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Abstract

In diesem Artikel handelt es sich um die Entwicklung analytischer Methoden zur Charakterisierung der
Rohstoffe fiir eine Bioraffinerie. Die Kalorimetrie und die Spektrometrie in Kombination mit der
multivariaten Analytik wurden angewendet, um den Cellulosegehalt in den gemischten Modellproben
aus Cellulose und Lignin sowie im Faserstoff nach der hydrothermalen Vorbehandlung zu
analysieren. Sowohl die kalorimetrische als auch die spektrometrische Messung erlaubten den
Celluloseanteil in den Modellproben zu erfassen. Die Bestimmung des Cellulosegehalts im Faserstoff
war dagegen nur durch die kalorimetrische Messung mdéglich. Hierzu wurde eine neue Methode
etabliert, die auf der Differentiellen Kalorimetrie basiert und eine schnelle Bestimmung des
Cellulosegehaltes im Faserstoff ohne jegliche Probenvorbehandlung ermdéglicht.
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Einleitung

Holz ist ein vielversprechender
nachwachsender Rohstoff fir die Herstellung
von Biokraftstoffen und Chemikalien. Aufgrund
seiner komplexen Struktur ist jedoch eine
effiziente Vorbehandlung erforderlich, um seine
Hauptkomponenten in das gewlnschte
Endprodukt umzuwandeln. Die Erschlielung
von Holz ist auf unterschiedlichen Wegen
moglich: Der Aufschluss kann mechanisch,
thermomechanisch, chemisch oder chemisch-
thermomechanisch erfolgen. Die mechanische
Vorbehandlung wird in erster Linie
durchgefiihrt, um das Holz zu zerkleinern. Eine
Kombination der mechanischen Verfahren mit
den weiteren physikalischen Methoden wie
Dampfexpansion [1] und Liquid Hot Water
Verfahren (LHW) ermdglicht neben der
Reduktion der PartikelgréRe, die Holzfaser
nahezu vollstandig zu desintegrieren [2].

Wéhrend der hydrothermalen Behandlung
werden die Pflanzenmaterialien in einem
Lésungsmittel suspendiert und bei hohen
Temperaturen unter Druck erhitzt. Das LHW-
Verfahren verwendet dabei Wasser als
Lésungsmittel. Als  weitere hydrothermale
Methode zum Aufschluss von Lignocellulose
wird beim Organosolv-Prozess [3,4] ein
organisches oder wassrig/organisches
Loésungsmittelgemisch  mit einem  Saure-
katalysator (HCI oder H,SO,) kombiniert. Als
Lésungsmittel kdénnen Aceton, Ethylenglycol
oder  Tetrahydrofurfurylalkohol eingesetzt
werden. Eine Weiterentwicklung des
Organosolv-Verfahrens ist der Organosolv-
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Ethanol-Prozess. Mit diesem Prozess, von der
kanadischen Zellstoff- und Papierindustrie als
Alcell®-Aufschlussverfahren bezeichnet, wird
industriell Hartholz fraktioniert. Die
Weiterentwicklung verbessert die enzymatische
Abbauarbeit der Kohlenhydrate und fihrt zu
einer erheblich héheren Ausbeute an hoch
qualitativem Lignin [5, 6, 7].

Die Zusammensetzung der Faserstoffe nach
hydrothermaler Vorbehandlung variiert
erheblich, je nach Ausgangsmaterial und
Vorbehandlungsbedingungen und beeinflusst
die nachfolgenden Prozessschritte. Aus diesem
Grund sind geeignete analytische Methoden
erforderlich, um die Zusammensetzung
verschiedener Rohstoffe fir die optimale
Prozessentwicklung schnell zu charakterisieren.
Die herkdmmlichen Methoden sind jedoch
ausgesprochen zeit- und arbeitsintensiv, so
dass ein hoher Bedarf an neuen Methoden
besteht, die eine unkomplizierte und schnelle
Rohstoffe-Charakterisierung erlauben.

