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I.  Kurzbericht

1. Aufgabenstellung

Ziel des Projektes ist eine umfassende Charakterisierung verschiedener Sorten von Lolium perenne
hinsichtlich ihrer Ertrags- und Qualitatseigenschaften im Hinblick auf eine Nutzungsdiversifizierung.
Dazu werden Daten und eingelagerte Proben aus einem mehrjahrigen Anbauversuch verwendet, der
von 2016 bis 2019 an 17 Standorten in Deutschland in Zusammenarbeit mit dem Bundessortenamt,
mehreren Landesanstalten, dem JKI und verschiedenen Ziichterhdusern durchgefuhrt wurde. Vier
Zuchter fihren innerhalb der Projektlaufzeit in Anlehnung an den Pilotversuch einen
Validierungsversuch an verschiedenen Standorten durch, um die Leistung einiger Sorten zu evaluieren
und neue zu prifen. Am JKI werden zudem verschiedene Sorten in GroR3parzellen angebaut, um den
Projektpartnern RPTU und FHA ausreichend Biomasse fir vergleichende Bewertungen der
biotechnologischen Verwertbarkeit im Labormafistab (Kleinstmaf3stab bis hin zu Bioreaktoren) zur

Verfligung zu stellen.

Die Inhaltsstoffe der Proben, darunter Rohprotein, Rohfaser und Zucker, werden am JKI mittels
Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) bestimmt und stichprobenartig durch Wiederholungsmessungen und
nasschemische Untersuchungen verifiziert. Weitere analytische Untersuchungen erfolgen an der RPTU
und FHA mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), Gaschromatographie-
Massenspektrometrie (GC-MS), Flissigchromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) sowie einer

kalorimetrischen Analysemethode (DSC) zur Bestimmung der Faserzusammensetzung.

Durch eine statistische Auswertung aller Ertrags- und Qualitatsdaten soll der Einfluss von Standort,
Anbaujahr, Sorte und Schnittzeitpunkt auf Ertrag und Inhaltsstoffe ermittelt werden. Das im CANDY
Modell implementierte Grunlandmodul wird genutzt, um die Entwicklung des Grasertrages und

verschiedener Inhaltsstoffe sortenspezifisch vorhersagen zu kénnen.

An der RPTU und FHA werden beispielhafte Wertschdpfungsketten aus besonders geeignetem
Pflanzenmaterial entwickelt, um landwirtschaftliche Primarprodukte in die chemische Industrie zu
integrieren. Dabei wird untersucht, wie sich Sortenunterschiede und unterschiedliche Schnittzeitpunkte

auf die Quantitat und Qualitat der gewonnenen Produkte auswirken.

Dazu wurde an der RPTU die stoffliche Nutzung von Deutschem Weidelgras zur Herstellung von
organischen Sauren und Lésungsmitteln untersucht. In einem ersten Schritt wurde das Weidelgras in
eine Faserfraktion und einen Presssaft getrennt. Der Presssaft wurde anschlieBend mit verschiedenen
Analysemethoden auf die enthaltenen Nahrstoffe (Zucker, Aminosauren, Proteine, lonen, S&uren)
untersucht. Basierend auf den Ergebnissen wurde der Saft entweder als vollwertiges
Fermentationsmedium oder als Ergdnzung zum Ersatz kommerzieller Medienkomponenten (z.B.
Hefeextrakt) verwendet. Ethanol und Milchsdure wurden mit der konventionellen Hefe Saccharomyces
cerevisiae bzw. dem Bakterium Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis hergestellt. Die Faserfraktion des
Weidelgrases wurde hydrolysiert, um Zuckermonomere freizusetzen, die in Fermentationsprozessen
verwendet werden kénnen. Dartber hinaus wurde die Verwendung der Presskuchenfraktion in anderen
Fermentationsprozessen (Solid-State Fermentation, SSF) zur Herstellung von Zitronenséure unter

Verwendung des Schwarzschimmels Aspergillus niger untersucht. Die experimentellen Ergebnisse aller
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Partner wurden in einem digitalen Prozessmodell einer kaskadenbasierten Bioraffinerie
zusammengetragen. Mit dem Modell konnten vergleichen 6konomische und dkologische Bewertungen

der unterschiedlichen Verfahrensvarianten simuliert und bewertet werden.

Darliber hinaus wird die Produktpalette durch die Entwicklung neuer biotechnologischer Produkte auf
Basis von Grassilage erweitert. Darliber hinaus wird die Eignung des Grinlandaufwuchses fir

alternative Nutzungen untersucht. Am JKI wird zudem das Biogasertragspotenzial bestimmt.

2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Projekt gliederte sich in 6 Arbeitspakete (AP). Das AP 1 - Versuchswesen lieferte die Daten- und
Probenbasis, welche im AP 2 - Probenaufbereitung und Qualitatsanalyse analytisch und in AP 6
Modellierung der Nutzungselastizitdét modelltechnisch untersucht wurden. In den AP 3 - Stoffliche
Nutzung, AP4 - Energetische Nutzung und AP5 - Alternative Nutzungsformen erfolgte die Etablierung

einer maglichst effizienten kaskadischen Nutzung der Grunlandaufwichse.

Die Daten- und Probengrundlage lieferte einerseits der Pilotversuch mit Lolium perenne, der von 2016
bis 2019 an 17 Standorten mit 10 Sorten von Lolium perenne zu zwei verschiedenen Schnittzeitpunkten
fur jeden Schnitt eines Jahres durchgefuhrt wurde. Zum anderen wurde die Daten- und Probenbasis
durch einen Validierungsversuch erganzt, um die Ergebnisse zu verifizieren und den
Kooperationspartnern fir die Untersuchung der stofflichen Nutzung von Lolium perenne Probenmaterial

zur Verfugung zu stellen.

Im AP2 wurden die Probenvorbereitung und die umfassende Qualitdtsanalyse der Proben von Lolium
perenne durchgefiihrt. Diese Proben stammen sowohl aus dem Pilotversuch als auch aus dem im
Rahmen des Projektes durchgefiihrten Validierungsversuch. Zunéchst wurde das gesamte
Probenmaterial systematisch sortiert und katalogisiert. Anschliel3end erfolgt die Vermahlung der Proben
mit einer Hochdurchsatzmihle, wobei dieser Schritt als Unterauftrag an DSV Niederlande vergeben
wurde, um eine effiziente und einheitliche Probenvorbereitung zu gewahrleisten. Zur Charakterisierung
der Biomasse wurde NIRS eingesetzt. Diese Methode bietet den Vorteil einer schnellen und genauen
Analyse der Biomasse. Sie ermdglicht es, innerhalb kirzester Zeit quantitative Informationen zu
erhalten, ohne dass eine aufwendige Probenvorbereitung notwendig ist. Die gewonnenen
spektrometrischen Daten wurden in Zusammenarbeit mit der FHA zur Kalibrierung einer
differenzkalorimetrischen Methode zur schnellen Bestimmung von Zellulose und Hemicellulose
verwendet. Zu den wichtigsten Qualitatsmerkmalen, die erfasst wurden, gehdren der Aschegehalt (RA),
der Rohproteingehalt (RP), der Rohfasergehalt (RF), der Gehalt an enzymatisch abbaubarer
organischer Substanz (ELOS), der Gehalt an enzymatisch unléslicher organischer Substanz (EULOS)
und der Gehalt an wasserldslichen Zuckern. Nasschemische Untersuchungen an einer Auswahl der
Proben wurden zur Kalibrierung der neuen Spektren und zur Verifizierung vorhandener Spektren
verwendet, um die Genauigkeit der Analysen sicherzustellen. Dieses AP spielte eine entscheidende
Rolle im Gesamtprojekt, da es die Basisdaten fur die weiterfiilhrenden Untersuchungen zur stofflichen,
energetischen und alternativen Nutzung von Lolium perenne lieferte und somit die Grundlage fir eine

effiziente und zielgerichtete Verwertung der Biomasse schuf.



Im Rahmen des AP 3.1 wurden der RPTU und der FHA ausgewahlte Sorten von Lolium perenne fir
umfassende Untersuchungen zur Verfigung gestellt. Leider kam es bei den ersten Lieferungen zu
Lieferschwierigkeiten, so dass die ersten Proben mit einer Verspatung von 6 Tagen eintrafen, was den
Beginn des Silierprozesses zur Folge hatte. Daher wurden die Analysen an frisch geerntetem Gras
durchgefuhrt. Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten geschnittenen Graser wurden zunachst
verschiedenen Vorbehandlungsmethoden unterzogen. Dabei kamen Technologien zur mechanischen
und thermischen Vorbehandlung von pflanzlichen Rohstoffen zum Einsatz, die bereits in friheren
Projekten an der FHA entwickelt wurden. Silierung der Graser: Ausgewahlte Graserchargen wurden
durch gezielte Beimpfung mit Milchsaurebakterien im kleinen MaRstab siliert. Ziel war es, das
Milchsaurebildungspotenzial Gber einen Zeitraum von vier bis sechs Monaten zu untersuchen. Die so
hergestellten Silagen dienten als Grundlage fir die nachfolgenden Untersuchungsschritte. Aufschluss:
Die vorbehandelten Graser sowie die hergestellten Silagen wurden mittels Organosolv- und Liquid-Hot-
Water-Verfahren aufgeschlossen. Im Vordergrund stand die Ermittlung der Ausbeute an verschiedenen
Fraktionen wie Zellulose, Hemicellulose und Lignin in Abhangigkeit vom Schnittzeitpunkt und der
Silierdauer. Die Fraktionen mit niedrigem Ligningehalt wurden fir Vergleichsuntersuchungen in
Arbeitspaket 3.4 verwendet, wahrend die Ligninfraktionen in Arbeitspaket 3.5 auf ihr Potenzial fur
weitere Verwertungsmoglichkeiten untersucht wurden. Pressung und Hydrolyse: Die Behandlung der
Graser und Silagen fuhrte zu einer Trennung in Presssaft und Presskuchen. Die Presskuchen wurden
anschlieBend gemaf standardisierter Hydrolyseprotokolle verarbeitet, mit dem Ziel, eine optimale

Ausbeute an fermentierbaren Zuckern zu erreichen.

Im AP 3.2 wurden Presssafte von Lolium perenne, die zu verschiedenen Schnittzeitpunkten geerntet
und teilweise siliert wurden, einer umfassenden analytischen Untersuchung unterzogen. Unter
Verwendung der an der FHA und RPTU etablierten Analyseprotokolle wurden die Presssafte mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-
MS) und Flussigkeitschromatographie-Massenspektrometrie (LC-MS) analysiert. Ziel war es, die
Zusammensetzung der Safte detailliert zu charakterisieren, insbesondere hinsichtlich freier und
gebundener Zucker, organischer Sauren, Aminosauren und potenzieller Inhibitoren, die die Ausbeuten
in nachgeschalteten Prozessketten beeinflussen kénnten. Parallel dazu wurde an der FHA schnelle
spektrometrische und kalorimetrische Methoden zur Bestimmung des Zellulose- und Ligninanteils in
pflanzlichen Fasern eingesetzt, die speziell fur die Charakterisierung von Proben von Lolium perenne
kalibriert und validiert wurde. Die gewonnenen analytischen Daten dienten nicht nur der direkten
Untersuchung der Pressséfte, sondern wurden auch mit den Ergebnissen des JKI abgeglichen, um
gemeinsam valide Vorhersagemodelle zu entwickeln, die fur die Planung weiterer Prozessschritte und
fur die Optimierung der Nutzung von Lolium perenne in verschiedenen Anwendungsbereichen genutzt

werden kdnnen.

Im AP 3.3 wurden mikrobielle Kulturen, die Ublicherweise Hefeextrakt als Nahrstoffquelle verwenden,
mit Silagepresssaft als mdglichem Ersatz untersucht. Voruntersuchungen hatten bereits darauf
hingedeutet, dass Silagepresssaft Hefeextrakt bei der Kultivierung von Milchsdurebakterien ersetzen
kann. Diese Hypothese wurde von der RPTU speziell am Beispiel von Aspergillus niger getestet. Ziel

war es herauszufinden, inwieweit Silagepresssaft den traditionell verwendeten Hefeextrakt bei der
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Anzucht von Vorkulturen dieses Schimmelpilzes ersetzen kann. Es stellte sich heraus, dass der
Zuckergehalt der Presssafte fir eine Kultivierung von Aspergillus niger, der in einem anderen Teil des
Projektes fur die Produktion von Zitronensdure vorgesehen ist, nicht ausreichend hoch ist. Um die
Eignung von Silagepresssaft als alternative Nahrstoffquelle zu bewerten, wurden daher S. cerevisiae
und L. delbrueckii supsp. lactis als weitere Modellorganismen hinzugezogen.

Im AP 3.4 wurden aufbereitete Graser verschiedener Schnittzeitpunkte fir die Produktion von Ethanol,
Milchsaure und Einzelzellprotein untersucht. RPTU und FHA verwendeten dazu standardisierte
Kultivierungsmethoden auf der Basis von Silagehydrolysaten bzw. Silagepressséften. Ein wichtiger
Aspekt dieser Untersuchungen war die ldentifizierung und ggf. Reduktion von Inhibitoren mittels

vorhandener Entgiftungsprotokolle, um die Effizienz der Fermentationsprozesse zu steigern.

Parallel dazu konzentrierte sich AP 3.5 auf die Entwicklung neuer Prozessketten zur Nutzung von
Grasern. Aufbauend auf den Ergebnissen von AP 3.4 wurde an der FHA die Ligninfraktion von Lolium
perenne Proben, die mit dem Organosolv-Verfahren aufgeschlossen wurden, auf ihr Potenzial als
kompostierbarer Klebstoff untersucht. Dieser innovative Ansatz kénnte neue Anwendungsmdéglichkeiten

fur Lignin eroffnen.

Die Reihenfolge der Meilensteine 3.4 und 3.5 wurde vor allem aus Griinden der Labororganisation und
-ausstattung (insbesondere der Bioreaktoren) teilweise vertauscht. AuRerdem ermdglichte der Wechsel
zwischen den beiden Meilensteinen die Durchflihrung einiger mikroskopischer Analysen in Schweden,

um mehr Daten und Informationen aus den Experimenten zu erhalten.

AP 4 befasste sich mit der energetischen Nutzung von Lolium perenne. Ziel war die Quantifizierung des
Biogaspotenzials von Lolium perenne und der nach stofflicher Nutzung verbleibenden Reststoffe. Zur
Abschatzung des Biogasertrages wurde die Formel von WeiRbach (2008) verwendet, die eine
zuverlassige Vorhersage des Energiegehaltes der Biomasse und der Reststoffe erméglicht. Da keine
Reststoffe aus der stofflichen Nutzung anfielen, beschréankte sich AP 4 auf die theoretische Abschéatzung
des Methanertrags der Proben aus dem Pilot- und Validierungsversuch, da eine vergleichende
Untersuchung mit Reststoffen nicht moéglich war. Daher wurden auch keine Batchversuche mit
ausgewahlten Grassilagen und Reststoffen aus den vorangegangenen Verwertungsschritten
durchgefuhrt. Durch diesen methodischen Ansatz konnte das Projekt dennoch wertvolle Daten zur
energetischen Verwertbarkeit von Lolium perenne liefern. Diese Erkenntnisse tragen nicht nur zur
Optimierung der Biogasproduktion bei, sondern ertffnen auch Perspektiven fir eine effizientere

Nutzung landwirtschaftlicher Biomasse im Kontext der Energiewende.

Aufgrund der Tatsache, dass im AP 3 keine Reststoffe anfielen, musste das AP 5 des Projektes
angepasst werden. Urspriinglich war geplant, die nach der stofflichen Nutzung anfallenden Reststoffe
auf ihre Eignung fur alternative Nutzungsformen wie Papier- und Verpackungsherstellung, Dammstoffe,
Einstreu oder Dingemittel zu untersuchen. Dies hatte praktische Versuche und eine Klassifizierung der
Reststoffe  nach  ihren  Qualititsmerkmalen  erfordert, um ihr Potenzial fir diese
Verwertungsmaoglichkeiten abschatzen zu kdnnen. Alternativ wurden Formkorper aus unterschiedlichen
Mischungsverhéltnissen von Gras und Biokunststoff (PLA) getestet und deren Festigkeit und

Wasseraufnahmefahigkeit untersucht.



Im AP 6 wurde die Nutzungselastizitat von Grinland modelliert, wobei sich die Arbeiten in zwei

Teilbereiche gliederten:

In AP 6.1 lag der Schwerpunkt auf der modellgestitzten Quantifizierung von Grinlandertragen und
Qualitatsparametern mit Hilfe des in CANDY implementierten Gruinlandmoduls. Dabei wurden die aus
dem Schnittnutzungsversuch gewonnenen Ertrags- und Qualitatsmerkmalsdaten fir Modellrechnungen
zur Vorhersage von Ertrdgen und Qualitditsmerkmalen in verschiedenen Wachstumsstadien in
Abhangigkeit von Klima- und Standortbedingungen verwendet. Ziel war es, den theoretisch optimalen
Schnittzeitpunkt zu ermitteln, bei dem die fur verschiedene Verwertungsmdoglichkeiten erforderlichen

RP-Gehalte bei gleichzeitig hohem Ertragsniveau erreicht werden.

