 stieg.
Die Lésung wurde 3 h bei 60 °C bei 100 rpm geriihrt, danach wurde der Niederschlag abfiltriert. Die
Ablauge wurde steril filtriert.

3.8.8. Entgiftung mit Magnesiumhydroxid

10 ml Sulfitablauge wurde so lange Magnesiumhydroxidpulver zugegeben, bis der pH-Wert auf 8,5
stieg. Die Losung wurde 3 h bei 60 °C bei 100 rpm gerihrt, danach wurde der Niederschlag abfiltriert.
Die Ablauge wurde steril filtriert.

3.8.9. Entgiftung mit Ammoniumhydroxid

10 ml Sulfitablauge wurde so lange Ammoniumhydroxid zugetropft bis der pH-Wert auf 8,5 stieg. Die
Losung wurde 3 h bei 60 °C bei 100 rpm geriihrt, danach wurde der Niederschlag abfiltriert. Die
Ablauge wurde steril filtriert.

3.8.10. Priifung von verschiedenen Entgiftungstechniken auf das Wachstum von
Clostridium saccharoperbutylacetonicum

Die Kultivierung von Clostridium saccharoperbutylacetonicum erfolgte wie im Kapitel 3.5.2
beschrieben ist.

Die Effizienz von verschiedenen Entgiftungsmethoden fiir das Wachstum von Mikroorganismen
wurde in einer Mikrotiterplatte getestet. Als Positivkontrolle wurde ein Medium mit einem
Zuckergemisch verwendet, welches der Zusammensetzung der Sulfitablauge entspricht: 1,4 mg/I
Arabinose, 2,9 mg/| Galaktose, 6,8 mg/| Glukose, 20,09 mg/l Mannose, 8,0 mg/| Xylose. Der pH-Wert
der entgifteten und nichtentgifteten Ablauge wurde auf 7 gestellt. Es wurde auch eine Reihe von
Verdiinnungen der Ablauge hergestellt. Um die Verdiinnungsreihe herzustellen, wurde das Medium
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mit dem Zuckergehalt aus der Sulfitablauge verwendet. In jedes Well wurden 50 ul Positivkontrolle,
bzw. Ablauge unter Formiergasatmosphare pipettiert. Danach wurden der Losung 30 pl Kultur
zugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer durchsichtigen sauerstoffundurchlassigen Klebefolie
verschlossen und fir 10 h in einen Schittelinkubator bei 30 °C gestellt. Jede Stunde wurde OD der
Losungen in einem Multiskan Microplate Spectrophotometer bei 600 nm gemessen und die
Wachstumskurven erstellt. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefihrt.

3.9. Bestimmung von y-Wert und Xanthogenatgruppenverteilung in der Viskose mittels
NMR Spektroskopie

3.9.1. Synthesen

3.9.1.1. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Allylbromid
J
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Abbildung 90: Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Allyloromid (Substituierung an C-6 ist dargestelit).

1 g Viskose wurde in 10 ml eisgekihltem VE-Wasser geldst. 40 ml vorgekiihlter Amberlite IRA 402
lonenaustauscher wurden der Losung zugegeben und fur 10 min unter Eiskiihlung geriihrt. Der
lonenaustauscher wurde abfiltriert und mit 100 ml eisgekihltem VE-Wasser nachgewaschen. Der pH-
Wert der Lésung wurde mit 20 % Essigsaure auf pH 7 eingestellt. 216 ul (2,5 mmol) Allylbromid
wurden in 5 ml DMSO geldst und unter starkem Riihren der Zellulosexanthogenatldsung zugegeben,
wobei ein weiRes Polymer ausfiel. Die Reaktionsmischung wurde noch fiir zwei weitere Stunden
geklhlt gertihrt. Das abgesetzte Polymer wurde abfiltriert und zunachst mit 100 ml VE-Wasser, dann
mit 40 ml 1:1 Aceton:H,0, darauffolgend mit 20 ml Aceton und schliefSlich mit 10 ml Diethylether
gewaschen. Das stabilisierte Zellulosexanthogenat wurde 20 h am Hochvakuum getrocknet (Abb. 90).
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3.9.1.2. Acetylierung von allylstabilisiertem Zellulosexanthogenat mit Acetylchlorid
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Abbildung 91: Substituierung von allylstabilisiertem Zellulosexanthogenat mit Acetylchlorid (Substituierung
an C-2,3 ist dargestellit).