So wurden in diesem Beitrag die Spektrometrie
und die Kalorimetrie in Kombination mit der
multivariaten Analytik zur Bestimmung des
Cellulosegehalts in den Modellproben und dem
Buchenholz nach hydrothermaler
Vorbehandlung etabliert.

Experimenteller Teil

Die Modellproben wurden durch Mischen der
definierten Mengen an reiner Cellulose
(Cellulose fibrous, long, Batch#047K0142,
Sigma-Aldrich, MO, USA) und Lignin
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(Organosolv lignin, Batch#08603PE, Sigma-
Aldrich, MO, USA) hergestellt. Die nativen
Proben bzw. die Faserstoffe wurden aus
Buchenholz durch die hydrothermale
Vorbehandlung nach LHW- oder Organosolv-
Ethanol-Verfahren sowie durch die sogenannte
sequentielle Methode, welche diese beiden
Verfahren kombiniert hergestellt. Zuséatzlich
wurden Prozessbedingungen wie die
Temperatur und die Prozessdauer, sowie die
Konzentration des Katalysators variiert. Die
hydrothermale Vorbehandlung erfolgte in einem
Hochdruckreaktor (Parr Instrument GmbH,
Germany). Bei der Vorbehandlung nach LHW
Verfahren wurden 1:4 (w/w) Buchenholzpartikel
in  Wasser suspendiert, wé&hrend die
Vorbehandlung nach  Organosolv-Ethanol-
Verfahren in einer wassrigen Ethanollésung
(50 %/50 %) erfolgte. Die Vorbehandlungs-
temperatur wurde zwischen 160°C - 180°C und
die -dauer zwischen 15 min — 90 min variiert.
Zusétzlich wurden 2,5% Hs;PO,4 bei einem der
Aufschluss-Versuche nach LHW-Verfahren und
0,5% H3PO, bei einem der Aufschluss-
Versuche nach Organosolv- Ethanol Verfahren
hinzugegeben.

Die Zusammensetzung der resultierenden
Faserstoffe wurde durch eine Referenzmethode
nach einem Standardprotokoll [8] analysiert.
Bei dieser Methode, wurde die Biomasse durch
die S&dure hydrolysiert und anschliefend die
Hydrolyseprodukte = darunter  hauptsachlich
Glucose und Xylose mittels der HPLC-Technik
detektiert. Dabei wurde das Polymer Cellulose
in ihre monomeren Einheiten namlich Glucose
gespalten. Folglich reprasentierte der
gemessene Glucosegehalt der Proben ihren
Celluloseanteil.

Die MIR-Spektren der gemischten Modell-
proben und der Faserstoffe wurden unter
Verwendung eines FT-ATR-MIR-Spektrometers
~Spektrum 100“ (Perkin Elmer) Uber einen
Wellenlédngenbereich von 4000 cm " bis 650
cm’” gemessen. Vor jeder Messung wurde das
Spektrum von Luft als Referenz erfasst und die
Untergrundabsorption von den Spektren der
Proben subtrahiert. Jede Probe wurde in
Dreifachbestimmung gemessen.

Fir die DSC-Analyse wurde das Messgerat
DSC 1 (Mettler Toledo, GieRen, Deutschland)
verwendet. Dieses Gerat verfligt Uber einen
homogen aufheizbaren bzw. abkihlbaren
Ofenraum, in dem sich zwei Probenhalter
befinden, die mit hochempfindlichen Tempera-
tursensoren  ausgestattet sind. Auf die
Probenhalter wird jeweils ein Tiegel mit einem
Durchmesser von 5 mm gelegt. Der erste
Tiegel enthalt eine Probe, der zweite Tiegel
bleibt leer und dient als Referenz. Der Ofen
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wird permanent mit Schutzgas Stickstoff
gespllt. Der erzeugte Wa&rmestrom im
Referenztiegel wird von den Tempera-
tursensoren innerhalb der DSC erfasst. Die
leere Referenzmessung dient zur Detektion des
Tiegeleinflusses auf den Warmestrom. Das
Probenmaterial nimmt die Warme auf oder ab.
Dadurch ergibt sich eine Differenz zwischen der
in der DSC erzeugten und der vom Sensor
erfassten Temperatur. Diese Differenz wird
gemessen.