In AP 6.2 wurden, aufbauend auf AP 2 & 3, Modelle zur Vorhersage der Rohstoffqualitat entwickelt,
wobei multivariate Analysen und verschiedene Algorithmen wie Multiple Lineare Regression und Partial
Least Square Regression verwendet wurden. Diese Modelle wurden nach ihrer Validierung eingesetzt,
um die Qualitat und die optimalen Verwendungsmoglichkeiten von Lolium perenne Sorten,
insbesondere fur die stoffliche Verwertung, vorherzusagen. In diesem AP wurden aul3erdem die
Gesamtergebnisse des Projekts durch die Modellierung und Parametrisierung von Szenarien fir die
Nutzung von Lolium perenne in einer Bioraffinerie bewertet. Hierbei wurden Produktionsprozesse fir
Zitronensaure, Ethanol und Milchséure simuliert und verschiedene Verfahrensvarianten analysiert, um
die Produktionsleistung und Wirtschaftlichkeit zu optimieren. Dies beinhaltete die Simulation der
gesamten Produktionskette von der Grasanlieferung bis zur Produktaufreinigung sowie die
wirtschaftliche Bewertung verschiedener Grasverwertungsoptionen. Die Skalierung der Grasmasse zur
Kostenreduktion und die Prognose der bendtigten Grasmenge waren ebenfalls zentrale Schritte. Ziel
war es, effiziente und wirtschaftlich tragfahige Verfahren fir die Nutzung von Gras in Bioraffinerien zu

entwickeln und zu bewerten.

Zusammengefasst spiegelt der Ablaufplan des Projekts eine sorgféltige Planung und Durchflhrung
wider, die trotz kleinerer Herausforderungen und Abweichungen vom urspriinglichen Plan erfolgreich
umgesetzt wurde. Die Koordination zwischen den Arbeitspaketen und die Zusammenarbeit mit
verschiedenen Institutionen trugen mafgeblich zum erfolgreichen Abschluss des Projekts bei und
legten den Grundstein fur zukinftige Forschungsarbeiten und Anwendungen im Bereich der

nachwachsenden Rohstoffe.

3. Resumee der wesentlichen Ergebnisse

a) Arbeitspakete und Meilensteine
Arbeitspakete (AP) Bearbeitungszeitraum | Zielerreichung
(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)
AP 1 07/2020 bis 10/2022 Das Arbeitspaket wurde erfolgreich abgeschlossen.
Feldversuchswesen Die Anlage des Pilotversuchs erfolgte durch die

beteiligten Ziichter und des GroRparzellenversuchs
am JKI im Sommer 2020. Im Pilotversuch wurden
regelmafig Bonituren und zu allen Schnittterminen
Ertragsermittlungen und Probenahmen durchgeftihrt.
Der GroRRparzellenversuch am JKI diente als
Biomasselieferant fiir die Versuche an der RPTU und
der FHA, flr die ebenfalls Ertragsermittlungen
durchgefuhrt wurden.



Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

AP 2
Qualitatsanalyse

AP 3
Stoffliche Nutzung

AP 4
Energetische Nutzung

Bearbeitungszeitraum
(It. Balkenplan im Antrag)

07/2020 bis 03/2023

07/2020 bis 06/2023

05/2022 bis 05/2023

Zielerreichung

Das Arbeitspaket wurde erfolgreich abgeschlossen.

Ca. 12.000 Proben aus dem Pilotversuch und 2.400
Proben aus dem Validierungsversuch wurden extern
katalogisiert und vermahlen.

An diesen Proben wurden im JKI verschiedene
Qualitatsparameter mittels NIRS bestimmt. An
ausgewahlten Proben wurden nasschemische
Untersuchungen nach etablierten
Laboranalyseverfahren, den sogenannten NREL
Laboratory Analysis Procedures (LAP) und American
Society for Testing and Materials (ASTM) Verfahren
nach dem Standardprotokoll von Sluiter und Sluiter
[1] durchgefiuihrt, um Referenzwerte fur die
Kalibrierung der teilweise noch nicht verfiigbaren
Spektren zu erhalten bzw. die Kalibrierung der
Spektren zu Uberprifen und die NIRS-Analysen zu
verifizieren.

Die Biomassenanalyse wurde gemaf den
Laboranalysemethoden (LAP) des NREL
durchgefiihrt, um den maximal mdglichen
Glucoseertrag zu bestimmen. Die Messung der
Saccharide in verschiedenen Sorten von Lolium
perenne sowie dem entsprechenden Presssaft
erfolgte mittels einer Vielzahl analytischer Verfahren,
darunter DSC, IR und HPLC. Zusatzlich wurde ein
mathematisches Modell entwickelt, um den Gehalt
an l6slichen Sacchariden in Lolium perenne und dem
entsprechenden Presssaft vorherzusagen.

Das Arbeitspaket wurde erfolgreich abgeschlossen.

Die Untersuchungen in AP3 begannen mit
verschiedenen Vorbehandlungsmethoden fir Gréaser,
um deren Eignung fur die Herstellung von
Chemikalien zu bewerten. Basierend auf diesen
Ergebnissen wurde untersucht, ob entweder die
feste oder die flissige Fraktion in Bioprozessen zur
Herstellung von Séuren und Losungsmitteln
verwendet werden kann.

Die Vorbehandlungsstrategien, einschlie3lich
mechanischer Zerkleinerung, Trocknung, Pressen
und des angepassten Liguid-Hot-Water-Verfahrens,
wurden an Lolium perenne durchgefuhrt und
analysiert, wobei verschiedene Aufschlussparameter
aus den Teilprojekten 2 und 3 untersucht wurden.

Die Optimierung der Parameter fiir das Screening
von Grasern zur Milchs&ureproduktion fiihrte zu
einer deutlichen Steigerung der Milchsaureausbeute
auf 254,4 g/g durch Silierung unter Verwendung
verschiedener Puffer. Zusétzlich wurde der Einfluss
des Einfrierens der Graser vor der Silierung auf die
Milchséureproduktion untersucht.

Das Screening bezlglich der Produktion von Single-
Cell-Protein hat gezeigt, dass der Einsatz von
Presswasser als Fermentationsmedium fur
Kluyveromyces marxianus moglich ist, wobei
Proteingehalte von bis zu 80 % in den Hefezellen
erreicht wurden. Durch Optimierung der
Fermentationsbedingungen und Hochskalierung der
Fermentation konnte die Ausbeute an Single-Cell-
Protein gesteigert werden.

Die theoretische Quantifizierung des
Biogasertragspotenzials wurde fir alle Proben des
Pilot- und Validierungsversuchs durchgefiihrt. Da



Arbeitspakete (AP)
(It. Planung im Antrag)

AP 5

Alternative
Nutzungsformen

AP 6

Modellierung der
Nutzungselastizitat

Meilensteine (M)
(It. Planung im Antrag)

M1.1
Anlage der Feldversuche

M1.2
Leistungsprifung

M1.3
Probenahme

M1l.4
Ertragsermittlung

M2.1
Probenaufarbeitung

M 2.2
Kalibration von Spektren

Bearbeitungszeitraum
(It. Balkenplan im Antrag)

01/2022 bis 03/2023

01/2022 bis 03/2023

Falligkeit
(It. Balkenplan im Antrag)

09/2020

09/2022

09/2022

09/2022

03/2021

03/2021

Zielerreichung

keine Reststoffe aus der stofflichen Verwertung
anfielen, wurden die Meilensteine M4.2 und M4.3
aufgrund fehlender Vergleichbarkeit nicht weiter
bearbeitet.

Das Arbeitspaket wurde erfolgreich abgeschlossen.

Als alternativer Ansatz konnte gezeigt werden, dass
die Herstellung von Formpresskdrpern und
Polylactid-Verbundkdrpern aus den getrockneten
Grasern moglich ist.

Das Arbeitspaket wurde erfolgreich abgeschlossen.

Die Nutzungselastizitéat von Lolium perenne wurde
einerseits mit dem in CANDY implementierten
Griinlandmodell erfolgreich untersucht, um optimale
Schnittzeitpunkte fiir mégliche Nutzungsoptionen zu
bestimmen. Ziel war es, Empfehlungen fur den
Anbau und die Ernte auf der Grundlage von
Modellrechnungen zu geben, die den Ertrag und den
Stickstoffgehalt unter verschiedenen Standort- und
Klimabedingungen simulieren. Auf3erdem wurde ein
Prozessmodell fur eine Gras-Bioraffinerie verwendet,
um verschiedene Szenarien zur Maximierung der
Wirtschaftlichkeit und Produktivitét von Lolium
perenne zu bewerten.

Zielerreichung

Ein Validierungsversuch wurde in Kooperation mit den
Ziichtern DSV Saatzucht Steinach, Barenbrug und
DLF als Unterauftragnehmer an den Standorten
Asendorf, Steinach, Homoet und Moerstraten
durchgefihrt. Am JKI erfolgte der Anbau ausgewahlter
Sorten in GrofR3parzellen, um den Projektpartnern
ausreichend Biomasse zur Verfugung stellen zu
kénnen.

Im Validierungsversuch wurden regelmaRig Bonituren
durchgefihrt.

Um eine reprasentative Stichprobe zu erhalten, wurde
von jeder Parzelle eine gehackselte Probe von
mindestens 500 g fur die Trockenmassebestimmung
und anschlieBender Vermahlung enthommen.

Die Ertragsermittlung erfolgte fir alle Sorten zu allen
Schnitten eines Jahres zu jeweils zwei
Schnittzeitpunkten.

Die Proben aus dem Validierungsversuch wurden
zunéchst 48 Stunden bei 60 °C im Trockenschrank
getrocknet und anschlieRend bei der DSV Saatzucht in
Asendorf gesammelt, insgesamt ca. 2400 Proben.
Zusatzlich wurden bei DSV ca. 12.000 Proben aus
dem Pilotversuch sowie die 2.400 Proben aus dem
Validierungsversuch von allen Versuchsstandorten
zusammengeflhrt und katalogisiert. Die Lagerung der
Proben erfolgte trocken, kihl bei 10 °C und dunkel in
der DSV-Saatzuchtstation Ven Zelderheide. Im Auftrag
des JKI wurden dort alle Proben beider Versuche
einheitlich vermahlen und zum JKI transportiert.

Die Analyse der Biomasse nach den NREL
Laboranalyseverfahren (LAP) zur Bestimmung der
maximal méglichen Ausbeute an Glucose wurde



Meilensteine (M)
(It. Planung im Antrag)

M2.3

Bestimmung der
Qualitatsparameter

M2.4

Verifizierung der
Analysen

M3.1

Vorbehandlung von
Lolium perenne

M3.1.1
Herstellung von Silagen

Falligkeit
(It. Balkenplan im Antrag)

12/2022

12/2022

09/2022

09/2022

Zielerreichung

durchgefihrt. Dadurch konnte im weiteren
Projektverlauf der Erfolg der
Vorbehandlungsmethoden von Lolium perenne (M 3.1)
verglichen und eingeordnet werden.

Die Aufnahme von IR-Spektren tber IR und DSC
Messungen wurde durchgefihrt.

Bestimmung des Monosaccharidgehalts in Lolium
perenne durch Sohxlet-Extraktion und Vergleich mit
seinem Presssalft wurden durchgefiihrt.

Entwicklung von spektroskopischen Analysemethode
(IR) fur die Messung von Monosacchariden in Lolium
perenne und seinem Presssaft wurde durchgefihrt.

Die verschiedenen Qualitatsparameter wie u.a.
Rohprotein (RF), wasserldsliche Zucker, enzymlosliche
organische Substanzen (ELOS) und Rohfaser (RF)
aller Proben aus den Pilot- und Validierungsversuchen
wurden mit einem Foss NIRSystem 5000
Spektrometer gemessen.

Die NIRS-Messdaten wurden erfolgreich mit
nasschemischen Analysen von Proben aus
verschiedenen Standorten und Versuchsjahren des
Pilotversuches abgeglichen, wobei eine hohe
Korrelation bestétigt wurde. Dies unterstreicht die
prazise Kalibration und ermdglichte den Einsatz der
am JKI vorhandenen NIR-Spektren.

Die Qualitatsanalyse erfolgte durch analytische
Untersuchungen mittels
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC),
lonenchromatographie (IC) und LC-MS
(Flussigkeitschromatographie gekoppelt mit
Massenspektrometrie). Die Gesamtergebnisse der
verschiedenen Institute wurden zusammengefihrt, um
die Qualitat der verschiedenen Sorten im Hinblick auf
ihre spezifische Verwendung (d.h. biotechnologische
Nutzung des Grases) zu bewerten.

Die Vorbehandlungsmethoden wurden gemeinsam
Von der FHA und der RPTU untersucht und
verglichen. Nach einer anschlieBenden enzymatischen
Hydrolyse ist das Pressen die 6konomisch sinnvollste
Vorbehandlung mit einer maximalen Glucose
Ausbeute von ca. 60 % nach 24 h.

Eine Silierung der Graser ist reproduzierbar im
LabormaRstab mdglich und stellt eine energie- und
kosteneffiziente Vorbehandlung fur weitere Prozesse
dar, um auch Restsubstanz aus anderen Prozessen
als Rohstoff zu nutzen.

Experimentelle Untersuchungen haben bestétigt, dass
die Verwendung von Puffern einen positiven Einfluss
auf die Milchsaureausbeute in der Silage hat. Zudem
hat sich gezeigt, dass das Einfrieren von Grasproben
keinen Einfluss auf die endglltige
Milchséaureproduktion hat. Grassorte und
Erntezeitpunkte beeinflussen ebenfalls deutlich die
Milchsaureausbeute der entsprechenden Graser in der
Silage. Bei Verwendung derselben Grassorte fuhrt die
Silierung von friih geerntetem Gras (early cut) im
Vergleich zu spat geerntetem Gras (late cut) zu einer
héheren Milchsaureausbeute. Die Grassorte Explosion
(early cut) zeigte dabei die beste Milchsaureausbeute
mit 174,4 g/kg TM.



Meilensteine (M)
(It. Planung im Antrag)

M3.1.2

Fraktionierungen im
Organosolv-als auch
LHW-Verfahren

M 3.1.3:

Produktion
fermentierbarer Zucker

M 3.2:

Untersuchung der
Pressséfte

M 3.3:

Nutzung von Pressséften

als Substituenten bei
Kultivierungen

M 3.4:
Screening der

ausgewahlten Graser zur
Produktion von Ethanol,

Milchsé&ure und Single-
Cell-Protein

M 3.5:

Etablierung neuer
Prozessketten

M4.1

Theoretische
Quantifizierung des
Biogasertragspotentials

Falligkeit
(It. Balkenplan im Antrag)

12/2022

03/2023

12/2021

06/2022

09/2022

06/2023

09/2022

Zielerreichung

Es wurden Vorbehandlungen mit dem OS- und LHW-
Verfahren durchgefiihrt. Eine Ligningewinnung war
aufgrund der geringen Massenanteile nicht erfolgreich.
Eine Steigerung der Hydrolysierbarkeit auf > 70 %
Ausbeute konnte beobachtet werden. Nichtsdestotrotz
wird im weiteren Projekt der kostenglinstigeren
mechanischen Vorbehandlung der Vorzug gegeben.

Der Einfluss einer enzymatischen Hydrolyse des
Presskuchens zur Gewinnung von vergéarbaren
Zuckern wurde untersucht.

Erste Abschéatzungen hinsichtlich des Potenzials der
Nutzung von Lolium perenne in der Produktion von
Single-Cell-Proteinen ergaben, dass sich der Presssaft
der Gréser als Fermentationsmedium fir die Hefe
Kluyveromyces marxianus sehr gut eignet und ein
hohes Biomassewachstum ermdglicht. Eine
Supplementierung mit Glucose verringert die
Verdopplungszeit, steigert also die
Proteinbildungsgeschwindigkeit.

Der Presssaft wurde auf den Gehalt an Zuckern,
Sauren, Hemmestoffen, Proteinen, Aminosauren und
lonen untersucht.

Die Bestandteile des Saftes wurden analysiert und mit
den Bestandteilen des Standardkulturmediums
verglichen.

Der Presssaft wurde als vollstandiger oder teilweiser
Ersatz des Fermentationsmediums fur die Herstellung
von Ethanol und Milchsaure getestet.

Beim Vergleich der Eignung verschiedener Grassorten
hinsichtlich der Bildung von Milchséure lagen die
Ausbeuten in einem vergleichbaren Bereich von 128
bis 175 g/kg TM. Die héchste Ausbeute wurde mit der
Sorte Explosion erzielt. Gleichzeitig hat sich gezeigt,
dass ein fruherer Erntezeitpunkt einen positiven
Einfluss auf die Milchs&ureausbeute hat. Durch den
frihen Schnitt kann 18,3 % mehr Milchséaure produziert
werden als bei der Kombination aller Schnitte tiber das
Jahr. Hinsichtlich der Eignung fur die Produktion von
Single-Cell-Proteinen zeigte sich, dass verschiedene
Grasarten keinen signifikanten Einfluss auf die
Wachstumsraten von K. marxianus hatten. Die
Produktion von Single-Cell-Proteinen aus
verschiedenen Grasarten steht in Zusammenhang mit
dem Gehalt an I6slichen Oligo- und Monosacchariden
im Gras. Die beste Ausbeute wurde mit der Grassorte
Honroso (late cut) erzielt, sie betragt 1,199 g/g
Monosaccharide. Keimreduktionstechniken, der
Verdinnungsfaktor und die Temperatur haben
ebenfalls Einfluss auf die Produktion.

Neue Prozessketten mit Schwerpunkt auf der Nutzung
der Grasfeststofffraktion zur Herstellung von
Zitronensaure, Milchséure und Futtermittelproteinen
mittels Feststofffermentation wurden etabliert.

Das Gasbildungspotenzial aller Proben aus den Pilot-
und Validierungsversuchen wurde mit einer
fruchtartspezifischen Schétzgleichung nach
WEISSBACH (2008) [4] berechnet. Die Auswertung
zeigte, dass die theoretischen Methanausbeuten
(m3/ha) durch den Schnittzeitpunkt (friih vs. spat) und
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Meilensteine (M) Falligkeit Zielerreichung
(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)

die Sorte Uber die verschiedenen Schnitte (1. bis 5.
Schnitt) signifikant beeinflusst wurden.