100 mg allylstabilisiertes Zellulosexanthogenat wurden in 8 ml Pyridin gel6st. Der Loésung wurde eine
Spatel 4-N,N-Dimethylaminopyridin zugegeben. Der eisgekiihlten Reaktionsmischung wurden 178 ul
(2,5 mmol) Acetylchlorid unter Stickstoffatmosphare zugetropft. Die Losung wurde 24 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Polymer wurde in einer Wasser/Ethanol 1:1 Mischung unter Rithren
ausgefallt, abfiltriert und 20 h am Hochvakuum getrocknet. Es bildete sich ein schwerlosliches
Produkt, welches fiir die Charakterisierung mittels ‘H NMR Spektroskopie ungeeignet war (Abb. 91).

3.9.1.3. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid
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Abbildung 92: Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit Benzylbromid (Substituierung an C-6 ist
dargestelit).

1 g Viskose wurde in 10 ml eisgekiihltem VE Wasser gelost. 40 ml vorgekiihlter Amberlite IRA 402
lonenaustauscher wurde zur Losung gegeben und fir 10 min unter Eisklhlung gerihrt. Der
lonenaustauscher wurde abfiltriert und mit 100 ml eisgekiihltem VE Wasser nachgewaschen. Der pH-
Wert der Lésung wurde mit 20 % Essigsdure auf pH 7 eingestellt. 300 ul (2,5 mol) Benzylbromid
wurden in 5 ml DMSO gelost und unter starkem Riihren der Zellulosexanthogenatlsung zugegeben,
wobei ein weilles Polymer ausfiel. Die Reaktionsmischung wurde noch fiir zwei weitere Stunden
gekiihlt gertihrt. Das abgesetzte Polymer wurde abfiltriert und zundchst mit 100 ml VE-Wasser, dann
mit 40 ml 1:1 Aceton:H,0, darauffolgend mit 20 ml Aceton und schlielSlich mit 10 ml Diethylether
gewaschen. Das stabilisierte Zellulosexanthogenat wurde 20 h am Hochvakuum getrocknet. Danach
wurde die Probe bei 80°C in DMSO-dg gelost und mittels 'H, B¢ und *H/®C ge-HSQC NMR
Spektroskopie charakterisiert. Fiir *H NMR Spektroskopie wurde Konzentration von 10 g/I verwendet
und fir *C und *H/"C HSQC von 60 g/I (Abb. 92).
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3.9.1.4. Phosphorylierung von benzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat mit 2-Chlor-
4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholan (2-CI-TMDP)
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Abbildung 93: Substituierung von benzylstabilisiertem Zellulosexanthogenat mit 2-CI-TMDP (Substituierung
an C-2,3 ist dargestellt).

Das fiir die Reaktion notige Equipment wurde vor dem Versuch im Trockenschrank getrocknet.

20 mg benzylstabilisiertes Zellulosexanthogenat wurden in ein Schraubglas eingewogen und in 600 pl
DMSO-d6 gelost. Der Losung wurden 600 pl Pyridin und 30 ul 2-Chloro-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaphospholan (2-CI-TMDP) zugegeben. Es bildete sich ein schwerldsliches Produkt, welches fiir die
Charakterisierung mittels **P NMR Spektroskopie ungeeignet war (Abb. 93).

3.9.1.5. Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid
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Abbildung 94: Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-Methylbenzylbromid (Substituierung an C-6 ist
dargestellt).

1 g Viskose wurde in 10 ml eisgekihltem VE-Wasser geldst. 40 ml vorgekiihlter Amberlite IRA 402
lonenaustauscher wurden der Losung zugegeben und fiir 10 min unter Eiskiihlung gerlhrt. Der
lonenaustauscher wurde abfiltriert und mit 100 ml eisgekihltem VE-Wasser nachgewaschen. 463 mg
(2,5 mol) 4-Methylbenzylbromid wurden in 5 ml DMSO gelost und unter starkem Rihren der
Zellulosexanthogenatlésung zugegeben, wobei ein weiles Polymer ausfiel. Die Reaktionsmischung
wurde noch fur zwei weitere Stunden gekihlt geriihrt. Das abgesetzte Polymer wurde abfiltriert und
zunachst mit 100 ml VE-Wasser, dann mit 40 ml 1:1 Aceton:H,0, darauffolgend mit 20 ml Aceton und
schlieBlich mit 10 ml Diethylether gewaschen. Das stabilisierte Zellulosexanthogenat wurde 20 h am
Hochvakuum getrocknet. Danach wurde die Probe bei 80 °C in DMSO-ds gel6st und mittels NMR
Spektroskopie charakterisiert. Fir 'H NMR Spektroskopie wurde eine Konzentration von 10 g/!
verwendet und fiir **C und *H/™C ge-HSQC eine Konzentration von 60 g/| (Abb. 94).
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3.9.2. pH-Wert-Optimierung der Stabilisierungsreaktion von Zellulosexanthogenat mit 4-
Methylbenzylbromid