Vor jeder DSC-Messung wurden die Proben
eingewogen und in einem  Standard-
Aluminiumtiegel verschlossen. Anschliel3end
wurde der Tiegel versiegelt und eine Offnung in
der Mitte des Deckels durchstochen. Das
Trockengewicht der Probe betrdgt ca. 5 mg.
AnschlieBend wurden die Tiegel bei einer
definierten  Heizrate  entsprechend dem
Temperaturprofil aus Tabelle 1 erhitzt. Die
chemometrische Analyse wurde mit der
Software Unscrambler ® (10.2, CAMO -
Software AS, Trondheim, Norwegen)
durchgefiihrt.

Analyse der Modellproben

Um eine geeignete Methode zur
Rohstoffanalyse  zu  entwickeln,  wurden
zundchst die Modellsubstrate mit variablen
Anteilen an Cellulose und Lignin mit Hilfe der
Infrarot - Spektrometrie und der dynamischen
Differenzkalorimetrie (DSC) untersucht.

Die DSC mal} die Warmestromdifferenzen und
zeichnete diese Uber der Zeit auf. Die Differenz
der Warmeaufnahme bzw. -abgabe des
Probenmaterials wurde Uber die Tempera-
tursensoren im Innern des Gerétes erfasst. Die
zeitabhangigen Temperaturgradienten wurden
als exotherme oder endotherme Kurven, Peaks
oder Stufen in Form von Warmestrom-
Differenz-Kurven dargestellt. Der exotherme
Effekt beschrieb die Reaktion des Materials auf
die zugefiihrte Warme als eine Energieabgabe.
Der endotherme Effekt beschrieb den Vorgang
der Warmeaufnahme.

Alle DSC-Kurven der Modellsubstrate zeigten
einen typischen Verlauf (s. Abbildung 1 links).
Der erste endotherme Peak bei einer niedrigen
Temperatur von = 100 °C entsprach dem
Verdampfen des Restwassers. Der nachste
endotherme Peak war aufgrund von Schmelzen
und Depolymerisation von Cellulose bei etwa
352 °C sichtbar. Der exotherme Effekt bei
héheren Temperaturen ab ca. 400 °C wurde auf
den Lignin-Anteil im Faserstoff zuriickgefuhrt,
denn er kam nur vor, wenn die Proben das
Lignin enthielten, und er anstieg mit dem
zunehmenden Ligningehalt.
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Tab. 1: Temperaturprofil der DSC-Analyse

Segment Tstart-Tend | Heizrate Dauer
°C K/min isotherm
min
dynamisch | 25-40 10 -
isotherm 40 - 60
dynamisch | 40 - 25 10 -
dynamisch | 25 - 600 5 -

Um die Enthalpie der spezifischen endo- oder
exothermen Effekte zu bestimmen, wurde die
Peakflache integriert. Die  Tabelle in
Abbildung 1 zeigt, dass die Ligninzugabe und
die entsprechende Verringerung des
Cellulosegehalts pro Gramm Probe zu einer
niedrigeren Enthalpie im Temperaturbereich
zwischen 300 °C und 400 °C im Vergleich zur
reinen Cellulose flhrte. Zusatzlich verschob
sich das Peakmaximum hin zu den hdheren
Werten. Allerdings korrelierte die Enthalpie des
endothermen Peaks zwischen 300 °C und
400 °C mit dem Cellulosegehalt der gemischten
Proben. Dariiber hinaus reprasentierten die
niedrigen Standardabweichungen im Bereich
von 0,16 -1J/g eine hohe Genauigkeit der
DSC-Messung. Schlussfolgernd, die Korrelation
der DSC-Messergebnisse mit dem
Cellulosegehalt der Modellproben kann durch
die konventionelle Auswertung basierend auf
der Integration der entsprechenden Peakfldche
und der einfachen univariaten Korrelation
erfolgen.  Allerdings werden dabei die
Temperaturverschiebung des Cellulosepeaks
und die  mdgliche Uberlappung  der
Warmestrome von Cellulose und Lignin in den