M 4.2 09/2022 entfallen

Ermittlung des
Biogasertrages in Batch-
Versuchen

M 4.3 03/2023 entfallen

Bewertung des
Biogasertragspotentials
der Reststoffe im
Vergleich zur Grassilage

M5.1 03/2023 Es sind generell keine Reststoffe bei der stofflichen
Bewertung der Reststoffe Nutzung dbriggeblieben.
fur alternative Nutzungen Alternativ wurden Formpresskorper getestet, die aus

unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen von Gras
und Biokunststoff (PLA) hergestellt wurden. lhre
Festigkeit und Wasseraufnahmefahigkeit wurden dabei

untersucht.
M6.1 03/2023 Mithilfe des im CANDY-Modell implementierten
Modellierung optimaler Grinlandmoduls und basierend auf Ergebnissen aus
Schnittzeitpunkt fiir AP 2 wurde die Ertragsentwicklung und der
verschiedene Stickstoffentzug von Lolium perenne in Abhangigkeit
Nutzungsoptionen der Standort- und Klimabedingungen simuliert. Dies

ermoglicht zukiinftige Prognosen des
Ertragspotenzials und der Stickstoffgehalte in der
Biomasse zu verschiedenen Schnittzeitpunkten.

M 6.2 09/2022 Basierend auf den Ergebnissen der Experimente zur
Modellentwicklung zur Herstellung von Single-Cell-Protein durch

Vorhersage der Fermentation und zur Produktion von Milchs&aure durch
Rohstoffqualitat und der Silierung wurden mittels Super Pro Design die
stofflichen Nutzbarkeit Prozessketten fir die groRRindustrielle Produktion

simuliert. Das Ziel war, optimale Produktionsleistung
und Wirtschaftlichkeit der industriellen Prozessketten
zu berechnen.

b) Zusammenfassung
Im Rahmen des Projekts wurden signifikante Fortschritte und Meilensteine erreicht, die das Verstandnis

und die Nutzung von Lolium perenne fir biobasierten Anwendungen erweitern.

Mit dem Validierungsversuch, der in Zusammenarbeit mit den Zichtern DSV, Saatzucht Steinach,
Barenbrug und DLF als Unterauftragnehmer an den Standorten Asendorf, Steinach, Homoet und
Moerstraten im AP1 durchgefiihrt wurde, konnten weitere Proben und Daten generiert werden, um die
Ergebnisse des Pilotversuches zu bestatigen. Um den Projektpartnern ausreichend Biomasse zur
Verfigung stellen zu kénnen, erfolgte der Anbau ausgewahlter Sorten zudem in Grol3parzellen am JKI.
Die Durchfihrung regelmafiger Bonituren innerhalb des Versuches gewahrleistete eine detaillierte
Beobachtung und Bewertung der Pflanzenentwicklung. Fur die Trockenmassebestimmung und
anschlieBende Vermahlung wurden von jeder Parzelle reprasentative Proben entnommen. Die
systematische Ertragsermittlung aller Sorten zu zwei Schnittzeitpunkten pro Schnitt im Jahresverlauf
ermoglichte eine genaue Analyse der Leistungen und Anpassungseigenschaften der gepriften Sorten

unter verschiedenen Bedingungen.
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In AP 2 wurden fast 15 000 Proben aus einem Pilot- und Validierungsversuch nach Trocknung und
Vermahlung analysiert. Die Anwendung modernster Methoden wie NIRS, NREL-
Laboranalyseverfahren, IR-Spektroskopie und hochentwickelter chromatographischer Techniken
ermoglichte einen detaillierten Einblick in die Qualitit von Lolium perenne. Die genaue
Ubereinstimmung der NIRS-Daten mit nasschemischen Analysen bestatigte die Zuverlassigkeit der

Messungen.

Im AP 3 wurden Vorbehandlungsmethoden fiir Graser untersucht und verglichen. Das Pressen nach
enzymatischer Hydrolyse erwies sich als wirtschaftlichste Methode mit einer Glucoseausbeute von ca.
60 % nach 24 Stunden. Die Silierung von Grésern im LabormafRstab erwies sich als reproduzierbar und
kosteneffizient, was sie zu einer vielversprechenden Vorbehandlung fur weitere Prozesse macht. Die
Versuche bestétigten den positiven Einfluss von Puffern auf die Milchsaureausbeute bei der Silierung.
Das Einfrieren von Grasproben hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Milchs&ureproduktion.
Verschiedene Grassorten und Erntezeitpunkte beeinflussten die Milchsédureausbeute, wobei frih
geerntetes Gras hohere Ausbeuten erzielte, insbesondere die Sorte "Explosion early Cut" mit einer
besten Milchsdureausbeute von 174,4g/kg TM. Obwohl die Ligningewinnung aus den
Vorbehandlungsverfahren nicht erfolgreich war, konnte eine Hydrolysierbarkeitssteigerung auf tber
70 % erreicht werden. Dennoch wurde der kostenginstigeren mechanischen Vorbehandlung der
Vorzug gegeben. Die Verwendung von Presssaft aus Grasern als Fermentationsmedium fur die
Produktion von Single-Cell-Proteinen mit Kluyveromyces marxianus wurde erfolgreich getestet. Weitere
Untersuchungen zeigten den Einfluss verschiedener Grassorten auf die Milchsaureausbeute und die
Produktion von Single-Cell-Proteinen. Ebenso wurde die Eignung des Presssaftes als
Fermentationsmediums fur die Kultivierung von S. cerevisiae und L. delbrueckii zur Produktion von
Ethanol und Milchsaure demonstriert. Durch eine kurzfristige Anpassungsstrategie von S. cerevisiae
wurde die Ethanolausbeute um das 1,3-fache erhdht. Es wurden neue Prozessketten zur Herstellung
von Zitronensdure mittels Feststofffermentation unter Nutzung der Grasfeststofffraktion entwickelt.
Mittels mikroskopischer Untersuchungen wurde die enge Interaktion des Pilzes mit dem Substrat
nachgewiesen. Geeignete Kalibrierungsmodelle zur Vorhersage der Rohstoffqualitat wurden ebenfalls
entwickelt.

In AP 4 wurde das Gasbildungspotenzial aller im Rahmen der Pilot- und Validierungsversuche
gesammelten Proben mit Hilfe einer fruchtartspezifischen Schéatzgleichung nach der Methodik von
WEISSBACH (2008) berechnet. Die Analyse der Ergebnisse zeigte, dass die theoretischen
Methanhektarertrage, ein wesentlicher Indikator fir das energetische Verwertungspotenzial, signifikant
durch den Schnittzeitpunkt - unterschieden in Friih- und Spatschnitt - sowie durch die genetischen
Eigenschaften der verschiedenen Sorten beeinflusst werden. Diese Beobachtung erstreckte sich Gber
die gesamte Schnittperiode vom ersten bis zum funften Schnitt und unterstreicht die Bedeutung der
Sortenwahl und des Erntezeitpunktes fur die Optimierung der Methanproduktion von Lolium perenne.

Bei der stofflichen Verwertung fielen keine Reststoffe an. Alternativ wurden im AP 5 Formpresskoérper
aus verschiedenen Mischungsverhéltnissen von Gras und Biokunststoff (PLA) hergestellt und

hinsichtlich ihrer Festigkeit und Wasseraufnahme untersucht.
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Das im CANDY-Modell implementierte Grinlandmodul wurde im AP 6 zur Simulation der Entwicklung
von Ertrag und des N-Entzuges von Lolium perenne in Abhangigkeit von Standort- und
Klimabedingungen genutzt, um die Vorhersage zukinftiger Ertrage und N-Gehalte zu unterschiedlichen
Schnittzeitpunkten zu ermdglichen. Zusétzlich wurden auf Basis experimenteller Daten zur Single-Cell-
Proteinherstellung und Milchsaureproduktion durch Fermentation und Silierung industrielle
Produktionsprozesse mittels Super Pro Design simuliert. Ziel dieser Simulationen war es, die optimalen
Produktionsparameter und die Wirtschaftlichkeit fiir die grof3stechnische Nutzung von Lolium perenne zu

ermitteln, um das biotechnologische Potenzial effizient zu nutzen.

Il. Ausfihrliche Darstellung der Ergebnisse
1. Erzielte Ergebnisse

Arbeitspaket 1: Feldversuchswesen

Im Rahmen des Arbeitspaketes 1 wurde von 2016 bis 2019 ein Pilotversuch und 2021/2021 ein
Validierungsversuch zur Untersuchung der Ertragsleistung und Qualitéatseigenschaften verschiedener
Sorten von Deutschem Weidelgras (Lolium perenne) durchgefilhrt. Diese Versuche fanden an
insgesamt 17 Standorten statt und hatten zum Ziel, den Einfluss unterschiedlicher Erntezeitpunkte auf
die Biomasseproduktion zu untersuchen. Mit Hilfe eines Split-Plot-Designs wurden die

Wechselwirkungen zwischen Sorten, Ernteterminen und Standortbedingungen detailliert analysiert.

Die Ergebnisse dieser umfangreichen Untersuchungen lieferten wertvolle Erkenntnisse. Es wurde
deutlich, dass sowohl der Ertrag des ersten Schnittes als auch der Gesamtertrag bei spéteren
Schnittzeitpunkten durchweg hoéher war. Diese Beobachtung gilt unabhangig davon, ob die Sorten zu
ihrem normalen oder zu einem alternativen Schnittzeitpunkt geerntet wurden, was den potenziellen
Nutzen einer angepassten Ernteplanung unterstreicht. Auffallend war auch, dass der Ertrag des zweiten
Schnittes bei spéaterer Ernte immer niedriger war, eine Folge des hoheren Ertrages des ersten Schnittes,

der wahrscheinlich die Reserven an wasserléslichen Kohlenhydraten erschopfte.

Interessanterweise wurde vor allem im ersten Jahr der Nutzung eine Tendenz zu héheren Ertragen
festgestellt, es sei denn, es handelte sich um ein trockenes Jahr wie 2018, was die Bedeutung der
klimatischen Bedingungen fiur die Ertragsleistung unterstreicht. Dartiber hinaus wurde festgestellt, dass
sowohl die Sortenwahl als auch die Standortbedingungen einen signifikanten Einfluss auf die Ertrage
hatten, wobei die Variabilitat der Ertrdge zwischen den Standorten grof3er war als zwischen den Sorten.
Dies deutet darauf hin, dass die Umwelt- und Standortbedingungen maéglicherweise einen gréReren

Einfluss auf die Ertragsleistung haben als die genetischen Unterschiede zwischen den Sorten.

Die Ergebnisse des Validierungsversuchs, der auf den Erkenntnissen des Pilotversuchs basierte,
bestatigten weitgehend die zuvor gewonnenen Erkenntnisse, obwohl die Gesamttrockenmasseertrage
tendenziell niedriger waren. Dies wurde auf eine geringere Anzahl von Schnitten, weniger Standorte
und unginstige Witterungsbedingungen zuriickgefuhrt, was die komplexen Wechselwirkungen

zwischen Pflanzenwachstum, Klima und landwirtschaftlichen Praktiken verdeutlicht.

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse von Arbeitspaket 1 wichtige Hinweise fir die Optimierung von

Anbau- und Erntestrategien fur Deutsches Weidelgras. Sie unterstreichen die Notwendigkeit einer
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sorgfaltigen Planung der Erntetermine unter Berlcksichtigung der Sortenpraferenzen sowie der
spezifischen Umwelt- und Standortbedingungen, um die Ertragsleistung und damit den

landwirtschaftlichen Erfolg zu maximieren.

Arbeitspaket 2: Qualitatsanalyse

Im Arbeitspaket 2 (AP2) wurde eine detaillierte Qualitdtsanalyse der Proben von Lolium perenne
durchgefihrt, die im Rahmen eines Pilot- und Validierungsversuches gesammelt wurden. Insgesamt
wurden rund 14.400 Proben von verschiedenen Standorten und Erntejahren mittels
Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) analysiert, um die Qualitatsparameter Rohprotein (RP), wasserldsliche
Zucker, enzymlésliche organische Substanzen (ELOS) und Rohfaser (RF) zu bestimmen. Die Analyse
ermd@glichte eine umfassende Bewertung der Ertrags- und Qualitédtsdaten, um standortspezifische sowie
allgemeine Aussagen zur Qualitdt der Biomasse treffen zu kdnnen. Die Validierung der NIRS-
Ergebnisse durch Vergleich mit nasschemischen Analysen zeigte eine hohe Korrelation fur die
Parameter RP, RF, l6slicher Zucker und ELOS. Dies bestatigt die Zuverlassigkeit der NIRS-Methode

fur schnelle und prazise Qualitatsanalysen von Grasproben.

Die Analyse der Ergebnisse ergab, dass die RP-Gehalte bei einem friihen Schnittzeitpunkt des ersten
Schnittes grundséatzlich héher waren als bei einem spateren Schnittzeitpunkt. Ab dem zweiten Schnitt
kehrte sich dieser Trend um, und der RP-Gehalt war bei spateren Schnitten tendenziell héher. Diese
Dynamik spiegelt den Einfluss des Pflanzenwachstums und der Entwicklungsphase auf die
Nahrstoffzusammensetzung wider. Sowohl der Standort als auch das Nutzungsjahr zeigten einen
signifikanten Einfluss auf die gemessenen Qualitatsparameter. Dies unterstreicht die Bedeutung von
Umweltfaktoren und Anbaubedingungen fur die Biomassequalitat. Die Varianz zwischen den Standorten
war oft grofl3er als zwischen den Sorten, was die Rolle standortspezifischer Bedingungen betont. Die
Ergebnisse zeigten auch, dass sich die Zusammensetzung der Biomasse im Laufe des Jahres
verandert. Diese Veranderungen kdnnen durch das Wachstumsstadium der Pflanzen und die Verteilung
von Nahrstoffen innerhalb der Pflanze beeinflusst sein. Die Ergebnisse bieten wertvolle Einsichten fur
die Planung von Schnittstrategien zur Optimierung der Ertrdge und Verbesserung der Futterqualitat.
Insbesondere die Erkenntnisse zum Einfluss des Schnittzeitpunkts auf die Qualitatsparameter kénnen
Landwirten helfen, ihre Anbau- und Erntepraktiken gezielt anzupassen, um die gewinschten
Qualitatsmerkmale zu erreichen. Zusammenfassend liefert AP2 wichtige Erkenntnisse zur Qualitat von
Lolium perenne, die fur die zukunftige Forschung, die Entwicklung von Anbauempfehlungen und die
Optimierung der landwirtschaftlichen Praxis von grol3er Bedeutung sind. Die hohe Korrelation zwischen
NIRS- und nasschemischen Analysen bestarkt zudem das Vertrauen in die Effizienz und Genauigkeit

der Nahinfrarotspektroskopie als Methode zur schnellen Qualitatsbewertung

Es wurde eine zweistufige saure Totalhydrolyse nach dem NREL (National Renewable Energy
Laboratory) Laboranalyseverfahren durchgefiihrt. Demnach liegt der Cellulosegehalt der Graser im
Schnitt bei ca. 22 % der Trockenmasse der Graser zu Glucose hydrolysiert werden. Die chemischen
Analysen wurden als Verifikation der IR-Analysen des Partners JKI genutzt. Es konnte eine
Ubereinstimmung beider Analyseverfahren gefunden werden, zudem wurde durch die zusatzlichen
NREL-Analysen die Datenbasis erhoht.
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Im Teilprojekt 3 konnte zudem mit den NREL-Daten die Messung von Glucose und Zellulose in Lolium
perenne mittels ATR-MIR und die Messung von Glucose und gesamten Sacchariden in Presssaft mittels
NIR kalibriert und etabliert werden. Die neue multidimensionale Analysemethode erganzt die IR-
Grasanalysen des JKI um spezifische Daten zu mikrobiell verwertbaren Zuckerbestandteilen. Das
Verfahren ermdglicht zudem eine schnelle Qualitdtsanalyse bzw. quantitative Analyse in wenigen
Minuten im Vergleich zur herkdmmlichen HPLC-Messung, die eine halbe Stunde dauert. Die Versuche
zeigten, dass ATR-MIR und NIR eine effektive, prazise und kostenglinstige Messmethode ist. DSC-
Messungen zeigten, dass Lolium perenne ein von Glucose- und Zellulose-Standardproben
abweichendes DSC-Diagramm aufwies. In den Lolium perenne. Bei den Proben war keine Glucose-
Zersetzungspeaks zu beobachten. Es konnten lediglich zwei exotherme Peaks im Bereich von 230 °C
bis 320 °C detektiert werden. Diese beiden Peaks wurden spater bestatigt, dass sie aus Hemicellulose
in den Grasproben stammen. Aufgrund dieses Stdrsignals war es nicht mdglich, mittels DSC Glucose
und Zellulose in Lolium perenne quantitativ zu messen. Es wurde stattdessen ein Soxhlet-
Extraktionsverfahren zur Charakterisierung der Graser etabliert. Dies ermdglicht die Extraktion und
anschlieBende Quantifizierung aller Monosaccharide (Glucose und Fructose) aus den Proben. Die
Versuche zeigen, dass ca. 31% der Monosaccharide von Lolium perenne durch Schneckenpressung in
den Presssaft gebracht werden kdénnen. Diese kdnnen fiir die Produktion von SCP genutzt werden, der

verbleibende Rest im Presskuchen fiir Milchsaure.

