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Einleitung

Die katalytische Umwandlung pflanzlicher Polysac-
charide in Biokunststoffe und Grundchemikalien ist
ein bedeutender Fortschritt in Richtung nachhaltiger
Produktionsmethoden. Lignocellulose, die als Haupt-
bestandteil der Pflanzenbiomasse in grolRen Mengen
verfugbar ist, besteht aus Cellulose, Hemicellulose
und Lignin. Diese Komponenten bieten wertvolle
Bausteine flur Plattformchemikalien und biobasierte
Materialien [1]. Die hohe strukturelle Stabilitat der Lig-
nocellulose macht sie jedoch widerstandsfahig gegen
enzymatische Depolymerisation, was die Verarbei-
tung erschwert und effiziente thermische Vorbehand-
lungen erforderlich macht, um die enzymatische Hyd-
rolyse zu verbessern [2].

Im Rahmen dieses Projekts konzentrieren wir uns auf
die sensorbasierte Analyse und Optimierung der ther-
mischen Vorbehandlung sowie der enzymatischen
Hydrolyse, um die Effizienz der Lignocellulose-Um-
wandlung zu steigern. Ein solches Vorgehen erhoht
die Produktivitdt und unterstitzt eine nachhaltige
Kreislaufwirtschaft [3]. Dartiber hinaus wird in diesem
Projekt an der automatisierten sensorbasierten Me-
thode zu dem schnellen Organosolv-Aufschluss von
Biomasse-Proben sowie der anschliefenden Ana-
lyse der Ergebnisse entwickelt. Hierbei werden auto-
matische Mikrowellenaufschlusssysteme sowie auf
Sensoren basierende Fluoreszenzanalysetechniken
eingesetzt. Dies ermoglicht eine schnelle und effizi-
ente Parameter-Screening und unterstiitzt die Opti-
mierung von Verfahrensbedingungen flr eine ge-
zielte Lignin-Extraktion.

Methoden und Materialien

Rohmaterial

In dieser Studie wurde Weizenstroh aus Nordrhein-
Westfalen, Deutschland, verwendet. Das Stroh
wurde auf dem Feld geerntet, in Ballenform gepresst
und anschlieflend im Labor bis zur Verwendung ge-
lagert.

Mikrowellenaufschluss

Der Aufschluss nach dem Organosolv-Verfahren
wurde in einer Mikrowelle (Discover SP-D, CEM
GmbH, Deutschland) durchgefihrt.

Etwa 1 g Trockenmasse (TM) der Proben wurde in
80 mL-Reaktionsgefalen eingewogen (XA204DR
METTLER TOLEDO, USA) AnschlieRend wurde eine
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60 % Ethanol-Wasser-Lésung in unterschiedlichen
Flottenverhaltnissen zugegeben.

Zur Optimierung des Aufschlussprozesses wurden
verschiedene Parameter variiert, darunter Extrakti-
onszeit, Temperatur, Flottenverhaltnis und Katalysa-
torkonzentration.

Reinigung der Probe

Nach dem Organosolv-Aufschluss wurden die Pro-
ben gereinigt. Die Reinigung erfolgte in drei Schritten,
die jeweils bei 60 °C und fur eine Dauer von 10 Minu-
ten durchgefiihrt wurden. Die spezifischen Schritte
der Waschung sind in Tabelle 1 aufgefihrt. Um eine
gleichmafige Reinigung der Proben sicherzustellen,
wurden diese wahrend des gesamten Reinigungsvor-
gangs kontinuierlich geruhrt.

