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Kaskadennutzung von Lignocellulose:
LX-Verftahren trifft auf B. coagulans
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Investigating alternatives for petrobased substrates, lignocellulose is
an interesting yet complex feedstock that offers various possibilities
for the design of new and sustainable chemical routes. The novel
energy-saving LX-pretreatment was combined with thermophilic
Bacillus coagulans. By this, corn straw was used in an innovative cas-
cade obtaining biogas, lignin as well as polymerisable L-(+)-lactic acid

of over 99 percents optical purity.
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B Chemische Grundbausteine unseres all-
téglichen Bedarfs werden nach wie vor meist
auf Basis von Erddol erzeugt. Doch moderne
Biotechnologie strebt danach, unsere Wirt-
schaftsweise zu revolutionieren: An Stelle
von fossilen Energietrdgern sollen nach-
wachsende Rohstoffe, Rest- und Abfallstoffe
die Grundlage fiir die Entwicklung vielfalti-
ger neuer Produktwege bilden [1]. Ein beson-
ders interessanter Rohstoff ist in diesem
Zusammenhang die Lignocellulose.

Lignocellulose besteht aus den drei chemi-
schen Strukturen Cellulose, Hemicellulose
und Lignin. Cellulose und Hemicellulose ent-
halten vorrangig Zuckermolekiile, wobei ers-
tere homogen aus Ketten der Glucose und
letztere aus Pentosen, wie bspw. der Xylose,
besteht. Einmal aus ihren Verbindungen in
Losung gebracht, konnen diese unter Einsatz
von geeigneten Mikroorganismen zu wertvol-
len Produkten fermentiert werden. Lignin ist
dagegen ein sehr komplexes, heterogenes
Polymer, dessen vorrangig aromatische Ver-
bindungen die Entwicklung biobasierter Pro-
dukte ermoglichen [2]. Erfolgreiche Tren-
nung und Aufbereitung der einzelnen
Bestandteile der Lignocellulose sind somit
von groBem Interesse fiir die Forschung.

In unserem Verbundprojekt PoMiZu
(,Alternative Zucker zur Gewinnung von
polymerisierbarer Milchsdure®) wurde ein
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neuartiger Aufschluss von Lignocellulose
(LX-Verfahren) mit einer biotechnologischen
Umwandlung der Mischzucker zu polymeri-
sierbarer Milchsaure kombiniert. Milchsdure
(LA) kommt in der Natur in der Form von
zwei stereochemischen Isotopen L-(+) und
D-(-) vor. Liegen diese Molekiile in hoher
optischer Reinheit vor, ist mittels Polymeri-
sierung die Produktion des modernen Kunst-
stoffs PLA moglich, der thermisch kompos-
tierbar ist und eine Alternative zu erdolba-
sierten Kunststoffen bietet.

Vom Stroh zur polymerisierbaren
Milchséure

Die Landwirtschaft ist einer der Wirtschafts-
bereiche in denen jedes Jahr Lignocellulose
in groBen Mengen anféllt, bspw. in der Form
von Stroh. Neben Einstreu in Tierstallen und
Humusrtickbildung kann Stroh energetisch
iiber Verbrennung oder Biogasgewinnung
genutzt werden. Im Projekt PoMiZu wurde
der Gérrest einer Biogasanlage, die mit Ener-
giemais betrieben wird, verwendet. Das
Maisstroh verbleibt zum Gutteil als faserige-
res Material im Gérrest. Dieser Rohstoff wur-
de zundchst von der LXP Group GmbH zur
Gewinnung von Lignin mit dem neuartigen
LX-Verfahren aufgeschlossen. Die Lignocel-
lulose ist beriichtigt fiir ihre Widerstandsfa-
higkeit und wird in der Regel unter Aufwen-
dung von hoher Temperatur und/oder hohem
Druck bearbeitet. Neben integriertem
Recycling der Arbeitsstoffe liegt der Vorteil
des LX-Verfahrens darin, dass besonders mil-
de Prozessbedingungen bei Temperaturen
unter 80 °C und atmospharischem Druck
herrschen. Die Biomasse wird mit Phosphor-
sdure versetzt, es folgt eine Fallung und Lig-
nin wird mithilfe einer Fest-/Fliissigtren-
nung liber die Suspension abgetrennt. Der
zuriickgebliebene Feststoff unterlauft meh-
rere Waschschritte, die der Riickgewinnung
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der Phosphorsdaure dienen, und kann
anschlieBend enzymatisch hydrolysiert wer-
den, um Monosaccharide fiir die Fermentati-
on bereitzustellen (Abb. 1). Der Feststoff
wird als LX-Cellulose bezeichnet, da im Ver-
gleich zum Ausgangsmaterial sein Anteil an
Cellulose erhoht und derjenige der Hemi-
cellulose reduziert ist.