Arbeitspaket 3: Stoffliche Nutzung

Die zu untersuchenden Lolium perenne Sorten wurden verschiedenen Vorbehandlungen vergleichend
untersucht. Der Partner FHA verfolgt eine niedrigenergetische Vorbehandlung. Dabei handelte es sich
um die mechanische Zerkleinerung mit einer Schneidmihle, Konvektionstrocknung, Pressen der
Proben mit einer Schneckenpresse und ein adaptiertes niedrig Temperatur Liquid-Hot-Water-Verfahren
(LHW-Verfahren). Als weitere Vorbehandlung der Graser wurde das Liquid-Hot-Water-Verfahren zur
Hydrolyse angepasst und durchgefiihrt. Hier wurde einerseits Gras verwendet, das nur mechanisch
zerkleinert wurde, und andererseits Gras, das vorher getrocknet wurde. Beim durchgefiihrten LHW-
Verfahren wurde die Hydrolysetemperatur auf 120 °C verringert. Nach der Vorbehandlung konnte ohne
Einsatz cellulolytischer Enzyme eine Glucoseausbeute von 14 mg/g Trockenmasse (TM) erzielt werden.
Bei Einsatz von Enzymen konnten Glucoseausbeuten von ca. 42 % fur mechanisch zerkleinertes und
getrocknetes Gras erreicht werden. Mit dem Gras, welches mit dem energieeffizienten LHW-Verfahren
(120 °C) vorbehandelt wurde, konnte eine Ausbeute von ca. 83 % erzielt werden. Die derzeit
energieschonenste Vorbehandlung ist das Pressen des Grases, durch das eine Ausbeute von ca. 66 %

erzielt werden konnte.

Eine alternative Vorbehandlung der Graser stellt das Ansetzen von Silagen dar. Wahrend der Silierung
wird Milchséure gewonnen und es besteht die Mdglichkeit, die so vorbehandelten Graser weiter zu
verarbeiten. Es konnte ein Maximum der Milchs&ureausbeute von ca. 193,9 g/kg TM (Sorte Arvicola)
erreicht werden. Bei der Silierung des Presskuchens eine Milchsaure Ausbeute von ca. 61 g/kg TM
erzielt werden. Hinsichtlich des Einflusses des pH-Werts auf die Milchsdureproduktion wurden in
Versuchen unterschiedliche Pufferstoffe eingesetzt, um den pH-Wert in der Silage von Lolium perenne

zu kontrollieren. Ziel war es, den pH-Wert im optimalen Arbeitsbereich der Milchsaurebakterien zu
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halten, um die Milchs&ureausbeute zu steigern. Zusatzlich wurden in den Versuchen die Verdnderungen
der Milchsaureproduktion bei unterschiedlichen pH-Werten wahrend der Silierung von Lolium perenne
beobachtet. Es wurde festgestellt, dass die Zugabe von Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten die
Milchsaureproduktion signifikant beeinflusst. Die Anwendung von 1 M Citrat-Puffer bei pH 6 flhrte zur
gréRten Steigerung der Milchsaureproduktion um 41,0 % im Vergleich zur Silierung im Vakuumbeutel.
Die Verwendung von Citrat-Puffer bei pH 4,5 erhéhte die Milchsaureproduktion um 27,5 %. Der
Phosphat-Puffer bei pH 6 verringerte die Milchsdureproduktion um 6,5 % im Vergleich zur Silierung in
vakuumierten Kunststoffbeuteln. Der Zusatz von Calciumcarbonat als Neutralisationsmittel erwies sich
hingegen als nicht erfolgreich fiir die Silierung von Lolium perenne. Die Untersuchung verschiedener
Grassorten zeigte, dass frih geerntete Graser (early cut) mehr Milchsdure produzierten als spéat

geerntete (late cut).

Eine weitere Wertschépfung der Graser stellt die Herstellung von Single-Cell-Proteinen (SCP) durch
Fermentration dar. Es wurde erste Fermentationsversuche durchgefiihrt, um das Potenzial der Nutzung
von Lolium perenne fir die Produktion von Single-Cell-Proteinen (SCP) abzuschéatzen. Fir die
Produktion soll der Hefestamm Kluyveromyces marxianus genutzt werden und als Medium der durch
die Schneckenpresse gewonnene Presssaft. Der Gras-Rohstoff kann erfolgreich als Medium zur
Futtermittelgewinnung eingesetzt werden. Die Verdopplungszeit im Standard-Hefemedium betragt 64
min, wahrend sie im Presssaft ca. 67 min betragt. Es wurde ein maximaler Biomassezuwachs von 18,20
g(TM)/L mit dem Presssatft erreicht, im Vergleich zu nur 5,22 g/L mit herkdbmmlichem Komplexmedium.

Der Graspresssaft eignet sich somit besser fir diese mikrobielle Produktion als Standardmedien.

Die Schneckenpresse war effektiv zur Saftgewinnung. Die Ausbeute an Presssaft konnte bis zu 70,52
% erreichen. Es besteht ebenfalls die Mdglichkeit, durch erneutes Pressen des Presskuchens eine
hohere Presssaftausbeute zu erzielen. Fur die mikrobielle Produktion war eine Keimreduzierung der
Grasrohstoffe notwendig. Der Partner FHA hat vergleichende Sterilisationsstudien unter Beriicksichtig
des Medienfaktors durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, das eine Niedrigtemperatur-Pasteurisierung
ausreicht und der pasteurisierter Presssaft zu besseren Wachstumsraten als autoklavierter fihrt.
Optimale Ergebnisse der SCP-Produktion wurden bei 30 °C erzielt. Eine 1:2 Verdinnung des
Presssaftes verbesserte die Biomasseausbeute, und friihere Grasschnitte lieferten héhere Ertrage. Die
Supplementierung des Presssafts erhéhte den Rohproteingehalt, aber nicht das Biomassewachstum.
Die Uberfiihrung des Systems in einen Blasensdulenbatch-Reaktor steigerte die Biomasseproduktion
und den Ausbeutekoeffizienten. Um die Produktion zu steigern, wurde die Fermentation erfolgreich
hochskaliert, von Schuttelkolbenmalstab auf eine 2,25 Liter Blasensaule. Da in der Blasensaule mehr
Biomasse als im Schittelkolben erzeugt wurde und der Ausbeutekoeffizient héher ausfiel, war der

Prozess also erfolgreich hochskaliert worden.

Basierend auf den Ergebnissen der Experimente zur Fermentationsherstellung von Single-Cell-Protein
und der Silierungsproduktion von Milchsdure wurde mithilfe des Intelligen-Softwarepakets eine
Stoffstromsimulation der Prozessketten fur die Grof3industrielle Produktion durchgefiihrt. Dabei wurden
die optimalen Produktionsverhéltnisse fur eine dkonomische Anlage bestimmt. Es konnte gezeigt

werden, dass eine Kaskadennutzung des Grases zur Herstellung von SCP-Futtermitteln, Silage, und
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optional aufgreinigter Milchsdure, prinzipiell wirtschaftlich tragfahig ist. Hierbei ist eine dezentrale

Wertschépfung mit Prozessstufen am landwirtschaftlichen Betrieb vorstellbar.

Der Partner RPTU untersuchte den Einfluss unterschiedlicher Pressverfahren auf die
Zusammensetzung von Presssaft und Presskuchen. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Einsatz einer Schnecken- und einer Tinkturenpresse festgestellt werden. Aufgrund der
Madglichkeit eines kontinuierlichen Betriebs wird daher der Einsatz einer Schneckenpresse empfohlen.
Als weitere Vorbehandlungsmethode wurden hydrothermale Aufschliisse durchgefiihrt. Hierbei wurde
der Einsatz von Ethanol als Lésemittel im Vergleich zu einem Liquid Hot Water-Aufschluss in Hinblick
auf die Bildung von hydrothermalen Abbauprodukten getestet. Die Verwendung von Ethanol fihrte zu
einer deutlich geringeren Menge an potentiell inhibierenden Abbauprodukten. Die Aufschlussriickstande
wurden anschlie3end in einer enzymatischen Hydrolyse verzuckert. In der Glucoseausbeute zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Vorbehandlungsmethoden. Insgesamt
wurden mehr als 20 % der Glucose und ca. 20 % der Xylose freigesetzt. Fur die enzymatische

Hydrolyse konnte ein vmax von 0,6 mmol/min und ein Km von 93,4 mmol/L bestimmt werden.

Der mittels Schneckenpresse erhaltene Graspresssaft wurde als Fermentationsmedium eingesetzt. S.
cerevisiae wurde erfolgreich anaerob im Presssaft der Sorten Agaska und Explosion Kkultiviert. Zur
Steigerung der Verstoffwechselung von Fructose und damit der Ethanolausbeute wurde eine kurzfristige
Anpassungsstrategie durchgefuhrt. Hierflr wurde eine Kultur von S. cerevisiae sechsmal in Medium mit
steigender Presssaftkonzentration passagiert. Der adaptierte Stamm zeigte eine Ethanolausbeute von
18,22 g/L, was einer Steigerung um das 1,3-fache im Vergleich zum Ausgangsstamm entspricht.

Des Weiteren wurde die Produktion von Milchséure untersucht. Im Gegensatz zu den Arbeiten an der
FHA wurde dies an der RPTU nicht durch Silierung, sondern durch Fermentation in Graspresssaft
getestet. Es wurde gezeigt, dass sich der Presssaft auch als Kultivierungsmedium von L. delbrueckii
zur Produktion von Milchséure eignet. Bei einer Presssaft-Konzentration von 75 % im Medium wurde

eine Milchsaurekonzentration von 26 g/L erreicht.

Die Produktion von Zitronensaure durch A. niger erfolgt ausschlielich unter bestimmten
Umgebungsbedingungen wie einer hohen Zuckerkonzentration von 100-200 g/L sowie einer geringen
Konzentration an Metallionen. Die Analyse der produzierten Graspresssafte hat eine
Zuckerkonzentration von maximal 40 g/L ergeben. Daher stellt Graspresssaft kein geeignetes
Kultivierungsmedium fir die Produktion von Zitronenséaure dar. Aus diesem Grund wurde A. niger im
Rahmen einer Feststofffermentation auf Graspresskuchen kultiviert. Dieser wurde zusatzlich mit einer
Kohlen- und einer Stickstoffquelle sowie Phosphat versetzt. Im Uberstand der Fermentation wurde (-
Glucosidase-Aktivitat nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass A. niger die Polysaccharide des
Presskuchens abbaut. Die direkte Interaktion des Pilzes mit dem Substrat wurde auch durch

mikroskopische Aufnahmen nachgewiesen.

Arbeitspaket 4: Energetische Nutzung
In Arbeitspaket 4 wurde das Gasbildungspotenzial von Lolium perenne, einem wichtigen Substrat fur
Biogasanlagen, eingehend untersucht. Die Analyse umfasste Proben aus dem Pilot- und

Validierungsversuch, die auf ihren Gehalt an fermentierbarer organischer Trockensubstanz (FoTs)

17



untersucht wurden, um das theoretische Methanbildungspotenzial abzuschétzen. Die Abschatzungen
basierten auf der anerkannten Gleichung nach WEISSBACH (2008), die unter anderem den Gehalt an
Rohasche (XA) und enzymunldslicher organischer Substanz (EULOS) bericksichtigt und mittels
Nahinfrarotspektroskopie (NIRS) bestimmt wurden. Die Ergebnisse zeigten deutlich, dass sowohl der
Schnittzeitpunkt als auch die Sortenwahl einen signifikanten Einfluss auf die Methanausbeute haben.
Insbesondere beim ersten Schnitt waren die Methanausbeuten bei einem spéaten Schnittzeitpunkt
deutlich héher als bei einem friihen. Diese Tendenz kehrte sich beim zweiten Schnitt um, wo friihe
Schnittzeitpunkte hoéhere Ertrage lieferten. Bei den folgenden Schnitten nivellierten sich die
Unterschiede, wobei die spateren Schnittzeitpunkte beim dritten und vierten Schnitt etwas hohere Werte
aufwiesen, wahrend der funfte Schnitt kaum Unterschiede zwischen den Schnittzeitpunkten zeigte.
Herausragend war die Leistung der Sorte "Euroconquest”, die tber alle Schnitte und Schnittzeitpunkte
hinweg den héchsten durchschnittlichen Methanertrag erzielte. Dies unterstreicht die Bedeutung der
genetischen Eigenschaften der Biomasse fiir die Energieproduktion. Die Analyse bestatigte auch, dass
das Erntejahr eine wichtige Rolle spielt. So flhrten beispielsweise die trockenen Bedingungen im Jahr
2022 zu einer deutlich geringeren Methanausbeute, was die Sensitivitat der Biomasseproduktion und -
gualitéat gegeniber klimatischen Bedingungen verdeutlicht. Zusammenfassend liefert das Arbeitspaket
4 wichtige Erkenntnisse fur die Planung und Optimierung von Biogasanlagen. Die Ergebnisse zeigen,
dass durch eine gezielte Auswahl von Erntezeitpunkten und Sorten nicht nur die Biomasseproduktion,
sondern auch die Effizienz der Methanproduktion deutlich gesteigert werden kann. Diese Erkenntnisse
sind fur Landwirte und Betreiber von Biogasanlagen von grof3er Bedeutung, da sie direkte Auswirkungen

auf die Wirtschaftlichkeit und Nachhaltigkeit der biobasierten Energieerzeugung haben.

Arbeitspaket 5: Alternative Nutzungsformen

Um weitere Anwendungsmoglichkeiten zu untersuchen, wurde Lolium perenne mit dem biologisch
abbaubaren Kunststoff PLA zu einem Formpresskorper verarbeitet. Lolium perenne dient dabei als
umweltfreundlicher Fullstoff in Formpresskdrpern, um den Einsatz von PLA zu reduzieren. Die so
hergestellten Platten sind ca. 3 mm dick und formstabil. Die Versuche zeigen, dass die Formpresskoérper
nur dann als brauchbar bezeichnet werden koénnen, wenn der Massenanteil an PLA in den
Formpresskoérpern grof3er als 20 % ist. Formpresslinge mit einem PLA-Massenanteil von weniger als
20 % konnten nicht ausreichend geformt werden und wiesen eine zu hohe Wasseraufnahme (>2 kg-m-
2-h12) quf. Bei einem PLA-Massenanteil von mehr als 20 % geht der Wasseraufnahmekoeffizient der
Proben gegen 0 kg'm?h?12 und die Zugfestigkeit der Proben in den Zugversuchen steigt mit

zunehmendem PLA-Gehalt linear an.

Arbeitspaket 6: Modellierung der Nutzungselastizitét

Modellierung optimaler Schnittzeitpunkt fur verschiedene Nutzungsoptionen

Im Rahmen des AP 6 wurde das CANDY-Graslandmodul zur Modellierung der Nutzungselastizitat von
Weidelgras (Lolium perenne) bei unterschiedlichen Schnittzeitpunkten in Abhangigkeit von Standort-
und Klimabedingungen eingesetzt. Ziel war es, fundierte Vorhersagen uber das Ertragspotenzial und
den Stickstoffgehalt der Biomasse zu treffen, um daraus prazise Empfehlungen fir die Nutzung - sei es

als Tierfutter, zur energetischen Verwertung oder als stoffliches Ausgangsmaterial - ableiten zu kénnen.
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Das CANDY-Modell bericksichtigt eine Vielzahl von Faktoren, die das Wachstum und die
Ertragsbildung von Weidelgras beeinflussen. Dazu gehéren die Lange der Vegetationsperiode, das
C/N-Verhéltnis der Wurzeln und der Einfluss von Schlisselfaktoren wie der Lufttemperatur und der
aktuellen Evapotranspiration. Die Simulationen basierten auf umfangreichen Eingangsdaten,

einschlieBlich Klimadaten, Managementmal3nahmen, Standort- und Bodeninformationen.

Ein spezifisches Beispiel aus dem Arbeitspaket ist die Analyse der Sorte Honroso fiir das Versuchsjahr
2017. Die simulierten Daten zeigten, wie hohe Lufttemperaturen und geringe Niederschlagsmengen in
den Sommermonaten zu einer Abnahme des Bodenwassergehalts fihrten. Diese Bedingungen hatten
einen direkten Einfluss auf den Ertrag und den N-Entzug beim zweiten Schnitt, der sowohl beim frihen
als auch beim spéten Schnitt relativ gering war. Obwohl das CANDY-Modell die Auswirkungen dieser
Umweltbedingungen auf die Boden- und Pflanzenparameter plausibel simulierte, wurde deutlich, dass
die Ertragsdynamik zwischen den Schnitten eine zusatzliche Herausforderung fir die Modellierung
darstellt. Eine zentrale Erkenntnis war der signifikante Einfluss des Ertrags des ersten Schnittes auf den
Ertrag des zweiten Schnittes. Ein hoherer Ertrag im ersten Schnitt fihrt tendenziell zu geringeren
Ertrégen im Folgeschnitt, eine Dynamik, die das Modell bereits teilweise abbilden kann, die aber noch
weiterer Verfeinerung bedarf. Die Ergebnisse und der generierte Datensatz bieten eine gute Grundlage
fur zukinftige Modellentwicklungen und -verbesserungen. Insbesondere die Méglichkeit, automatische
Dungungs- und Schnittvorgdnge besser simulieren zu kénnen, kénnte die Prognosegenauigkeit fir die
Nutzung von Weidelgras deutlich erhthen. Das Arbeitspaket 6 liefert somit wertvolle Beitrdge zur
Optimierung von Anbau- und Erntestrategien fir Weidelgras. Die Modellierung der Nutzungselastizitat
ist nicht nur fur die landwirtschaftliche Praxis von Bedeutung, sondern trégt auch zu einer nachhaltigen
Ressourcennutzung und Effizienzsteigerung in der Tierfltterung sowie der energetischen und

stofflichen Verwertung von Biomasse bei.