3.9.2.1. Vorversuche zur Stabilisierung von Zellulosexanthogenat mit 4-
Methylbenzylbromid

Die Vorversuche wurden wie im Kapitel 3.9.1.5. durchgefiihrt, wobei der pH-Wert vom geldsten
Zellulosexanthogenat nicht auf 8-8,5, sondern auf 7 eingestellt wurde, bzw. dieser Schritt
ausgelassen wurde (der pH-Wert der Zellulosexanthogenat Losung blieb 13).

3.9.2.2. Derivatisierung von Cellobiose mit 4-Methylbenzylbromid bei unterschiedlichen
pH-Werten

OH Br o
HO 0 OH . HO 0 OH
% ho % Ho
OH OH
OH OH

Abbildung 95: Substituierung von Cellobiose mit 4-Methylbenzylbromid (Substituierung an C-6 ist
dargestelit).

5mg Cellobiose (0,015 mmol) wurden in 700ul D,O gelést. 30mg (0,162 mmol) 4-
Methylbenzylbromid wurden separat in 300 ul DMSO-ds gelst. Beide Losungen wurden gemischt.
Der pH-Wert der Mischung betrug 6. Die Proben wurden mittels *H NMR Spektroskopie
charakterisiert. Diese Reaktion wurde bei pH 6, 7, 8, 9 und 10 wiederholt. Die pH-Werte wurden mit
NaOD eingestellt (Abb. 95).

3.9.2.3. Regenerierung von Zellulose in saurem Milieu

Das Ausfallen der Zellulose in Zellulosexanthogenatlésung bei verschiedenen pH-Werten wurde
durch Messung von Partikelanzahl mit einem PAMAS SBSS Partikelmess-System untersucht. Die
Partikelanzahl von 50 ml Viskoselosung mit dem Anfangs-pH-Wert 13 wurde mit volumetrischen
Sensorzellen bestimmt. Die Kalibrierung des Partikelzédhlers erfolgte gemal Kalibriernormen des NIST
(National Institute of Standards and Technology). Die Daten wurden in ASCIl Code gespeichert.
Zusatzlich wurde die Partikelanzahl von Viskosel6sungen mit pH 12, 11, 10, 9, 8 und 7 bestimmt,
wobei der pH-Wert mit 20 % Essigsdure eingestellt wurde.

3.9.3. Dekonvolution

Die Daten der Spektren des methylbenzylstabilisierten Zellulosexanthogenates wurden einer
Dekonvolution unterzogen. Die Dekonvolution wurde mit Microsoft Excel 2010 Software mit Hilfe
von Lorenzkurven durchgefiihrt. Die Lorenzkurven wurden im Spektrum so positioniert, dass deren
Summe den experimentellen Werten des Spektrums entsprach. Die Peakbreiten wurden durch die
Parameterfitting Routine angepasst.
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4. Schlussfolgerungen

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Wirkung von verschiedenen Substanzen aus der Sulfitablauge auf
das Wachstum von Thermoanaerobacter mathranii, Clostridium saccharoperbutylacetonicum und
Halomonas halophila untersucht. Daflir wurde das Wachstum von Mikroorganismen mit und ohne
Zugabe von potenziellen Inhibitoren verglichen. Die Wachstumskurven wurden durch AOD
Bestimmung erstellt. Viele Phenolderivate (besonders mit Aldehyd-Funktionalitdt) inhibieren die
Fermentation dieser drei Kulturen, wobei Halomonas halophila der robusteste Stamm ist.
Coniferylaldehyd zeigt die starkste inhibierende Wirkung auf alle drei Kulturen. Alle anderen
Substanzen sind in den eingesetzten Konzentrationen harmlos, bzw. haben einen positiven Effekt auf
das Wachstum der getesteten Bakterienstamme. Auch wurde die Kombination aus mehreren
phenolischen Verbindungen auf das Wachstum von Clostridium saccharoperbutylacetonicum
untersucht. Es wurden aber keine synergistischen Effekte beobachtet.