Cellulosegehalt | Enthalpie |Peakmaximum
0,24 %] /el [
100 -181,6 343
87,5 -215,2 363,6
0,04 75 -189,4 354,5
50 -145,8 348,3

Warmestrom [W/g]

Temperatur [°C]

0 100 200 300 400 500 600
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gemischten Proben mdglicherweise nicht

optimal erfasst.

In Abbildung 1 rechts sind die Ergebnisse der
MIR-Analyse dieser Modellproben dargestellt.
Um die Verschiebung der Basislinie, welche
durch  die  Streueffekte  aufgrund  der
unterschiedlichen Beschaffenheit der Proben
zustande kommt, zu korrigieren, wurde eine
SNV-Transformation der Spektren
durchgefiihrt. Da die SNV-Vorbehandlung nur
bei einer linearen  Abhé&ngigkeit  der
Konzentrationen angewendet werden kann,
wurden die gemessenen Transmissionen im
MIR-Bereich erst in die Absorption
umgerechnet. Bei diesem Verfahren blieb die
Form der Spektren jedoch unveréndert.

Die unterschiedliche Zusammensetzung der
Modellproben spiegelte sich in ihren Spektren
wider. Vor allem unterschieden sich die
spektralen Verlaufe von Cellulose und Lignin
deutlich. Man konnte die
Absorptionsunterschiede besonders bei der
1210 nm Bande oder im Bereich zwischen
1000-1054 nm und 1400 — 1800 nm aber auch
an einigen anderen Stellen im Spektrum
(Abb.1B) erkennen. Bei den gemischten Proben
Uberlappten sich jedoch die Spektren dieser
Komponenten, so dass eine univariate
Korrelation der  Absorption mit  dem
Cellulosegehalt nicht mdglich war. Eine
multivariate Auswertung war daher nétig, um
die Vorhersage der Celluloseanteile aus den
Spektren der gemischten Modellproben zu
ermdoglichen.

——100% Cellulose

--=- 87,5% Cellulose / 12,5% Lignin
- 75% Cellulose / 25 % Lignin

- - - 50% Cellulose / 50% Lignin

Absorption SNV  [-]

1000 2000 3000 49'00
Wellenzahl [cm ]

Fig. 2. Analyse der Modellsubstrate aus Cellulose und Organosolv-Lignin. Links: Wéarmestromkurven,
Temperaturprofil s. Tabelle 1, unter Stickstoff. Rechts: Spektren der Modellsubstrate 650 cm™ - 4000 cm™.
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Aus diesem Grund wurden die Absorptionen mit
den Referenzwerten bzw. dem Cellulosegehalt
der jeweiligen Proben durch die PLS-
Regression (Partial Least Square Regression)
korreliert.

Abbildung 2 zeigt das Ergebnis der PLS
Regression.  Zuséatzlich sind darin  die
berechneten Regressionskoeffizienten (b;) fir
jede Wellenldange des Spektrums als Linie
dargestellt. Sie beschreiben den funktionellen
Zusammenhang zwischen den X- und Y-
Werten. Deutlich ist zu erkennen, dass die
positiven Regressionskoeffizienten dem
Cellulose-Spektrum zugeordnet werden
kénnen. Diese Werte k&énnen damit den
wesentlichen Beitrag zur Cellulosebestimmung
liefern. Die negativen Werte entsprechen
dagegen weitgehend dem Spektrum von
Organosolv - Lignin. Die Absorption bei diesen
Wellenlédngen vermindert daher den
Cellulosegehalt. Zur Vorhersage des
Cellulosegehalts in den unbekannten Proben
kénnen diese Regressionskoeffizienten mit den
zugehdrigen  Absorptionen bei jeweiligen
Wellenlangen multipliziert werden.
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X-Variablen . 7
A

o
©
1
Regressionkoeffizienten b,

Cellulosegehalt Vorhersage [g/g]
(PLS)
o
2

0,4
Kalibration Validierung
0.2+ RMSE 0,03 0,05
. 2 98
0.0 s R 0,99 0,9
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Cellulosegehalt Referenz [g/g]

Fig. 2. Ergebnis der PLS - Regression mit den
MIR-Absorptionen als EingangsgréfBen und den
Messwerten der Referenzanalyse als Y-Werte.