Modellentwicklung zur Vorhersage der Rohstoffqualitat und der stofflichen Nutzbarkeit

Die Entwicklung einer grof3technischen Bioraffinerie zur Verarbeitung von Lolium perenne stellt einen
Ansatz fir neue Verwertungsmoglichkeiten landwirtschaftlicher Ressourcen unter Beibehaltung der
bestehenden Silageproduktion dar. Basierend auf experimentellen Erkenntnissen zur Produktion von
Single-Cell-Protein (SCP) und Milchsaure wurde ein digitales Prozessmodell einer Gras-Bioraffinerie
erstellt, um  verschiedene Wertschopfungsszenarien zu evaluieren. Mit Hilfe der
Prozessplanungspakete von Intelligen Inc. und unter Berticksichtigung der experimentellen Daten der
Partner JKI und FHA wurde die Produktionsleistung und Wirtschaftlichkeit der Bioraffinerie in silico
optimiert. Dabei wurde die gesamte Produktionskette bei der Wirtschaftlichkeitsbewertung
berlicksichtigt, von der Anlieferung des Grases bis zur Aufreinigung der Endprodukte, inklusive der

Kosten fiir Lohne, Energie, Kraftstoff, Hilfsstoffe und Verbrauchsmaterialien.

Die Simulation untersuchte verschiedene Verwertungsanteile des Grases und kam zu dem Ergebnis,
dass eine Aufteilung von ca. 25 % fur die Silage und 75 % fur die Schneckenpressung mit
anschlieBender Nutzung des Presssaftes fur SCP und des Presskuchens fir die Silierung oder
enzymatische Hydrolyse die hdchsten relativen Erlose erzielt. Insbesondere die Produktion von SCP
erweist sich als besonders profitabel, was eine Ausrichtung von 80-90% der Ressourcen auf SCP und

10-20% auf Milchséaure fir weitere Simulationen nahelegt.
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Um die Gesamtwirtschaftlichkeit zu gewahrleisten, wurde die erforderliche Frischmasse (FM) von
Lolium perenne skaliert, wodurch die relativen Kostenanteile fiir Hilfsstoffe, Léhne und Energie reduziert
werden konnten. Die Modellierung zeigt, dass fir eine kostendeckende Produktion 850 t FM Lolium
perenne bendtigt werden, was einem jahrlichen Rohstoffbedarf von 95.000 t FM entspricht. Unter
Berucksichtigung der Ernteergebnisse des Partners JKI und der Verfligbarkeit von Griinland kénnte der
benétigte Rohstoff theoretisch in einem Radius von ca. 7 km um die Anlage geerntet werden. Der
geplante Betrieb ware in der Lage, jahrlich 1.900 t Futter, 823 t Milchsédure und 2.100 t (FM) Silage

kostendeckend zu produzieren.

In einem weiteren Schritt wurde die gleichzeitige Produktion von Ethanol und Zitronensaure simuliert.
In diesem Modell wurde das Gras gepresst und der Presssaft als Kulturmedium fir die Produktion von
Ethanol mit S. cerevisiae verwendet, wahrend der Presskuchen in einer Feststofffermentation mit A.
niger zur Zitronensaureproduktion eingesetzt wurde. Bei einem Einsatz von 5.250 t FM Lolium perenne

ist mit einer jahrlichen Produktion von 211 t Ethanol und 73 t Zitronensaure zu rechnen.

2.  Verwertung

a) Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen

Keine Anmeldungen von Erfindungen/geistigen Eigentumsrechten

b) Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Die Zlchtung verschiedener Sorten von Lolium perenne mit spezifischen Qualitdtsmerkmalen und
hohen Ertragen eroffnet verbesserte wirtschaftliche Perspektiven in der Landwirtschaft sowie in der
Nutzung als nachwachsender Rohstoff. Durch die gezielte Ziichtung und Entwicklung von Sorten, die
fur unterschiedliche Nutzungsoptionen optimiert sind, kann die Biomasse effizienter verwertet werden.
Dabei spielen Qualitditsmerkmale wie Rohprotein-, wasserlosliche Zucker- und ELOS-Gehalte fir die
Verwendung als Futtermittel oder fur die stoffliche Nutzung eine entscheidende Rolle, wahrend fur die
energetische Nutzung der Rohaschegehalt und EULOS und das damit verbundene

Gasbildungspotenzial von Bedeutung sind.

Die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten zielen darauf ab, die Gesamtproduktionskosten deutlich zu
senken, um Ethanol, Milchsdure und Zitronensaure wettbewerbsfahig auf dem Markt anzubieten.
Obwohl diese Produkte bereits verfigbar sind, macht die biobasierte Produktion nur einen kleinen Teil
des Gesamtmarktes aus. Es bedarf weiterer Anstrengungen, um die derzeitige Produktion auf die

Nutzung von Grasmaterialien als Ausgangsmaterial umzustellen.

Es wird erwartet, dass das Anwendungsspektrum von Lolium perenne um die Produktion von Single-
Cell-Proteinen erweitert werden kann. Dieses rein biologische Produkt kénnte durch die Verwendung
von Grassaft von Lolium perenne kostengunstiger hergestellt werden und mit besonderem Fokus auf
die Nachhaltigkeit des Rohstoffs Gras vermarktet werden. Ebenso wird erwartet, dass Aussagen
bezuglich der Eignung verschiedener Grassorten fir die Produktion von Milchsédure getroffen werden
koénnen. Die Auswahl einer geeigneten Sorte mit optimaler Ausbeute steigert letztendlich den Profit des

produzierenden Betriebs.
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Es wurde unter Einbindung eines Schneckenpressenproduzenten der Versuch unternommen, das
Produktionsverfahren von SCP, Milchsaure und Silage in einem Folgeprojekt auf einen
Technologiereifegrad (Technology Readiness Level; TRL) von 6 ,Prototyp in Einsatzumgebung® zu
steigern. Der Antrag fur das Entwicklungsvorhaben wurde abgelehnt. Die Ergebnisse der stofflichen
Nutzung zeigen zudem Anwendungsbeispiele auf und erweitern das aktuelle Anwendungsspektrum von
Lolium perenne, beispielsweise durch den Einsatz in der Fermentation von Mikroorganismen, bei der

teure Medienbestandteile kostengiinstig durch Presssaft ersetzt werden kénnen.

Die neue spektroskopische Analysemethode ermdglicht eine effektive, prazise und kostengilinstige
Analyse von Grasproben und Presssaft im Vergleich zu herkdmmlichen Methoden wie HPLC. Zusétzlich
wird erwartet, dass die Erzeugung von Formpresskérpern aus getrocknetem Gras weiter ausgebaut
wird, wodurch das Gras als kostengunstiger Rohstoff fir die Herstellung von beispielsweise gepressten

Platten zur Nutzung als Untersetzer oder ahnlichem dienen kénnte.

Die Anwendung von Modellierungstools wie dem CANDY-Modell zur Vorhersage von
Ertragspotenzialen und Nahrstoffgehalten ermdglicht eine Anpassung von Diingeempfehlungen und die
Optimierung des Erntezeitpunkts. Dies tragt dazu bei, die Qualitat und Quantitat der Biomasse zu

maximieren und den dkonomischen und dkologischen Nutzen zu steigern.

Die Anwendung eines Modells zur Analyse der Wirtschaftlichkeit einer Bioraffinerie fir die Verarbeitung
von Lolium perenne zeigt erhebliche Potenziale zur Steigerung der Rentabilitat dieser Biomasse. Durch
die Analyse verschiedener Verwertungsanteile und die Optimierung der Produktionskette kann die
Effizienz der Nutzung von Lolium perenne deutlich verbessert werden. Insbesondere die Fokussierung
auf die Produktion von Single-Cell-Protein (SCP) verspricht hohe Profitabilitat. Die Erweiterung der
Produktpalette um Ethanol und Zitronensaure erhoht die Attraktivitat der Anlage zusatzlich.
Zusammenfassend ermdglicht das Modell eine vielseitige und 6konomisch vorteilhafte Nutzung von
Lolium perenne, wodurch dessen Wert als nachwachsender Rohstoff deutlich gesteigert wird.

Durch die Fokussierung auf die Zichtung von Sorten mit optimierten Qualitditsmerkmalen und die
Nutzung fortschrittlicher Prognosemodelle kann die Vielseitigkeit und Wirtschaftlichkeit von Lolium
perenne als Futterpflanze und nachwachsender Rohstoff deutlich verbessert werden, was neue Markte

erschliel3t und zur Nachhaltigkeit landwirtschaftlicher Betriebe beitragt.

¢) Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Der Bericht stellt die wichtigsten Ergebnisse dieses Teilprojekts vor, in dem gezeigt wurde, dass
organische Sauren und Losungsmittel aus Gras als Rohstoff gewonnen werden kénnen. Um die Kosten
zu senken und die Marktnachfrage nach diesen Produkten zu befriedigen, sind jedoch Verfahren zur
Skalierung der Produktion erforderlich. Dies bedeutet, dass die Produktion in gréRerem MaRstab

erfolgen muss.

Die Projektziele wurden erreicht, eine diversifizierte Nutzung der Graser zur Produktion von Bioenergie,
Silage und chemischer Milchsé&ure ist wirtschaftlich méglich. Im Projektverlauf wurde deutlich, dass eine
weitere Steigerung der Ertrdge wahrscheinlich ist. Die erfolgreiche Etablierung eines
Blasensaulenreaktors im TRL 4 ,Prototypenaufbau im Labor mit komplexen Substraten legt nahe, dass

eine technische Weiterentwicklung und Skalierung des Verfahrens sinnvoll ist.
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Im Rahmen des Projektes wurde in Zusammenarbeit mit allen Projektbeteiligten eine Datenbasis zur
Analyse der verschiedenen Lolium perenne Sorten und deren Qualitatsmerkmale erstellt. Diese
ermdglicht den Vergleich weiterer Gréaser mit den bereits gepriften Sorten und deren Einordnung in
einen Qualitats- und Nutzungskontext, was die Zusammenarbeit der Projektpartner auch fur die Zukunft
fordert. Basierend auf den Projektergebnissen soll mindestens eine gemeinsame Publikation erstellt
werden. Dariliber hinaus kénnen die etablierten Analysemethoden zukuinftig auf neue Ziichtungen und
weitere Grassorten angewendet werden, was die Erfassung von Qualitdtsmerkmalen beschleunigt und
neue Forschungsprojekte ermdglicht. Die Ergebnisse des Pilot- und Validierungsversuches zu den
Ertrags- und Qualitatsparametern sollen beispielsweise im Rahmen des bereits genehmigten LfL-

Projektes "QSelect" fur weitere Untersuchungen zum optimalen Schnittzeitpunkt genutzt werden.

d) Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Die Erkenntnisse Uber die Auswirkungen unterschiedlicher Erntezeitpunkte auf die Biomassequalitat
und das Gasbildungspotenzial bilden eine solide Grundlage fir weiterfihrende Untersuchungen zur
Optimierung von Anbau- und Erntestrategien. Die Ergebnisse der Ertrags- und Qualitdtsanalysen
unterstitzen Landwirte bei der Auswahl geeigneter Sorten und Erntezeitpunkte, um Ertrag und Qualitat
ihrer Produkte zu maximieren. Dies wirkt sich direkt auf die Wirtschaftlichkeit der landwirtschaftlichen

Betriebe aus.

Basierend auf den Ergebnissen des Projektes besteht die Mdoglichkeit, Scale-up-Prozesse fir die
Vermarktung von Bioprodukten zu entwickeln. Dennoch bedarf es weiterer Forschungsarbeiten, um die
Machbarkeit in groRerem MaRstab zu tberprifen. Das Projekt zielt darauf ab, einen Ausgangspunkt fur
die Entwicklung neuer griner Bioraffinerie-Plattformen zu schaffen, indem es das Potenzial von Gras
als Rohstoff aufzeigt. Die Entwicklung solcher Plattformen wird auf verschiedenen Ebenen einen Beitrag
leisten, darunter zur Erreichung des Netto-Null-Emissionsziels bis 2050, zur Reduzierung des

Verbrauchs fossiler Ressourcen und zur Férderung biobasierter Produkte.

Die wissenschaftliche Anschlussfahigkeit im Bereich der technischen Weiterentwicklung (TRL) und
Skalierung ist sehr hoch. Ein Transfer in den Technikums- und Pilotmaf3stab wirde mit hoher
Wahrscheinlichkeit das Interesse wirtschaftlicher Interessenten wecken und Folgeinvestitionen
anregen. Die gesteigerte Wertschopfung durch Restprodukte brachliegender Flachen, insbesondere im
Markt fur heimische Futtermittel und Milchsaure als Grundstoff fur Biokunststoffe, unterstitzt diesen
Ansatz. Die Projektpartner bemihen sich derzeit um Fordermittel fur technologische
Weiterentwicklungen, darunter die Erhéhung der technischen Reife, Steigerung der Ausbeuten und
Erweiterung der Rohstoffbasis. Nach Identifizierung der geeignetsten Grassorten liegen zudem
Feldversuche mit dieser Variante nahe. Langfristige Studien zur Kaskadennutzung von Silage, die

ganzjahrig verfigbar ware, sind ebenfalls geplant.

Die etablierten Qualitatsanalysen und Nutzungsmdéglichkeiten kénnen auf andere Grassorten und
bedingt auf andere Rohstoffe tbertragen werden, wie beispielsweise verschiedene Pflanzen. Die
vorhandenen Eignungsvorhersagen bezuglich der Nutzung der Rohstoffe kénnen so erweitert werden,

um den optimalen Rohstoff oder die geeignete Grassorte fur die gewiinschte Anwendung auszuwéhlen.
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Die Nutzung des Presssaftes von Lolium perenne in der Fermentation ermdglicht die Herstellung
weiterer moglicher Endprodukte, wie technische Enzyme wie Cellulasen oder organische Sauren wie
Citronenséure, durch die Verwendung unterschiedlicher Mikroorganismen in verschiedenen
Reaktormodellen. So kdénnen die verwendeten Medien, sofern kompatibel, vollstandig oder teilweise
durch Presssaft ersetzt werden.

Die Erforschung alternativer Nutzungsformen von Graserbiomasse, wie die direkte Nutzung als
Faserverbundwerkstoff, bietet Ansatzpunkte fir interdisziplindre Forschungsprojekte in den

Materialwissenschaften und der nachhaltigen Produktentwicklung.

Die Modellierung der Nutzungselastizitit mit verschiedenen Modellen zeigt die Bedeutung
fortgeschrittener Simulationswerkzeuge in der Agrarforschung. Sie ermdglicht nicht nur eine genauere
Vorhersage zukunftiger Ertragspotenziale und Nahrstoffgehalte, sondern auch die Entwicklung
angepasster Dingungsstrategien und Anbauempfehlungen sowie Wirtschaftlichkeitsprognosen, die in

zukUnftigen Projekten genutzt werden kénnen.

3. Erkenntnisse von Dritten

Olszewska veroffentlichte 2021 einen Artikel Uber den Einfluss von Sorte, Dingung und des
Erntezeitpunktes auf den Kohlenhydrat-, Protein- und Biomassegehalt von Deutschem Weidelgras.
Dabei wurden ausschlieRlich die Sorten Baronka und Baika untersucht. Im Gegensatz dazu werden im
Projekt KaNu-Gras sieben andere Sorten untersucht und neben den Qualitatsparametern steht auch
die stoffliche Nutzung im Fokus. (Olszewska M. Effects of Cultivar, Nitrogen Rate and Harvest Time on
the Content of Carbohydrates and Protein in the Biomass of Perennial Ryegrass. Agronomy.
2021;11:468.).

Ein weiterer Artikel (Przemieniecki et al., 2021) beschreibt die Behandlung des Deutschen Weidelgrases
mit L-Tryptophan und die Auswirkungen auf den Gehalt an wasserléslichen Kohlenhydraten und die
Silierung. In unserem Projekt wird das Weidelgras keiner solchen zusétzlichen Vorbehandlung
unterzogen. (Przemieniecki SW, Purwin C, Mastalerz J, Borsuk M, Lipinski K, Kurowski T. Biostimulating
effect of IZtryptophan on the yield and chemical and microbiological quality of perennial ryegrass (Lolium

perenne) herbage and silage for ruminant. J Sci Food Agric. 2021;101:3969-74.).