In dieser Arbeit wurden Informationen lber den Zusammenhang zwischen dem Zellwachstum und
der Ethanolproduktion bei Thermoanaerobacter mathranii gewonnen. Mittels in Situ "H NMR Technik
wurde die Anderung der Ethanolkonzentration wahrend der Fermentation bestimmt. Gleichzeitig
wurde AOD der Bakteriensuspension ermittelt. Die Ethanolproduktion hdngt direkt mit der
Wachstumsrate der Mikroorganismen zusammen. Es wurden auch Anderungen von sieben
phenolischen Substanzen wihrend der Fermentation von Thermoanaerobacter mathranii mittels *H
NMR Spektroskopie verfolgt. Dabei stellte sich heraus, dass Coniferylaldehyd zu Coniferylalkohol
reduziert wurde. Es wurden auch die strukturellen Anderungen von anderen Phenolen beobachtet,
welche eine hemmende Wirkung auf das Zellwachstum aufweisen. Die phenolischen Verbindungen,
die fur die der getesteten Bakterienstimme nicht wachstumshemmend sind, verdndern sich wahrend
der Fermentation nicht.

Es wurde nach Methoden zur effektiveren Nutzung von Ablaugen aus der Zellstoffindustrie gesucht.
Daflir wurde die Sulfitablauge nach verschiedenen Techniken entgiftet und als Substrat fir die
Fermentation von Clostridium saccharoperbutylacetonicum verwendet. Die Entgiftung durch
Vorbehandlung mit Peroxidase war die effektivste Methode, was mit einer sehr selektiven
enzymatischen Entfernung von Aromaten erkldrbar ist. Bei diesem Vorgang werden die Zucker aus
der Ablauge nicht abgebaut.

Im zweiten Teil wurde erfolgreich eine Methode entwickelt, welche die Bestimmung der Anzahl von
Xanthogenatgruppen und ihre Verteilung in der Viskose mittels '"H NMR Spektroskopie erméglicht.
Das Zellulosexanthogenat wurde mit 4-Methylbenzylbromid stabilisiert, um alle Xanthogenatgruppen
zu fixieren. Die stabilisierte Verbindung wurde mittels *H NMR Spektroskopie untersucht.

Die wichtigsten Vorteile dieser Methode gegeniiber schon vorhandenen NMR Methoden sind:

1. Der Bedarf von nur einem Syntheseschritt, was Fehler durch eine moglicherweise unvollstandige
Derivatisierung minimiert.

2. Kurze Messzeiten zur Ermittlung von Spektren mit einer guten Auflésung.

3. Die Moglichkeit, zwischen der Xanthogenierung an der zweiten und der dritten Stelle zu
unterscheiden.
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Die entwickelte Methode funktioniert mit realen Proben, was die Bestimmung von y-Wert und
Substituentenverteilung in unterschiedlichen Zeitintervallen wahrend des Reifevorgangs ermdglicht,
daher kann diese neue Methode fiir prozessanalytische Messungen in Viskose-Betrieben eingesetzt

werden.
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Abkiirzungen
2-CI-TMDP 2-Chlor-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaphospholan

ABE-Produktion Aceton-Butanol-Ethanol-Produktion

ASCII

American Standard Code for Information Interchange

ATR  Attenuated Total Reflection

DP Degree of Polymerization

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DSS Natrium-2,2-dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat
HMF  Hydroxymethylfurfural

HPIC  High-Pressure lon Chromatography

IR Infrarot

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
NIST  National Institute of Standards and Technology
NMR  Nuclear Magnetic Resonance

oD Optische Dichte

PAD  Pulsed Amperometric Detection

PHA  Polyhydroxyalkanoate

PHB  Polyhydroxybutyrate

PVDF Polyvinylidendifluorid

PS Polystyrol

RT Raumtemperatur

S/N Signal-to-Noise Ratio

SSL Spent Sulfite Liquor

TCS Tetrachlorsalicylanilid

TEM  Transmissionselektronenmikroskopie

TG Trockengehalt

VE Wasser Vollentsalztes Wasser
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