Alle berechneten Produkte werden
anschlieBend addiert. Die Gesamtsumme aller
Regressionskoeffizienten und dem bg-Wert
ergibt dann den Vorhersagewert. Deutlich zu
erkennen ist, dass die Hauptinformation fiir den
Cellulosegehalt im Wellenldngenbereich um
900 nm bis 1800 nm liegt. Der Bereich von
1800 nm bis 2800 nm kann dagegen bei der
Kalibration vernachldssigt werden. Niedrige
Root-Mean-Square-Error-Werte wurden sowohl
fur die Kalibrierung (RMSE) als auch fir die
Validierung berechnet. Zusammen mit den
hohen R’- Werten verdeutlichen sie, dass auch
die MIR - Spektrometrie dazu geeignet ist, die

Unterschiede im Cellulosegehalt der
Modellproben zu erfassen und zu
quantifizieren.
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Analyse der Faserstoffe

Um diese Ergebnisse auf das native Substrat
zu Ubertragen, wurde im nachsten Schritt der
native Rohstoff, Buche, sequentiell durch die
Kombination des LHW- und Organosolv-
Ethanol-Verfahren bei variablen Einstellungen
vorbehandelt und mit Hilfe der DSC- und der
MIR-Technik analog zu Modellsubstraten
untersucht. Die Ergebnisse der konventionellen
Analyse durch das herkédmmliche Verfahren
nach einem Standardprotokoll von Sluiter und
Sluiter [8] zeigten, dass die Faserstoffe sich in
ihrem Glucosegehalt deutlich unterschieden.
Die Ergebnisse der kalorimetrischen und der
spektrometrischen Analyse sind in Abb. 3
zusammengefasst. Die Spektren der nativen
Proben waren sehr verrauscht. Daher wurde
eine Datenvorverarbeitung durch die SNV -
Transformation und die Savitzky — Golay -
Glattung durchgefuhrt. Die so vorbehandelten
Spektren wurden anschlieRend analog zu
Modellproben durch den PLS - Algorithmus mit
den Referenzwerten korreliert. Die Auswertung
der Spektren mit Hilfe des PLS - Algorithmus
ergab jedoch keine  zufriedenstellenden
Ergebnisse. Offensichtlich war die Varianz im
Glucosegehalt der nativen Proben fir die
spektrometrische Bestimmung nicht
ausreichend.

Im Waérmestromverlauf dieser Proben waren
dagegen deutliche Unterschiede zu sehen. Die
linke Abbildung 3 zeigt die Thermogramme des
vorbehandelten Holzes zwischen 40 °C und
600 °C. Die Wéarmestréme wurden durch das
sogenannte “detrending” Verfahren
vorbehandelt, um die temperaturabhdngige
Streuung bzw. Verschiebung zu korrigieren. Bei
diesem Verfahren wurde ein quadratisches
Polynom in jede Kurve gefittet, dass dann
diesem Warmestrom abgezogen wurde [9]. Alle
Proben zeigten einen typischen Verlauf mit
endo- und exothermen Effekten (s. Abb. 3),
welche  durch das  Verdampfen des
Restwassers aus den Poren sowie aufgrund
der  Degradation der  Cellulose- (1),
Hemicellulose- (2) und Lignin- (3) Anteile im
Faserstoff vorkamen. Aufgrund der sehr
heterogenen Faserstruktur und Morphologie
war es jedoch schwierig die Vorgédnge beim
Erhitzen dieser komplexen Proben exakt
zuzuordnen und zZu verstehen. Die
Warmeprofile unterschiedlicher Komponenten
kénnten sich Uberlappen. Eine univariate
Auswertung der DSC-Kurven wiirde in diesem
Fall zur Fehlinterpretation der Ergebnisse
fuhren. Aus diesem Grund wurden die
Warmeprofile multivariat mit Hilfe des PLS-
Algorithmus  ausgewertet und mit den
Referenzwerten korreliert. Mit Hilfe der PLS
wurde ein Regressionsmodell erstellt, das aus
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Fig. 2. Analyse von 13 verschiedenen Faserstoff - Proben. Links: Wérmestromkurven im Temperaturbereich
39 °C - 593 °C, unter Stickstoff. Rechts: Spektren gemessen im MIR-Bereich 650 cm’’- 1000 cm™.