Ein weiterer Artikel beschéftigt sich mit der Charakterisierung der Hemicellulose aus Lolium perenne
und der Verbesserung der enzymatischen Hydrolyse der Zellulose nach hydrothermaler Behandlung.
Im KaNu-Gras Projekt erwies sich die mechanische Vorbehandlung mittels einer Schneckenpresse als
vielversprechend, so dass der weitere Fokus auf den mechanischen Vorbehandlungsmaglichkeiten
liegt. (Sun S-F, Yang H-Y, Yang J, Wang D-W, Shi Z-J. Integrated treatment of perennial ryegrass:
Structural characterization of hemicelluloses and improvement of enzymatic hydrolysis of cellulose.
Carbohydr Polym. 2021;254:117257.).
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ANHANG

Teilvorhaben 1:

Energetische Nutzung sowie alternative Nutzungsformen von Weidelgras in einer Kaskade

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Das ubergeordnete Ziel des Teilprojektes 1 lag auf der Auswertung von Feldversuchen zur Analyse und
Bewertung der Ertragsleistung sowie der Qualitditsmerkmale verschiedener Sorten von Deutschem
Weidelgras (Lolium perenne) unter Berticksichtigung unterschiedlicher Erntezeitpunkte (friih vs. spét).
Ein zentraler Fokus lag auf der detaillierten Untersuchung der Auswirkungen dieser Erntezeitpunkte auf
den Ertrag und die Qualitdt der Biomasse, insbesondere im Hinblick auf Qualitatsparameter wie
Rohprotein (RP), wasserlosliche Zucker (Zucker), enzymldsliche organische Substanzen (ELOS) und
Rohfaser (RF). Diese Merkmale sind entscheidend fir die Bestimmung der Futterqualitat sowie fur die
Eignung der Biomasse flr verschiedene stoffliche und energetische Nutzungsoptionen. Zudem wurde
das Gasbildungspotential der Graserbiomasse ermittelt, um deren Potenzial fur die Biogasproduktion
zu bewerten und Optimierungsmadglichkeiten fiir die energetische Nutzung aufzuzeigen. Die
Modellierung der Nutzungselastizitat mittels des CANDY Modells zielte darauf ab, zuklnftige
Ertragspotentiale und Nahrstoffgehalte zu prognostizieren, um fundierte Empfehlungen fir
Nutzungsoptionen abzuleiten und eine Basis flr angepasste Dungeempfehlungen zu schaffen.
Insgesamt verfolgte das Teilprojekt das ambitionierte Ziel, durch eine detaillierte Ertrags- und
Qualitatsanalyse, die Ermittlung des Gasbildungspotentials sowie die Erforschung alternativer
Nutzungsformen die vielseitige Verwertbarkeit von Graserbiomasse zu optimieren und einen Beitrag zur

nachhaltigen Nutzung pflanzlicher Ressourcen zu leisten.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 1: Feldversuchswesen
Beschreibung Pilotversuch

Von 2016 bis 2019 fiihrte das Bundessortenamt mit Unterstiitzung der Bundeslander und verschiedener
Zichter an insgesamt 17 Standorten (Abbildung 1) einen Pilotversuch mit Deutschem Weidelgras durch,
dessen Proben wéahrend der Projektlaufzeit mit NIRS vermessen und die Versuchsdaten weiter
ausgewertet worden sind. An jedem Standort wurde ein Experiment im Split-Plot-Design mit drei
Blocken angelegt. Innerhalb jedes Blocks wurden die Parzellen zufallig verschiedenen Erntegruppen
und Sorten zugeordnet. Insgesamt gab es jeweils 60 Unterparzellen mit einer Grol3e von 7,5 m2 bis
12,5 m2. Die verschiedenen Gréasersorten von Lolium perenne (siehe Tabelle 1) wurden in den Jahren
2016, 2017 und 2018 ausgesat und Uber einen Zeitraum von drei Jahren ab 2016, zwei Jahren ab 2017
und einem Jahr ab 2018 geerntet. Die Graser wurden bei jeder Ernte auf eine Héhe von 7 cm
zuriickgeschnitten. Beim ersten Schnitt des Jahres wurden die Erntegruppen nach drei ausgewahlten

Standardsorten mit unterschiedlichen Austriebszeitpunkten geschnitten (Abbildung 2).
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Abbildung 1: Standorte des Pilotversuches
Tabelle 1: Sortenzusammenstellung des Pilotversuches mit zugehdrigen Erntegruppen
Sorten- Sorte Ploidie Erntegruppe Erntegruppe Erntegruppe
nummer normal? Exp.1° Exp.2°¢

01 4X

[EY

1 2

Arvicola

02 Probat 2X 1 1 2
03 Boyne 2X 2 1 2
04 Allodia 4x 2 1 2
05 Activa 4X 2 1 2
06 Indra 2X 2 2 3
07 Euroconquest 4X 2 2 3
08 Indicus 1 2X 2 2 3
09 Honroso 2X 3 2 3
10 Dressano 4x 3 2 3

a 1 = frihe Erntegruppe, 2 = mittlere Erntegruppe, 3 = spate Erntegruppe; hier werden die den Sorten eigentlich
zugeordneten Erntegruppen aufgefiihrt

b eingeordnete Erntegruppe fiir den frithen Schnittzeitpunkt

¢ eingeordnete Erntegruppe fur den spaten Schnittzeitpunkt
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Erntegruppe 3
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05 Activa
02 Probat
03 Boyne
04 Allodia
07 Euroqg.
08 Indicus1
09 Honros.
10 Dressa.
06 Indra
07 Euroq.
08 Indicus1
09 Honros.
Fornido

04 Allodia
Tl TN R

—— 06 Indra
L_ 10 Dressa.

— 01 Arvicola

Abbildung 2: Ernteplan der Lolium perenne Sorten mit 3 Erntegruppen (1=frih, 2=mittel, 3=spét)
entsprechend dem BBCH Stadium der drei Standardsorten (Giant, Activa und Fornido)

Jede Sorte wurde zu allen Schnitten eines Jahres jeweils zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
geschnitten, wobei ein Schnitt entsprechend der Erntegruppe als normaler Schnitt und ein differenzierter
Schnitt nach einer weiteren Erntegruppe erfolgte (Abbildung 1). Dabei ergab sich fir alle Sorten ein
"friherer Schnittzeitpunkt" und ein "spaterer Schnittzeitpunkt”, welche sich im Ertrag deutlich
unterscheiden (Abbildung 3). Nach Auswertung aller verwertbaren Ertragsdaten des Pilotversuches mit
Lolium perenne konnte festgestellt werden, dass sowohl der Ertrag des 1. Schnittes als auch der
Gesamtertrag zum spateren Schnittzeitpunkt immer hoher ist, unabhéngig davon, ob die entsprechende
Sorte zum normalen oder zum alternativen Schnittzeitpunkt geschnitten wurde. Ein weiteres
konsistentes Ergebnis war, dass der Ertrag des 2. Schnitts eines Jahres zu einem spéateren
Schnittzeitpunkt immer niedriger ist. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der 1. Schnitt einen deutlich
hoheren Ertrag erzielt, was zu einer geringeren Biomasse fir den 2. Schnitt fihrt, wahrscheinlich
aufgrund des Verbrauchs der Reserven an wasserloslichen Kohlenhydraten (I6slicher Zucker) zu
diesem Zeitpunkt. Die Summe aus 1. und 2. Schnitt ist aber beim spéteren Schnittzeitpunkt immer noch
héher als beim frilhen Schnittzeitpunkt. AuBerdem kann diese Ertragsdepression spatestens beim 3.
Schnitt wieder kompensiert werden. Was auflerdem auffallt ist, dass offensichtlich im ersten
Nutzungsjahr die héchsten Ertrage allgemein erzielt werden kénnen, es sei denn es handelt sich um ein
relativ trockenes Jahr wie 2018. Und tendenziell sind die Ertragsunterschiede bei den friihen Sorten
zwischen frihen und spaten Schnitt groRer als bei den spaten Sorten, wobei ein gewisser Trend
allgemein zu hdheren Ertragen bei den spaten Sorten besteht. Sowohl die Sorten als auch die Standorte
haben einen signifikanten Einfluss auf die Ertrage. Die hochsten Ertrage lieferte im Durchschnitt die
Sorte "Euroconquest’ mit 12,6 t/ha fur den frihen Schnittzeitpunkt und 13,4 t/ha fir den spéten
Schnittzeitpunkt (Abbildung 3). Der Ort mit dem hochsten durchschnittlichen Ertrag ist Scharnhorst mit
einem mittleren Trockenmasseertrag von 13,6 t/ha fur den friihen Schnittzeitpunkt und 14,6 t/ha fiir den
spéaten Schnittzeitpunkt. Im Mittel Uber alle Standorte wurden 9,3 t/ha fur den frihen Schnittzeitpunkt
und 10,2 t/ha fur den spaten Schnittzeitpunkt geerntet. Dabei scheint der Ort einen gréReren Einfluss
auf den Gesamtertrag zu haben als die Sorte, da die Variabilitdt der Ertrdge zwischen verschiedenen
Orten deutlich groRer ist als die Variabilitat zwischen verschiedenen Sorten. Dies deutet darauf hin,
dass Umweltbedingungen und Standortspezifika (wie Bodenbeschaffenheit, Klima usw.)
maoglicherweise einen starkeren Einfluss auf die Ertragsleistung haben als die genetischen

Unterschiede zwischen den Sorten.
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Beschreibung Validierungsversuch

Basierend auf den Ertragsergebnissen des Pilotversuchs wurde im Rahmen des Projekts ein
Validierungsversuch mit den Zichtern - DSV Saatzucht Steinach, Barenbrug und DLF - als
Unterauftragnehmer an den Standorten Asendorf, Steinach, Homoet und Moerstraten durchgefuhrt,
welche auch schon Standorte des Pilotversuches waren (Abbildung 1).

Ziel war es, die Ergebnisse zu validieren und Probenmaterial fir die stoffliche Nutzung zu gewinnen.
Die Zichter legten jeweils an ihren Standorten Versuche nach dem Vorbild des Pilotversuchs an. Die
Verrechnungssorten und einige aktuelle Sorten waren an allen Standorten identisch (Tabelle 2). Jeder
Zichter ergénzte dieses Grundsortiment mit neuen Sorten und Zuchtstimmen. Bei der Auswahl wurde
auf eine grof3e Sortenvielfalt geachtet, um die verschiedenen Nutzungsmdoglichkeiten im Bereich der
nachwachsenden Rohstoffe (Biomasse, Protein, Faser) abzudecken. Am JKI wurden nur ausgewahlte
Sorten in GroRparzellen angebaut, um den Projektpartnern ausreichend Biomasse zur Verfiigung
stellen zu konnen. Der Anbau erfolgte analog zum Pilotversuch jeweils in zwei verschiedenen
Erntegruppen mit jeweils 3 Wiederholungen. Um eine reprasentative Stichprobe zu erhalten, wurde von
jeder Parzelle eine gehackselte Probe von mindestens 500 g fir die Trockenmassebestimmung und
anschlieBender Vermahlung entnommen. Diese Proben wurden in einem Trockenschrank bei 60 °C 48

Stunden lang getrocknet und anschlieRend wieder bei DSV gesammelt (insgesamt ca. 2400 Proben).

Tabelle 2: Sortenzusammenstellung des Validierungsversuches

Sorte Ploidie Zuchter Zulassungsjahr
Arvicola 4x Freudenberger 2004
Exlosion 4x DSV 2018

Activa 4x Carneau 2009
Agaska 2X DLF 2018
Indicus 1 2X Innoseeds 2008
Honroso 2X DSV 2005
Barmigo 4x Barenbrug 2018

Weiteres Ziichtermaterial

Die Ertragsdaten dieses Versuches wurden dem JKI Ubermittelt und ausgewertet (Abbildung 4). Der
Validierungsversuch bestétigt uneingeschrankt, dass sowohl die Ertrdge des ersten Schnittes eines
Jahres als auch der Gesamtertrag beim spéateren Schnittzeitpunkt immer héher sind als beim friheren
Schnittzeitpunkt, auch wenn die Sorte in eine andere Ertragsgruppe eingestuft ist. Allerdings sind die
Gesamttrockenmasseertrdge der verschiedenen Sorten tendenziell deutlich niedriger als im
Pilotversuch, was auf die geringere Anzahl insbesondere der Schnitte im Jahr, der geringeren Anzahl
an Standorten und den trockenen Witterungsbedingungen in den Jahren 2021 und 2022 zurtickzufuhren
sein kann. Es bestatigte sich auch, dass nach einem hdheren Ertrag im ersten Schnitt der Ertrag im

zweiten Schnitt tendenziell niedriger ist.
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Abbildung 4: Trockenmasseertrage [t/ha] des Validierungsversuches
Arbeitspaket 2: Qualitatsanalyse

Probenaufbereitung

Bei der DSV in Asendorf wurden ca. 12 000 Proben aus dem Pilotversuch und ca. 2 400 Proben aus
dem Validierungsversuch von allen Versuchsstandorten gesammelt und katalogisiert. Die Lagerung
erfolgte in der DSV-Saatzuchtstation Ven Zelderheide bei 10 °C, trocken und dunkel. Im Auftrag des
JKI wurden dort auch alle Proben des Pilotversuches und des Validierungsversuches einheitlich
vermabhlen. Diese Proben wurden dann zum JKI transportiert und dort mittels NIRS gemessen.

Kalibration von Spektren und Verifizierung der Analysen

Die Kalibration der Spektren war am JKI bereits vorhanden, welche auf der Grundlage eines
umfangreichen Datensatzes beruht. Die Daten der NIRS-Messungen wurden jedoch mit Daten aus
nasschemischen Untersuchungen unter Verwendung von verschiedenen Proben von verschiedenen

Standorten und Versuchsjahren des Pilotversuches auf ihre Validitat hin verglichen (Abbildung 5a-d).

Beim Vergleich der Messwerte fiir die Parameter Rohproteingehalt (%), Rohfasergehalt (%), Gehalt an
l6slichem Zucker (%) und ELOS-Gehalt (%), die einerseits im Labor mittels nasschemischer
Untersuchungen und andererseits mittels NIRS ermittelt wurden, konnte eine sehr gute Korrelation
nachgewiesen werden, was die gute Kalibration bestétigt und die Verwendung der am JKI vorliegenden
NIR-Spektren ermdglicht (Abbildung 5A-D).
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Bestimmung der Qualitatsparameter

Die Qualitdtsparameter Rohprotein (RP), wasserldsliche Zucker (Zucker), enzymlésliche organische
Substanzen (ELOS) und Rohfaser (RF) wurden von allen Proben des Pilot- und Validierungsversuches
mit einem Foss NIRSystem 5000 Spektrometer (Foss GmbH, Hamburg, Deutschland) gemessen. Der
umfangreiche Datensatz an Ertrags- und Qualitdtsdaten von fast 15.000 Proben konnte somit
hinsichtlich verschiedener Aspekte allgemein und standortspezifisch ausgewertet werden und soll auch

fur zukinftige Fragestellungen weiter genutzt werden.

Beim 1. Schnitt sind die RP-Gehalte bei einem friilhen Schnittzeitpunkt grundsatzlich héher als bei einem
spaten Schnittzeitpunkt (Abbildung 6). Ab dem 2. Schnitt kehrt sich dieser Trend um und der RP-Gehalt
ist bei einem spéten Schnittzeitpunkt tendenziell héher als bei einem frilhen Schnittzeitpunkt. Bei den
Schnitten 3 bis 5 steigen die RP-Gehalte im Allgemeinen mit jedem Schnitt an, wobei die Unterschiede
zwischen den frihen und den spaten Schnittzeitpunkten geringer werden. Die frihen Schnittzeitpunkte
erfassen das Gras in einem etwas jungeren Stadium, in dem der Anteil der Blattmasse im Verhéltnis
zur Stangelmasse hoher ist. Blatter haben im Allgemeinen einen héheren Proteingehalt als Stangel,
was zu einem hoheren durchschnittlichen RP-Gehalt filhren kann. Zu einem spéateren Schnittzeitpunkt

sind die Pflanzen &lter und haben mdéglicherweise mehr Stangelmaterial, das typischerweise niedrigere
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RP-Gehalte aufweist. Dies kann insbesondere beim 1. Schnitt der Fall sein, bei dem der spate
Schnittzeitpunkt zu einem Zeitpunkt erfolgt, an dem sich das Verhaltnis von Blatt zu Stangel zugunsten
des Sténgels verschoben hat, was auch sehr gut mit den RF-Gehalten korreliert (Abbildung 9). Eine
magliche Ursache fir die unterschiedlichen Trends zwischen frilhen und spaten Schnittzeitpunkten bei
den verschiedenen Schnitten eines Jahres ist, dass sich die Nahrstoffzusammensetzung innerhalb der
Pflanze im Laufe der Zeit verandert. Nahrstoffe, einschlie3lich Stickstoff, kénnen von &lteren Blattern in
neue reproduktive Pflanzenteile umverteilt werden. Dies beeinflusst dann den RP-Gehalt der geernteten
Biomasse. Die Beobachtung, dass der Proteingehalt tiber die Schnitte eines Jahres zunachst abnimmt
und dann wieder zunimmt oder sich stabilisiert, kann teilweise durch die zunehmende Sténgelbildung
und Reifung der Pflanze in den mittleren Schnitten und die Rickkehr zu einem blattreichen Wachstum

in den spéateren Schnitten erklart werden.
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Abbildung 6: Durchschnittliche Rohproteingehalte (RP) fur verschiedene Sorten von Lolium perenne,
gruppiert nach Schnittzeitpunkt (friih vs. spét), Schnitt eines Jahres und Nutzungsjahr.