Tab. 1: Reinigungsprotokoll fiir die Organosolv-Proben

\é\c/;isrlct;the Losemittel Flottenverhaltnis
1 60 % EtOH/Wasser 1:5
2 Wasser 1:20
3 Wasser 1:10

Enzymatische Hydrolyse

Die enzymatische Hydrolyse wurde an den Proben
nach der Renigung durchgefiuhrt. Dazu wurden die
Proben in Zentrifugenréhrchen eingewogen, und pro
1 g Trockenmasse (XA204DR METTLER TOLEDO,
USA) wurden 25 mL Natriumacetat-Puffer hinzuge-
geben. Der Puffer wurde durch Mischen von 1 M Es-
sigsaure und 1 M Natriumacetat auf eine Konzentra-
tion von 1 M eingestellt und auf pH 5,0 eingestellt. Die
Proben wurden anschlieRend fir 2 Stunden bei 77 °C
pasteurisiert (UNE 500, Memmert GmbH & Co. KG,
Deutschland). Nach der Pasteurisierung wurde 30 %
(w/w) einer Cellic CTec2® Enzymlésung (Sigma,
Deutschland) entsprechend der Trockenmasse der
Probe hinzugefligt. Die R6hrchen wurden danach fir
72 Stunden in einem Rotator (RM-2M, neolLab Migge
GmbH, Deutschland) bei 55 °C und einer Geschwin-
digkeit von 10 U/min inkubiert (UNE 500, Memmert
GmbH & Co. KG, Deutschland). Nach Abschluss der
Inkubationszeit wurden die Proben in 1,5 mL Kunst-
stoffreaktionsgefalie pipettiert und durch Erhitzen auf
90 °C fur 5 Minuten inaktiviert.
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Fluoreszenzanalyse

Die Proben wurden zuvor in etwa 3 x 3 mm grol3e
Stlicke zerkleinert. Fir die Analyse der Proben betrug
die Anregungswellenlange 353 nm und die Emissi-
onswellenlange 465 nm.

Ergebnisse

In dieser Studie wurden zur Optimierung des Mikro-
wellenaufschlussprozesses verschiedene Parameter
variiert, darunter Extraktionszeit, Temperatur, Flot-
tenverhaltnis und Katalysatorkonzentration. Nach
dem Aufschlussprozess wurden die Proben gereinigt
und einer enzymatischen Hydrolyse unterzogen.

Temperatur und Reaktionszeit Validierung

Um den Einfluss der Temperatur und Reaktionszeit
beim Mikrowellen-Organosolv-Aufschluss auf die
Proben sowie auf die anschlieRenden Ergebnisse der
enzymatischen Hydrolyse zu untersuchen, wurde der
Aufschluss bei 135 °C, 170 °C und 180 °C durchge-
fuhrt. Dabei wurden unterschiedliche Reaktionszeiten
von 5 bis 240 Minuten getestet.
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Abb. 1: Optimierung des Mikrowellenaufschlussprozes-
ses, Temperatur und Reaktionszeit Validierung

Die Ergebnisse zeigen (Abb. 1), dass sich die Effizi-
enz des Aufschlusses mit steigender Temperatur
deutlich erhdht. Bereits bei 180 °C und einer Reakti-
onszeit von nur 5 Minuten wurde eine Glucoseaus-
beute von 100 % erreicht. Gleichzeitig liel3 sich be-
obachten, dass auch eine Verlangerung der Reakti-
onszeit zu einer sichtbaren Verbesserung der nach-
folgenden  enzymatischen Hydrolyseergebnisse
fuhrte, insbesondere bei einer Aufschluss-Tempera-
tur von 135 °C. Hier stieg die Glucoseausbeute von
38 % bei 5 Minuten Reaktionszeit auf 85 % bei
120 Minuten.

Beim Aufschluss bei 170 °C waren die Ergebnisse
der enzymatischen Hydrolyse vergleichsweise stabil,
mit einem Maximum von 92 % nach 120 Minuten. Bei
einer Verlangerung der Reaktionszeit von 5 auf
120 Minuten erhoéhte sich die Glucoseausbeute durch
die Hydrolyse lediglich um 7 %.