den DSC Messungen der Faserstoffe ihren
Glucosegehalt bestimmt. Dieses Kalibrations-
modell ist in Abb. 4 dargestellt. Um das
Kalibrationsmodell aufzustellen, wurden 13
Warmestromkurven verwendet. Zwei davon
wurden  jedoch aufgrund ihrer  sehr
unterschiedlichen Profile und der hohen
Restvarianz als Ausreil3er identifiziert und aus
der Kalibration ausgeschlossen. Diesmal waren
drei Hauptkomponenten nétig, um 98,4% der
Gesamtvarianz der DSC-Daten zu erklaren. Die
gewichteten Regressionskoeffizienten in Abb. 4
zeigen, dass neben dem Bereich um den
Schmelzpeak der Cellulose bei ca. 352 °C
weitere Bereiche fir die Vorhersage des
Cellulosegehalts im Faserstoff wichtig sind. Der
Regressionskoeffizient by wurde zu 0,305 g/

berechnet. Das Modell zeigte einen hohen R*-
Wert von 0,98 und die niedrige RSME - Fehler

gewichtet

bbo666000

Regressionkoeffizienten b,

,"‘/

. Kalibration Validierung
0,35 RMSE 0,006 0,009
. R2 0,98 0,96

Glucosegehalt Vorhersage [g/g]
PL
o
&

0,30 T T T T T
0,30 035 040 045 050 0,55 0,60

Glucosegehalt Referenz [g/g]

Fig. 4. Ergebnisse der PLS-Kalibration fiir die

Kalibrierung des Glucosegehalts aus
Wérmestromkurven, vorhergesagter gegen
gemessenen Cellulosegehalt, berechnet aus 3
Hauptkomponenten.
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fur die Kalibration als auch fiir die Validierung
(s. Abb. 4).

Schlussfolgernd, das entwickelte Kalibrations-
modell erlaubte eine quantitative Vorhersage
des  Glucosegehaltes im hydrothermal
vorbehandelten  Buchenholz. Durch das
einfache Erhitzen der Proben mit dem DSC-
Gerat und die Auswertung der DSC-Kurven
mittels multivariater Datenanalyse anstelle der
herkébmmlichen  Enthalpie-Berechnung  und

univariaten Korrelation konnte der
Glucosegehalt in den Proben mit einer hohen
Genauigkeit und ohne jegliche

Probenvorbereitung bestimmt werden. Da die
DSC-Technik dartiber hinaus durch die
Verwendung eines Autosamplers ein sehr
hohes Automatisierungspotential vorweist, stellt
diese Technik eine vielversprechende Methode
fur die Charakterisierung der Bioraffinerie-
Rohstoffe dar.

Die vorgestellte Arbeit wurde im Rahmen des
Projektes "Lokale Vorbehandlung der
nachwachsenden Rohstoffe fiir Bioraffinerien”
gefordert durch das Bundesministerium fir
Erndhrung und Landwirtschaft (BMEL) durch
die Fachagentur Nachwachsende
Rohstoffe e.V. (FNR 22028411) durchgefiihrt.
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