Mit zunehmendem Alter der Pflanzenbestdnde kommt es eigentlich meist zu einer Verdichtung und
Verholzung, was normalerweise zu niedrigeren RP-Gehalten fiihrt. Jingere Bestande sind tendenziell
proteinreicher. In der Abbildung 6 sind fiir das 3. Nutzungsjahr fiir den 3. -5. Schnitt jedoch relativ hohe
RP-Gehalte ermittelt worden, was wiederum daran liegen kann, dass es sich nur um Mittelwerte von 2
Standorten handelt, wo Uberhaupt diese Schnitte durchgefihrt werden konnten und es sich hier
womoglich um Vorzugsstandorte halt. Generell ist die Varianz zwischen den Standorten viel grof3er als
zwischen den Sorten, was darauf hindeutet, dass die Umwelteinflisse eines Standortes auf die RP-
Gehalte einen gréRReren Einfluss haben als die genetischen Unterschiede zwischen den verschiedenen

Sorten von Lolium perenne. Die statistische Analyse mittels ANOVA ergab, dass die Sorte zum friihen
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Schnittzeitpunkt einen signifikanten Einfluss auf den RP-Gehalt hat (p = 0,034), obwohl dieser Einfluss
im Vergleich zu anderen Faktoren relativ schwach ist. Zum spéteren Schnittzeitpunkt hatte die Sorte
keinen signifikanten Einfluss mehr auf den RP-Gehalt (p = 0.324). Der Standort hingegen hat einen sehr
starken und signifikanten Einfluss auf den RP-Gehalt zu beiden Schnittzeitpunkten (p < 0,001), was
darauf hinweist, dass der Standort einen grof3en Einfluss auf den RP-Gehalt hat. Das Nutzungsjahr
zeigt einen signifikanten Einfluss (p < 0,001) auf den ersten Schnittzeitpunkt, was darauf hindeutet, dass
auch der Zeitpunkt im Anbauzyklus eine Rolle spielt. Im Gegensatz zur frilhen Ernte zeigt das

Nutzungsjahr jedoch keinen signifikanten Einfluss auf den RP-Gehalt bei der spaten Ernte (p = 0,156).
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Abbildung 7: Durchschnittliche Ldsliche Zucker Gehalte (Zucker) fiir verschiedene Sorten von Lolium

perenne, gruppiert nach Schnittzeitpunkt (friih vs. spat), Schnitt eines Jahres und Nutzungsjahr.
Bei den ermittelten Zuckergehalten ist zwar ein ahnlicher Trend wie bei den RP-Gehalten zu erkennen
(Abbildung 7), allerdings gibt es auch ein paar Unterschiede dazu. Im ersten Nutzungsjahr sind bei den
Schnitten 1, 3 und 4 die Zuckergehalte beim friihen Schnittzeitpunkt héher als beim spéten Schnitt.
Beim 5. Schnitt ist der Zuckergehalt beim spaten Schnittzeitpunkt héher. Beim 2. Schnitt sind die Werte
ahnlich, mit einem leichten Vorteil fir den frihen Schnitt. Im zweiten Nutzungsjahr sind die
Zuckergehalte beim 1. Schnitt beim friihen Schnittzeitpunkt niedriger als beim spaten Schnittzeitpunkt.
den Schnitten 2 und 5 sind die Zuckergehalte beim spaten Schnittzeitpunkt héher. Im 3.
Nutzungsjahr sind die Zuckergehalte bei den Schnitten 1, 2 und 4 beim friihen Schnittzeitpunkt héher
als beim spéten Schnittzeitpunkt. Beim 3. Schnitt sind die Werte beim frihen Schnittzeitpunkt deutlich
héher. Beim 5. Schnitt sind die Zuckergehalte beim spaten Schnittzeitpunkt deutlich héher. Bei Schnitt

3 und 4 sind die Werte sehr &hnlich, tendenziell sind sie beim friilhen Schnittzeitpunkt etwas héher. Es
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gibt also keinen eindeutigen Trend Uber die Nutzungsjahre hinweg, was darauf hindeutet, dass die
Zuckergehalte von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden, einschlief3lich des Schnittzeitpunkts,
des spezifischen Schnitts und des jeweiligen Nutzungsjahres. Generell zeigt sich, dass die
Zuckergehalte zwischen frihen und spéaten Schnittzeitpunkten variieren kdnnen, aber die Richtung
dieser Variation ist nicht konstant Uiber die Nutzungsjahre oder Schnitte hinweg. Die beobachteten
Unterschiede im Zuckergehalt zwischen frilhen und spaten Schnittzeitpunkten sowie Uber die
verschiedenen Schnitte hinweg reflektieren die komplexe Interaktion verschiedener Faktoren wie
Wasserverflgbarkeit, Lichtintensitat, Temperaturen und Nahrstoffverfliigbarkeit. Die Ergebnisse einer
ANOVA zeigen, das zu beiden Schnittzeitpunkten sowohl die Sorte, der Standort als auch das
Nutzungsjahr einen signifikanten Einfluss auf die Zuckergehalte haben, wobei der Einflussgrad
zwischen den Schnittzeitpunkten (friih und spéat) variiert. Das Nutzungsjahr scheint beim spéaten
Schnittzeitpunkt einen starkeren Einfluss zu haben als beim friihen Schnittzeitpunkt.
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Abbildung 8: Durchschnittliche ELOS-Gehalte fir verschiedene Sorten von Lolium perenne, gruppiert
nach Schnittzeitpunkt (friih vs. spat), Schnitt eines Jahres und Nutzungsjahr.

Die Ergebnisse in Abbildung 8 zeigen, dass die ELOS-Gehalte in Abhangigkeit vom Schnittzeitpunkt
variieren. Beim 1. Schnitt ist der durchschnittliche ELOS-Gehalt beim frilhen Schnittzeitpunkt signifikant
(p < 0,0001) héher als beim spéaten Schnittzeitpunkt. Ab dem 2. Schnitt kehrt sich dieser Trend um und
die Werte der spéateren Schnittzeitpunkte weisen durchweg gleich hohe oder héhere durchschnittliche
ELOS-Gehalte auf als die friilhen Schnitte, insbesondere beim 5. Beim 2. Schnitt ist der Unterschied
weniger stark, aber immer noch signifikant, wahrend beim 3. und 4. Schnitt keine signifikanten
Unterschiede festgestellt wurden, beim 5. Schnitt ist der Effekt wieder signifikant. Die Ergebnisse einer

weiteren ANOVA zeigen, dass sowohl die Sorte, der Standort als auch das Nutzungsjahr einen
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signifikanten Einfluss auf den ELOS-Gehalt haben, unabhangig davon, ob friih oder spéat geschnitten

wird (p < 0,001). Der Standort ist in beiden Féllen der Faktor mit dem starksten Einfluss.
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Abbildung 9: Durchschnittliche Rohfasergehalte (RF) fur verschiedene Sorten von Lolium perenne,

gruppiert nach Schnittzeitpunkt (friih vs. spét), Schnitt eines Jahres und Nutzungsjahr.

Die RF-Gehalte verhalten sich in der Regel umgekehrt zu den RP-, Zucker- und ELOS-Gehalten. Die
statistische Auswertung zeigt, dass die RF-Gehalte je nach Schnittzeitpunkt und Schnitt variieren. Beim
1. Schnitt ist der mittlere RF-Gehalt bei einem spaten Schnittzeitpunkt signifikant hdher als bei einem
frhen Schnittzeitpunkt (p < 0,0001). Beim 2. Schnitt kehrt sich dieser Trend um und der friihe Schnitt
weist einen geringfligig, aber signifikant hdheren durchschnittichen RF-Gehalt auf als der spate
Schnittzeitpunkt (p < 0,0001). Bei den Schnitten 3 bis 5 sind die Unterschiede zwischen den
Schnittzeitpunkten minimal, wobei der 5. Schnitt ebenfalls einen signifikanten Unterschied aufweist,
jedoch mit geringerer statistischer Signifikanz (p = 0,032). Fiur die Schnitte 3 und 4 konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Sowohl die Sorte, der Standort als auch das
Nutzungsjahr haben einen signifikanten Einfluss auf den RF-Gehalt, unabhangig davon, ob friih oder
spat geschnitten wird. Der Standort ist in beiden Fallen der Faktor mit dem starksten Einfluss auf die
RF-Gehalte.

Die Ergebnisse zu den RP-, Zucker-, ELOS- und RF-Gehalten des Validierungsversuches bestatigen
die meisten der hier gemachten Feststellungen, auch wenn die Werte aufgrund anderer

Witterungsbedingungen und teilweise anderer Sorten auf einem anderen Niveau liegen.
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Die Ergebnisse zu RP-, Zucker-, ELOS- und RF-Ertrag, die anhand der Trockenmasseertrdge sowohl
fur den Pilot- als auch fir den Validierungsversuch quantifiziert wurden (Abbildungen 10 und 11), sind
wichtig fur die Bewertung der Futterqualitat und -quantitéat, die Grunlandflachen liefern kénnen, und
bieten wertvolle Informationen fir Landwirte. HOhere Trockenmasseertrage eines Schnittes
kompensieren dabei beispielsweise geringere RP- oder Zuckergehalte. Zwischen Pilot- und
Validierungsversuch wurden teilweise &hnliche Ergebnisse gefunden, wobei die Ertrdge im
Validierungsversuch vermutlich sowohl aufgrund der Witterung 2021/22 als auch aufgrund der
geringeren Anzahl an Versuchsstandorten und neuem Zuchtmaterial tendenziell niedriger waren und

oft keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden konnten.

Fur den Pilotversuch (Abbildung 10) wurden bei der statistischen Analyse Uber die Auswirkung des
Schnittzeitpunkts auf die Ertrége von Rohprotein (RP), Rohfaser (RF), Zucker und ELOS pro Hektar
signifikante Differenzen zwischen frihen und spéaten Schnittzeitpunkten Gber finf Schnittzyklen hinweg
identifiziert. Die Analyse zeigte, dass der Schnittzeitpunkt eine entscheidende Rolle fiir die Optimierung
der Ertrage spielt, mit deutlichen Unterschieden je nach Parameter und Schnittzeitpunkt. Beim 1. Schnitt
waren die Ertrage fur RP, RF, Zucker und ELOS bei einem spaten Schnitt signifikant hther (p < 0.001)
als bei einem friihen Schnittzeitpunkt. Dies deutet darauf hin, dass eine Verzégerung des 1. Schnitts zu
einer Steigerung der Ertrage in allen untersuchten Parametern fihren kann. Auch beim 2. Schnitt waren
die Ertrage bei einem spéaten Schnitt fir alle Parameter signifikant hoher (RP, RF, Zucker, ELOS: p <
0.001). Dies unterstreicht die Bedeutung des Schnittzeitpunkts auch im 2. Schnittzyklus fir die
Maximierung der Ertrage. Beim 3. Schnitt blieben die Unterschiede fir RP (p < 0.001) und ELOS (p =
0.0168) signifikant, mit hoheren Ertrdgen bei einem spaten Schnittzeitpunkt. Der RF-Ertrag zeigte
ebenfalls einen signifikanten Unterschied (p = 0.0088), wahrend der Zuckerertrag keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Schnittzeitpunkten aufwies (p = 0.3403). Dies legt nahe, dass die Wahl des
Schnittzeitpunkts fur die Maximierung des Zuckerertrags weniger eindeutig ist als fur die anderen
Parameter. Beim 4. Schnitt waren die Unterschiede in den RP-Ertragen (p = 0.0151) und ELOS-Ertragen
(p = 0.0409) signifikant, mit einer Tendenz zu héheren Ertragen bei einem spéaten Schnittzeitpunkt. RF
zeigte eine grenzwertige Signifikanz (p = 0.0508), und Zucker unterschied sich nicht signifikant (p =
0.4784). Fur den 5. Schnitt wurden keine signifikanten Unterschiede in den Ertragen zwischen den
Schnittzeitpunkten fur alle untersuchten Parameter festgestellt (RP: p = 0.9740, RF: p = 0.3465, Zucker:
p =0.4738, ELOS: p = 0.8683). Dies lasst darauf schliel3en, dass zu diesem Zeitpunkt im Jahreszyklus
andere Faktoren als der Schnittzeitpunkt dominieren. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass
die Anpassung des Schnittzeitpunkts, insbesondere in den ersten beiden Schnitten, signifikante Vorteile
fur die Ertrage bietet. Wahrend bei den spateren Schnitten der Einfluss des Schnittzeitpunkts auf den
Zuckerertrag abnimmt und im 5. Schnitt keine signifikanten Unterschiede mehr feststellbar sind, bleibt
die Bedeutung fir RP, RF und ELOS in den friheren Schnitten evident. Die Sorten hatten keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf die Ertrége von RP, RF, Zucker und ELOS. Dies legt nahe, dass fur
die Optimierung dieser Ertrdge mdoglicherweise andere Faktoren wie Anbaupraktiken und

Standortbedingungen von gréRerer Bedeutung sind als die Sortenwahl.

Im Validierungsversuch (Abbildung 11) sind beim ersten 1. Schnitt auch die Ertrage fur alle Parameter

bei einem spéaten Schnitt hdher als bei einem frilhen Schnitt, wobei nur fur die RF Ertrage signifikante
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Unterschiede gefunden worden sind (p < 0.001). Beim 2. Schnitt sind die Ertrage aller Parameter bei
einem spaten Schnitt etwas niedriger, was im Pilotversuch nicht der Fall. Fir den 3. Schnitt sind die
Unterschiede zwischen friih und spatem Schnittzeitpunkt minimal, wobei der spéte Schnittzeitpunkt
leicht hhere RF-Ertrage und éhnliche Werte fir die anderen Parameter zeigt. Beim 4. Schnitt fihrt der
spate Schnittzeitpunkt zu héheren Ertréagen in allen Parametern im Vergleich zum friihen Schnitt, wobei
die Unterschiede bei RP, RF und ELOS signifikant sind, wahrend Zucker keine signifikanten
Unterschiede zeigt. Die leichten Unterschiede zum Pilotversuch lassen sich mit den trockenen
Witterungsbedingungen, teilweise anderer Sortenwahl und weniger Versuchsstandorten erklaren. Die
Sorten hatten im Validierungsversuch ebenfalls keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Ertrage
von RP, RF, Zucker und ELOS.

All diese Ergebnisse liefern den Landwirten wichtige Anhaltspunkte fir die Planung von

Schnittstrategien zur Optimierung der Ertrdge und zur Verbesserung der Futterqualitat.
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Abbildung 10: Durchschnittliche Ertrage an Rohprotein (RP), I6slichem Zucker, ELOS und Rohfaser
(RF) der verschiedenen Sorten von Lolium perenne im Vergleich zwischen frihem und spatem

Schnittzeitpunkt im Pilotversuch
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Abbildung 11: Durchschnittliche Ertrdge an Rohprotein (RP), l6slichem Zucker, ELOS und Rohfaser (RF) der verschiedenen Sorten von Lolium perenne im
Vergleich zwischen frithem und spatem Schnittzeitpunkt im Validierungsversuch
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Arbeitspaket 4: Energetische Nutzung

Die Berechnung des Gasbildungspotentials erfolgte fur alle Proben des Pilot- und Validierungsversuchs
auf der Grundlage fruchtartenspezifischer Schéatzgleichungen nach WeisseacH (2008). Dieser Ansatz
beruht auf der Berechnung der fermentierbaren organischen Trockensubstanz (FoTS) und ist durch
Fermenterbilanzierungen unter Praxisbedingungen sowie stéchiometrische Berechnungen abgesichert
(WEeIssBACH, 2008, 2009). In die Formel zur Berechnung der FOTS gehen fir Graser der Gehalt an
Rohasche (RA) und die enzymunlésliche organische Substanz (EULOS) ein. Diese Inhaltstoffe mittels
NIRS bestimmt. Mit den Schétzgleichungen wird der Gehalt der jeweiligen Probe an fermentierbarer

organischer Trockensubstanz (FoTS) geschéatzt.

FoTS -Gehalt [g/kg TS] = 1000 — RA — 0,62'EULOS — 0,000221 ' EULOS?
FOTS -Ertrag [kg/ha TS] = FOTS -Gehalt [g/kg TS]/1000 TS [kg/ha]

Nach WEissBAcH (2008, 2009) kann bei den hier untersuchten Pflanzenarten mit einer potentiellen
Gasausbeute von 0,42 m3 Methan/kg FOTS gerechnet werden. Mit dieser Konstanten wurden die mittels
des Trockenmassesubstanzertrages (TS) errechneten FoTS-Ertrdge in die entsprechenden
Gasausbeuten umgerechnet (Abbildungen 12 & 13).

Die Analyse der ermittelten theoretischen Methanausbeuten (ms3/ha) in Abhéngigkeit vom
Schnittzeitpunkt (friih vs. spat) Uber die verschiedenen Schnitte (1. bis 5. Schnitt) ergab signifikante
Unterschiede in den Ausbeuten, die durch den Schnittzeitpunkt und die Sorte beeinflusst wurden. Beim
1. Schnitt des Pilotversuches (Abbildung 12) zeigte sich, dass die Methanausbeute bei einem spaten
Schnitt mit durchschnittlich 1861,17 m3/ha deutlich héher ausfiel als bei einem frihen Schnitt (&
1444,32 m3/ha). Beim 2. Schnitt war die Ausbeute bei einem frihen Schnitt hdher (@ 739,19 m3/ha) im
Vergleich zum spéaten Schnitt (3 564,47 m3/ha). Fur die 3., 4. und 5. Schnitte waren die Unterschiede
in der Methanausbeute zwischen den Schnittzeitpunkten weniger ausgepragt, wobei der 3. und 4.
Schnitt bei spatem Schnitt leicht hthere Werte zeigten, wahrend der 5. Schnitt nahezu identische
Ausbeuten fir beide Schnittzeitpunkte aufwies. Die Unterschiede in der Methanausbeute zwischen den
frihen und spéten Schnittzeitpunkten waren beim 1. und 2. Schnitt statistisch signifikant (p < 0.0001).
Fur die 3., 4. und 5. Schnitte wurden dagegen keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellit.
Es wurde des Weiteren ermittelt, dass insbesondere beim 1. Schnitt die Unterschiede zwischen den
Schnittzeitpunkten bei den meisten Sorten statistisch signifikant waren. Die Sorte Euroconquest stach
als die Sorte mit der hochsten durchschnittlichen Methanausbeute Uber alle Schnitte und
Schnittzeitpunkte hinweg hervor (& 853,69 m3/ha).

Die Ergebnisse des Validierungsversuches (Abbildung 13) bestatigen, dass die Methanausbeuten in
Abhangigkeit des Schnittzeitpunkts variieren aber das Erntejahr eine entscheidende Rolle spielt. In
beiden Jahren ist die Ausbeute beim ersten Schnitt fir den spéaten Schnittzeitpunkt héher als fir den
frihen. Die Ergebnisse fur die nachfolgenden Schnitte zeigen eine gemischte Tendenz, wobei die
Ausbeuten zwischen den Schnittzeitpunkten variieren. Im Erntejahr 2022 ist eine deutlich geringere
potentielle Methanausbeute aufgrund der Trockenmasseertragsdepression in diesem trockenen

Erntejahr ermittelt worden sind.