Es wurde zudem festgestellt, dass bei sehr langen
Reaktionszeiten die Glucoseausbeute nach Errei-
chen des Maximums wieder abnimmt. Dies kdnnte
auf die Bildung von Nebenprodukten zurtickzuflihren
sein, die die enzymatische Hydrolyse
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beeintrachtigen. Zusatzlich trat ein verbrannter Ge-
ruch der Proben auf, was ebenfalls auf die Entste-
hung von Nebenprodukten hindeutet.

Flottenverhéltnis und Katalysatorkonzentration Vali-
dierung

Im Organosolv-Aufschluss haben das Flottenverhalt-
nis und die Katalysatorkonzentration ebenfalls einen
entscheidenden Einfluss auf die Aufschluss-Effizienz.
In diesem Experiment wurden verschiedene Flotten-
verhaltnisse von 1:19 bis 1:7 sowie Katalysatorkon-
zentrationen von 1 bis 5 m-% TM untersucht.

Fir die Validierung des Flottenverhaltnisses wurden
Reaktionsbedingungen von 135 °C, 120 Minuten und
5 m-% TM Schwefelsaure als Katalysator verwendet.
Zur Validierung der Katalysatorkonzentration wurden
die Parameter 135 °C, 120 Minuten und ein Flotten-
verhaltnis von 1:19 festgelegt.
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Abb. 2: Optimierung des Mikrowellenaufschlussprozes-
ses, Flottenverhdltnis (A) und Katalysatorkonzentra-
tion(B)Validierung

Bei der Validierung des Flottenverhaltnisses zeigte
sich (Abb. 2 A), dass der Aufschluss mit zunehmen-
dem Flottenverhaltnis, also bei geringerem Lésungs-
mittelanteil, effizienter wurde. Die Glucoseausbeute
stieg von 85 % bei einem Flottenverhaltnis von 1:19
auf 99 % bei 1:8. Bei einer weiteren Erhéhung des
Flottenverhaltnisses auf 1:7 sank die Glucoseaus-
beute jedoch wieder auf 84 %. Dies konnte darauf zu-
ruckzufuhren sein, dass ein geringerer Losungsmit-
telanteil die gleichmaRige Durchmischung der Probe
erschwert und zu einer ungleichmafRigen Erwarmung
fuhrt, was die Aufschluss-Effizienz beeintrachtigt.

Bei der Validierung der Katalysatorkonzentration
zeigte sich (Abb. 2 B), dass die optimale Konzentra-
tion bei 3 m-% TM lag, was eine Glucoseausbeute
von 93 % ermoglichte. Dies deutet darauf hin, dass
bei zu niedriger Katalysatorkonzentration nicht genu-
gend Katalysator vorhanden ist, um den Aufschluss-
prozess vollstandig zu unterstitzen. Gleichzeitig
konnten Nebenreaktionen die Schwefelsaure teil-
weise verbrauchen, wodurch die Reaktionsaktivitat
weiter verringert wird. Eine zu hohe Katalysatorkon-
zentration hingegen konnte zusatzliche Nebenreakti-
onen férdern, was die Aufschlussleistung negativ be-
einflusst und zu einer geringeren Glucoseausbeute
bei der anschlieBenden enzymatischen Hydrolyse
fahrt.
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Fluoreszenzanalyse

Die Autofluoreszenz-Eigenschaften von Lignin er-
moglichen eine schnelle und effiziente Analyse ver-
schiedener Aufschlussproben mittels sensorbasierter
Fluoreszenzanalysetechnik.

(A) (B)

Abb. 3: Vergleich der Faserstruktur unbehandelter Stroh-
proben unter sichtbarem Auflicht (A) und Fluoreszenzbe-
leuchtung (B)

Im Vergleich zur Beobachtung von Strohproben im
sichtbaren Auflicht (Abb. 3 A) liefert die Betrachtung
unter Fluoreszenzbeleuchtung (Abb. 3 B) wesentlich
detailliertere Informationen Uber die Ligninverteilung
in den Fasern. Dies eroffnet vielversprechende Mog-
lichkeiten, den Organosolv-Aufschluss zur effektive-
ren Entfernung von Lignin weiter zu optimieren.