Ubliche Aufschlussverfahren von Ligno-
cellulose setzen aufgrund des hohen Energie-
einsatzes Inhibitoren wie Furfural und
Hydroymethylfurfural (HMF) frei, die das
Wachstum der Bakterien be- oder sogar ver-
hindern konnen. Zudem konnen viele LA-
Produzenten die Pentosen der Lignocellulose
nicht oder nur ineffizient verwerten [3]. So
ist fiir die Arbeit mit Lignocellulose entschei-
dend, einen wirkungsvollen Mikroorganis-
mus fiir die Fermentation zu identifizieren.

Multitalent Bacillus coagulans

Stamme der Spezies Bacillus coagulans sind
in der Lage, sowohl Glucose als auch Pentosen
zu verwerten und dies mitunter sogar zeit-
gleich. Es entstehen selten Nebenprodukte
und erhebliche Konzentrationen an Inhibi-
torstoffen werden toleriert [4]. Ferner wurde
gezeigt, dass B. coagulans cellolytische
Enzyme produziert [5]. B. coagulans hat
zudem nur simple Nahrstoffanforderungen
und liefert bereits mit der Zugabe von Hefe-
extrakt beste Ergebnisse. Doch auch mit
weniger kostenintensiven Nahrstoffen wie
Backerhefe konnte B. coagulans in Ligno-
cellulose-Hydrolysat kultiviert werden [6].

B. coagulans gehort zu den thermophilen
Organismen und wéchst daher optimal bei
erhohten Temperaturen von 52 °C. Dies
reduziert nicht nur das Risiko der Kontami-
nation durch andere LA-Bildner, die in der
Regel mesophile Temperaturen von 37 °C
bevorzugen, sondern ermoglicht auch die
simultane enzymatische Hydrolyse und Fer-
mentation (simultaneous saccharification &
fermentation, SSF).

Im Projekt PoMiZu sollte gepriift werden,
ob eine SSF von LX-Cellulose mit B. coagu-
lans und der Enzymlosung Cellic® CTec2
(Novozymes) moglich ist. Hierzu wurde expe-
rimentell gepriift, welches Isolat der Spezies
B. coagulans die beste Leistung bei pH 5
erbringt, da dieser Wert dem Optimum der
Enzyme entspricht. Isolate wurden im Dop-
pelversuch unter Verwendung des EloFerm-
dual-Systems (Biotronix) in einem Arbeits-
volumen von 0,25 Liter mit automatischer
Basezugabe (20 % NaOH) getestet. Als Subs-
trat diente der filtrierte Uberstand einer
enzymatischen Hydrolyse von LX-Cellulose
(Maisgarrest). Der pH-Wert wurde iiber die
Laufzeit der Fermentation bei pH 5,0-5,1
gehalten. Konzentrationen der LA und
Zucker wurden mittels high pressure liquid
chromatography (HPLC) gemessen. Das beste
Ergebnis lieferte Isolat A162 mit 98,8 Pro-
zent maximaler Ausbeute und einer Produk-
tivitat von 3,2 g-L™! -h™!. Isolat A166 erreicht
eine Produktivitdt von 2,6 g -L™! -h™! bei
einer Ausbeute von 84,9 Prozent (Ausbeute
auf Basis der Monosaccharide). Beide Stam-