(©) (©)
Abb. 4: Vergleich der Faserstruktur von Strohproben nach
Mikrowellenaufschluss: Darstellung vor und nach der Rei-
nigung unter sichtbarem Auflicht und Fluoreszenzbeleuch-
tung. A: Vor Reinigung, Auflicht | B: Vor Reinigung, Flu-
oreszenz | C: Nach Reinigung, Auflicht | D: Nach Reini-
gung, Fluoreszenz

Mithilfe der Fluoreszenzanalyse lasst sich der Reini-
gungsprozess der Organosolv-Aufschluss-Proben
sowie der Ligningehalt effizient bewerten (Abb. 4).
Anhand der GroRe und Intensitat der Fluoreszenzbil-
der kann der Ligningehalt der Proben prazise analy-
siert werden, wobei diese Methode im Vergleich zur
herkdmmlichen Totalhydrolyse nach dem NREL-Pro-
tokoll erhebliche Zeitvorteile bietet. Zudem zeigt sich,
dass die Lignin-Autofluoreszenz in den gereinigten
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Proben im Vergleich zu den ungereinigten Proben
deutlich abnimmt, was die Effektivitat des aktuellen
Reinigungsprotokolls bestatigt. Diese schnelle und
benutzerfreundliche sensorbasierte Technik liefert
somit wertvolle Informationen zur Optimierung des
Reinigungsprotokolls und zur Verbesserung der Effi-
zienz des Losungsmittelverbrauchs.

Diskussion

Durch die Experimente dieser Studie konnte gezeigt
werden, dass der Mikrowellenaufschluss eine effek-
tive Methode fiir die Aufbereitung von lignocellulose-
haltigen Materialien ist. Die Untersuchungen zur Op-
timierung der Reaktionsparameter, insbesondere von
Temperatur, Reaktionszeit, Flottenverhaltnis und Ka-
talysatorkonzentration, bestatigen, dass eine prazise
Einstellung dieser Faktoren die Glucoseausbeute der
nachfolgenden enzymatischen Hydrolyse erheblich
beeinflusst. Die Ergebnisse zeigen, dass hdhere
Temperaturen und angepasste Reaktionszeiten, wie
etwa bei 180 °C und 5 Minuten, eine maximale Glu-
coseausbeute von 100 % erzielen kdnnen. Ebenso
konnte durch die Variation des Flottenverhaltnisses
und der Katalysatorkonzentration festgestellt werden,
dass ein Flottenverhaltnis von 1:8 und eine Katalysa-
torkonzentration von 3 m-% TM optimale Bedingun-
gen fur eine hohe Aufschluss-Effizienz schaffen. Die
Analyse verdeutlicht auch, dass Nebenprodukte
durch zu lange Reaktionszeiten oder eine zu hohe
Katalysatorkonzentration die Hydrolyse negativ be-
einflussen kénnen. Diese Ergebnisse liefern wichtige
Hinweise zur weiteren Optimierung und zeigen, dass
der Mikrowellenaufschluss eine praktikable und zeit-
sparende Methode darstellt.

Basierend auf den autofluoreszenten Eigenschaften
von Lignin bietet die neu entwickelte, sensorbasierte
Fluoreszenzanalysemethode eine schnelle und effizi-
ente Mdglichkeit, die Faserstruktur sowie die Vertei-
lung und den Gehalt an Lignin in den Proben zu ana-
lysieren. Die Geschwindigkeit und Benutzerfreund-
lichkeit dieser Technik schaffen zudem eine wertvolle
Grundlage fiir die weitere Optimierung des Reini-
gungsprotokolls, wodurch die Effizienz des Lésungs-
mittelverbrauchs gezielt verbessert werden kann.
Diese Form der Online-Analytik erdffnet zudem viel-
versprechende Mdglichkeiten fur eine kontinuierliche
Prozessiberwachung und eine prazise Steuerung
der Reinigungsprozesse.
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