me erreichten die maximale Ausbeute bereits
nach nur acht Stunden Fermentation. Dabei
ist hervorzuheben, dass neben der Glucose
parallel Xylose abgebaut wurde. Zusatzlich
weist Isolat A166 fiir diesen Zeitraum eine
geringe Verwertung der Cellobiose auf, dem
Disaccharid der Cellulose (Abb. 2). Neben
guter Performance in der Fermentation ist
jedoch auch das Endprodukt entscheidend.
Fiir Isolat A166 lag L-LA mit einer optischen
Reinheit von > 99 Prozent vor, wahrend
98,5 Prozent fiir Isolat A162 gemessen wur-
den. Fiir weitere Versuche wurde sich daher
fiir B. coagulans A166 (DMSZ ID 14-300) ent-
schieden.

Separater und simultaner Prozess im
Vergleich

Der separate und der simultane Prozess wur-
den mit einem Arbeitsvolumen von einem
Liter unter Verwendung eines BIOSTAT®
Laborfermenters (Sartorius) durchgefiihrt,
bei automatischer Zufuhr von Base (20 %
NaOH). Die Hydrolyse des separaten Prozes-
ses fand beim Optimum der Enzyme statt
(50 °C, pH 5) und die Fermentation bei opti-
malen Bedingungen fiir B. coagulans A166
(52 °C, pH 6). Im simultanen Prozess wurde
das Optimum der Enzyme gewéhlt. Im sepa-
raten Versuch lagen nach 24 Stunden enzy-
matischer Hydrolyse 27,1 g -L™! Monosaccha-
ride vor, die innerhalb von weiteren 23 Stun-
den zu 23,7 g -L™' LA mit einer optischen
Reinheit von 99,3 Prozent L-(+)-LA umgewan-
delt wurden. Im simultanen Versuch wurden
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A Abb. 2: Ergebnisse des Stammscreenings (Bacillus coagulans, pH 5, 52 °C); Mittelwerte mit Standardabweichung (Doppelbestimmung). LA: Milch-

saure; Glc: Glucose; Xyl: Xylose; CB: Cellobiose.
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A Abb. 3: Vergleich von separater und simultaner Fermentation von LX-Cellulose durch Bacillus coagulans; links: Substrat- und Produktkonzentration,
rechts: Inhibitorkonzentrationen. Start (F): Messung zu Beginn der Fermentation; Ende (F): Messung nach Abschluss der Fermentation. LA: Milchséaure;
MoS: Monosaccharide; DiS: Disaccharide; HMF: Hydroxymethylfurfural.

innerhalb von 47 Stunden eine LA-Konzen-
tration von 21,3 g - L™! mit einer L-(+)-Rein-
heit von 99,4 Prozent erreicht (Abb. 3).
Zusitzlich wurde fiir diese Versuche die Kon-
zentration der Inhibitoren vor und nach der
Fermentation gemessen: Furfural lag maxi-
mal mit 8,5 mg -L™! vor HMF mit 1,1 mg L.
Diese Werte sind duBerst niedrig flir aufge-
schlossene Lignocellulose und konnen auf
die milden Prozessbedingungen des LX-Ver-
fahrens zuriickgefiihrt werden. Das Wachs-
tum von B. coagulans A166 wird aufgrund
dieser geringen Konzentrationen sowie sei-
ner Toleranz gegeniiber Inhibitoren somit
nicht beeinflusst.

Wie diese ersten Versuche zur Fermenta-
tion zeigen, kann eine SSF durchgefiihrt und
der Prozess somit vereinfacht werden. Da im
direkten Vergleich eine geringere Konzen-
tration an LA im simultanen Versuch gewon-
nen wurde, werden im Projekt PoMiZu Ver-
suche zur Optimierung des Prozesses ver-
folgt. Doch bereits jetzt fiihrt das Projekt vor
Augen, wie Biomasse kaskadisch genutzt
werden kann: Aus dem landwirtschaftlichen
Reststoff Stroh konnten Biogas, Lignin und
im Anschluss polymerisierbare L-LA gewon-
nen werden. Die erfolgreiche Kombination
des neuartigen LX-Verfahrens mit der Nut-
zung von B. coagulans ist somit ein zukunfts-
weisendes Beispiel fiir eine nachhaltige Wirt-
schaftsweise.
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