39



ANHANG

Ernte 2017 Ernte 2018 Ernte 2019

6000

4000

0

9107 abe|uy

6000

4000

0

2107 abejuy

G000

Theoretisches Gashildungspotential M ethan [m3ha])

4000

20004

0

8107 abejuy

%{( Q“g

§ o TREEEEE 5 <

: TRER @«@«é«@« - : 5 < 5 & o
\/ B B B DT S /I\/I\/// \/ B G B @77 B BT NSNS o i @ WD B @/@/\/ /I\/I\///
QG t:a «@ @ (@“Fe}@@\va@/fﬁ;fj&@@gbajé\@i\« & ?‘ ‘:.a cﬁ «@ @ &$®@@\Va@/§;‘;>§j&@0@&c’bﬁi§@§\« @‘\'}5?‘ c»é cﬁ «@ @ ‘\‘@-§\\Gb?\‘\\?‘$ v@i;\b \/Qfﬁ&@f bc"e\é\%d‘ (:?5
2. D s & \ 0; B s & \ 0; e s
R \S‘Q‘WQ‘WQ /0"”:&‘/ b o § < @%X?Q 0‘3/0‘3/\0‘3.@‘5\ d\/d\g‘g‘l’/@,xg I P p @&&‘29&) Qq,Qq,P\Q‘jP@‘f\ @/Q\S”qgw@/g & o 7S s @Q@v Qq/Qq/Q/ JF
[ Q&g Qg7

Sartennummer, Sortenname & Schnittzeitpunkt (F-frih, S:spat)

Schniﬂ_
1 2 3

4 5

Abbildung 12: Theoretisches Gasbildungspotential von Methan berechnet nach WeisseacH (2008) im Pilotversuch



ANHANG

Anlage 2020

3000+
20004
1000+

“ﬂ

[x)]
=1
[=]
=
L

.
[=1
[=]
=

LZ0E 33

(=1

- [5)]
(=] =1
[=] [=]
= =
L

220z a3y

Theoretisches Gasbildungspotential Methan [m*ha]
g g 8

[=1

\@é§%ﬁs\w@é\/é\ @@/\an/é_.ﬁ/g_@?& Q / /é‘/ / 5\/,{?/ /?\b‘:@ b‘/,@/,\fq/e,\b‘/ T r\/ r\/ /0/,9/,9/¢b‘/¢b‘/,gy,€;/
¥ }»%J@?%b o6 o e @“5(2;& Q;? S "9'\ G \*\"3 56 &
G\/Q?\ @/@}/@/@/ \"‘3\{.':)'\ Q\@ {:_-5\
QQ & Qi(ﬁ\ﬁ'fﬁ"?
S EE
Sortennummer, Sortenname & Schnittzeitpunkt (F-frih, S:spat)
Schnitt -
1 2 3 4

Abbildung 13: Theoretisches Gasbildungspotential von Methan berechnet nach WEissBacH (2008) im
Validierungsversuch

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass sowohl der Schnittzeitpunkt als auch die Sortenwahl wesentliche
Faktoren fir die Optimierung der Methanausbeute darstellen. Diese Erkenntnisse sind von Bedeutung

fur die Planung und Optimierung von Biogasanlagen zur Steigerung der Methanproduktion.

Arbeitspaket 5: Alternative Nutzungsformen

Im Arbeitspaket 3 zur stofflichen Nutzung von Graserbiomasse fielen keine Reststoffe an, so dass keine

Versuche dazu durchgefiihrt und keine Empfehlungen fir deren Nutzung gegeben werden konnten.

Um dennoch eine Kaskadennutzung von Gréaserbiomasse zu ermdglichen und alternative
Nutzungsmaoglichkeiten zu untersuchen, wurde im Teilprojekt 3 ein innovativer Ansatz verfolgt. Der
Fokus lag dabei auf der direkten Nutzung der reinen Graserbiomasse als Faserverbundwerkstoff. Diese
Strategie erwies sich als erfolgreich und erdffnete neue Perspektiven fir die Nutzung von
Graserbiomasse in technischen Anwendungen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen und die daraus
gewonnenen Erkenntnisse sind im Teilprojekt 3 unter Arbeitspaket 5 ausfuhrlich dokumentiert. Dieser
Abschnitt gibt einen umfassenden Uberblick (iber die Methodik, die durchgefiihrten Tests und die
erzielten Ergebnisse, die das Potenzial von Graserbiomasse in neuen Anwendungsbereichen

aufzeigen.
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Arbeitspaket 6: Modellierung der Nutzungselastizitat
Modellierung optimaler Schnittzeitpunkt fur verschiedene Nutzungsoptionen

Mit dem Griinlandertragsmodell des CANDY-Modells wurde die Ertragsentwicklung sowie der N-Entzug
von Lolium perenne in Abhéangigkeit von Standort- und Klimabedingungen simuliert, um zuklnftige
Vorhersagen Uber das Ertragspotenzial zu bestimmten Schnittzeitpunkten und den damit verbundenen
N-Gehalten der Biomasse treffen zu kdnnen. Der N-Gehalt in der Biomasse kann mit dem Faktor 6,25
in den Rohproteingehalt umgerechnet werden und kann somit neben der Ermittlung des N-Entzugs aus
dem Boden fir zukinftige Dingeempfehlungen auch zur Empfehlung von Nutzungsoptionen als Futter
fur die energetische, oder stoffliche Nutzung verwendet werden. Das im CANDY-Modell implementierte
Grunlandmodul berticksichtigt unter anderem die L&nge der Vegetationsperiode von Grinland, das C/N-
Verhéltnis der Wurzeln und den Einfluss von Schlisselfaktoren wie Lufttemperatur und aktueller
Evapotranspiration auf die Griinlandentwicklung, um wichtige Parameter wie die Bodentemperatur, den
Bodenwassergehalt, die Nettoprimarproduktion (NPP), den Trockenmasseertrag (TM-Ertrag), den
Stickstoffertrag (N-Ertrag) sowie den C- und N-Gehalt im Boden zu simulieren. Als Eingangsdaten fur
die Simulation eines Griunlandbestandes fur den Versuchsstandort Asendorf wurden Klimadaten
(Lufttemperatur, Niederschlag und Sonnenscheindauer bzw. Globalstrahlung vom DWD der Station
Diepholz in taglicher Auflésung), BewirtschaftungsmafRhahmen (wie Aussaatzeitpunkt, N-Diingung und
Schnitttermin vom Versuchsansteller DSV), Standortdaten (Hintergrundbelastungsdaten N vom UBA,
Breitengrad) und Bodendaten (u.a. Bodenschichten, Textur, Lagerungsdichte eines typischen
Bodenprofils aus der BUK200) verwendet.
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In Abbildung 14A-D sind beispielhaft die Ergebnisse der Sorte Honroso fiir das Versuchsjahr 2017
dargestellt. Die Temperatur- und Niederschlagsdaten in Abbildung 14A zeigen, dass zwischen Mai und
Juli 2017 relativ hohe Lufttemperaturen vorherrschten und relativ wenig Niederschlag fiel. Dies zeigt
sich deutlich in der Abnahme des Bodenwassergehalts (Abbildung 14B) in diesem Zeitraum. Dies erklart
auch den relativ niedrigen Ertrag und damit den ebenfalls geringen N-Entzug fiir den 2. Schnitt der Sorte
Honroso sowohl furr den friihen als auch erst recht fur den spaten Schnittzeitpunkt (Abbildung 14C-D).
Das CANDY Modell kann diese Ertragsdepression trotz plausibler Simulation der Boden- und
Wassergehalte noch nicht so gut abbilden, da der 2. Schnitt nicht nur von diesen Parametergréf3en
gesteuert wird, sondern auch signifikant vom 1. Schnitt abhangt, denn umso hdher der Ertrag des 1.
Schnittes ist desto geringere Ertrége werden tendenziell beim 2. Schnitt erzielt (Abbildung 15). Um diese
Ertragsdynamik mit dem CANDY-Modell noch besser abbilden zu koénnen und weitere
Modellentwicklungen, wie z.B. die Abbildung von automatischen Dingungs- und Schnittereignissen fur
verbesserte Zukunftsprognosen, vorzunehmen, wird der in diesem Projekt generierte umfangreiche

Datensatz weiter genutzt werden.

y=283-0138x R*=006

Ertrag Schnitt2 [t'ha]
N

Abbildung 15:

Einfluss des Ertrages des
1. Schnittes auf den Ertrag des 2.
Schnittes

Ertrag Schnitt1 [t/ha]

3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Das Teilvorhaben 1 im Rahmen des Projekts konzentrierte sich auf die Nutzung von Weidelgras (Lolium
perenne) unter verschiedenen Erntebedingungen. Ziel war es, die Ertragsleistung und
Qualitdtsmerkmale von verschiedenen Sorten des Deutschen Weidelgrases bei unterschiedlichen
Erntezeitpunkten zu analysieren und zu bewerten. Mit Hilfe der Datenbasis aus dem Pilot- und
Validierungsversuch, welche an bis zu 17 Standorten durchgefiihrt worden sind, konnten die Einflisse

von frihem und spatem Schnittzeitpunkt auf den Ertrag und die Biomassequalitéat detailliert untersucht
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werden. Besondere Aufmerksamkeit galt den Qualitatsparametern wie Rohprotein (RP), l6slichem
Zucker, der enzymldslichen organischen Substanz (ELOS) und Rohfaser (RF), die fiir die Bestimmung
der Futterqualitat sowie fur die Eignung der Biomasse fur verschiedene Nutzungsoptionen bedeutsam
sind.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Erntezeitpunkt signifikante Auswirkungen auf den Ertrag und die
Qualitat der Biomasse hat. Insbesondere wurde festgestellt, dass der Gesamttrockenmasseertrag zum
spateren Schnittzeitpunkt immer hoher ist, unabhangig davon, ob die Sorte zum normalen oder zum
alternativen Schnittzeitpunkt geschnitten wurde. Dies liefert wichtige Anhaltspunkte fiir die Planung von

Schnittstrategien zur Optimierung der Ertrage.

Die umfangreiche Qualitatsanalyse von Biomasseproben aus dem Pilot- und Validierungsversuch liefert
aufschlussreiche Erkenntnisse Uber den Einfluss des Schnittzeitpunktes auf wichtige
Qualitatsparameter wie Rohprotein (RP), wasserldsliche Zucker, enzymldsliche organische Substanzen
(ELOS) und Rohfaser (RF). Anhand von fast 15.000 Proben konnte gezeigt werden, dass der
Schnittzeitpunkt einen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der Biomasse hat, was sich
direkt auf das Nutzungspotenzial auswirkt. Bei einem frihen Schnittzeitpunkt wurden héhere RP-
Gehalte festgestellt, was wahrscheinlich auf den hdheren Anteil an Blattmasse im Vergleich zum
Stangel in diesem Wachstumsstadium zuriickzufuhren ist, da Blatter generell proteinreicher sind. Im
Verlauf der Vegetationsperiode kehrt sich dieser Trend um, und bei spateren Schnitten wurden
tendenziell héhere RP-Gehalte festgestellt, was die Verdnderung der Nahrstoffzusammensetzung
innerhalb der Pflanze im Laufe der Zeit widerspiegelt. Die Analyse der Zuckerwerte zeigte keine
konsistenten Trends zwischen frilhen und spéaten Schnitten, was die komplexe Natur der
Zuckersynthese und -akkumulation in Pflanzen unterstreicht, die von einer Vielzahl von Umweltfaktoren
beeinflusst wird. Die ELOS-Gehalte waren ebenfalls variabel, mit h6heren Werten in den friihen
Schnitten des ersten Erntetermins, die sich in den folgenden Schnitten zugunsten der spateren Schnitte
verschoben. Die RF-Gehalte waren in den spateren Schnitten hoéher, was auf das éaltere
Wachstumsstadium der Pflanzen mit einem hoheren Anteil an Stangelmaterial hinweist. Dies korreliert
mit der Beobachtung, dass jingere Bestande im Allgemeinen proteinreicher sind. Standortspezifische
Bedingungen und das Nutzungsjahr hatten einen signifikanten Einfluss auf alle untersuchten
Qualitatsparameter, was die Bedeutung klimatischer und standortspezifischer Faktoren fir die
Biomassequalitéat unterstreicht. Im Gegensatz dazu war der Einfluss der Sortenwahl auf die Qualitat

geringer als der Einfluss der Standortbedingungen.

Dariliber hinaus wurde festgestellt, dass die anhand der Trockenmasseertrage quantifizierten Ertrage
der Qualitatsparameter (RP, ELOS und RF) des ersten Schnittes eines Jahres sowie der Gesamtertrag
bei einem spateren Schnittzeitpunkt in der Regel héher sind als bei einem friheren Schnittzeitpunkt.
Wenn man also quantitativ mehr an beispielweise RP von der Flache ernten mdchte, sollte man einen
spéateren Schnittzeitpunkt wéhlen fur héhere RP Gehalte insbesondere beim ersten Schnitt dagegen

einen friheren Schnittzeitpunkt.

Die Analyse der theoretischen Methanausbeuten aus Lolium perenne im Rahmen des Projekts hat
wesentliche Erkenntnisse zur Bedeutung von Schnittzeitpunkt und Sortenauswahl fir das

Biogaspotenzial geliefert. Besonders hervorzuheben ist, dass der Erntezeitpunkt signifikante
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Auswirkungen auf die Methanausbeute hat. Ein markantes Ergebnis war die h6here Methanausbeute
beim spaten Schnitt des ersten Erntetermins, mit einem deutlichen Vorsprung gegenuber dem friihen
Schnitt. Dies unterstreicht die Bedeutung eines optimierten Schnittzeitpunkts, insbesondere beim ersten
Schnitt, um die Methanproduktion zu maximieren. Die Analyse zeigt ebenfalls, dass bei spateren
Schnitten (2. bis 5.) die Unterschiede in der Methanausbeute weniger stark ausgepragt waren. Beim
zweiten Schnitt ergab sich sogar eine héhere Ausbeute fur den frithen Schnitt, was die Komplexitat der
Entscheidungsfindung beziiglich des optimalen Schnittzeitpunkts verdeutlicht. Die statistische
Auswertung bekréaftigte die signifikanten Unterschiede zwischen den Erntezeitpunkten beim ersten und
zweiten Schnitt, wahrend bei den folgenden Schnitten keine signifikanten Unterschiede mehr festgestellt
wurden. Ein weiterer zentraler Punkt der Studie war die Erkenntnis, dass nicht nur der Schnittzeitpunkt,
sondern auch die Sortenwahl entscheidend fur die Methanausbeute ist. Die Sorte "Euroconquest"
zeichnete sich durch die hdchste durchschnittliche Methanausbeute aus, was die Relevanz der
genetischen Eigenschaften der Pflanzen fir die energetische Nutzung hervorhebt. Darliber hinaus
bestétigten die Ergebnisse des Validierungsversuchs, dass das Erntejahr und die damit verbundenen
klimatischen Bedingungen eine wesentliche Rolle spielen. Insbesondere im trockenen Erntejahr 2022
war die Methanausbeute deutlich geringer, was die Abhangigkeit der Biomasseproduktion und damit

des Biogaspotenzials von den Wetterbedingungen unterstreicht.

Die Modellierung der Nutzungselastizitat mittels des CANDY-Modells zielte darauf ab, zukulnftige
Ertragspotentiale und Nahrstoffgehalte zu prognostizieren, um fundierte Empfehlungen fir
Nutzungsoptionen abzuleiten und eine Basis flir angepasste Dingeempfehlungen zu schaffen. Diese
Ergebnisse zeigen das Potenzial der Gréserbiomasse in neuen Anwendungsbereichen auf und
unterstreichen die Bedeutung einer angepassten Ernte- und Nutzungstrategie fur die nachhaltige
Nutzung pflanzlicher Ressourcen.

Literatur:

WEISSBACH, F., 2008: Zur Bewertung des Gasbildungspotentials von nachwachsenden Rohstoffen.
Landtechnik 63, H. 6, 356-358.
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Teilvorhaben 2:

Stoffliche Nutzung von Weidelgras zur Produktion von organischen Séuren und Losungsmitteln

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Im Rahmen des Teilvorhabens 2 wurde Deutsches Weidelgras zur stofflichen Nutzung fur die
Herstellung von organischen Sauren und Lésemitteln eingesetzt. Dazu wurde das Weidelgras in eine
Faserfraktion und einen Presssaft getrennt. Der Presssaft wurde anschlielend mit verschiedenen
Analysemethoden auf die enthaltenen Nahrstoffe (Zucker, Aminosauren, Proteine, lonen, S&uren)
untersucht. Basierend auf den Ergebnissen wurde der Saft entweder als eigenstandiges
Fermentationsmedium oder als Supplement verwendet, um kommerzielle Medienkomponenten (wie
Hefeextrakt) zu ersetzen. Ethanol und Milchsaure wurden mit der konventionellen Hefe Saccharomyces
cerevisiae bzw. dem Bakterium Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis hergestellt. Die Faserfraktion des
Weidelgrases wurde hydrolysiert, um Zuckermonomere freizusetzen, die in Fermentationsprozessen
verwendet werden kénnen. Dartiber hinaus wurde die Verwendung der Presskuchenfraktion in anderen
Fermentationsprozessen (Solid-State Fermentation, SSF) zur Herstellung von Zitronensdure unter
Verwendung des Schwarzschimmels Aspergillus niger untersucht. Die Gesamtergebnisse wurden von

allen Projektpartnern gemeinsam parametrisiert und modelliert.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 2: Qualitatsanalyse

Die Ergebnisse der Qualitatsanalyse sind im Arbeitspaket 3 zusammengefasst. Dies ist darauf
zurlckzufuihren, dass die Analyse des Trockensubstanzgehalts, des Aschegehalts, des Faseranteils
und der enzymatisch abbaubaren Kohlenhydrate eng mit den im Arbeitspaket 3 angewandten Verfahren

verbunden sind.

Arbeitspaket 3: Stoffliche Nutzung

Fir diese Studie wurden acht verschiedene Sorten des Deutschen Weidelgrases (DW 2- DW 8) vom
Julius-Kuhn-Institut (Braunschweig) zur Verfigung gestellt. Aufgrund von Transportproblemen wurde
eine weitere unbekannte Sorte (DW 1) von der Deutsche Saatenveredelung AG in Hermeskeil geliefert,
um den Vergleich mit erntefrischem Gras zu ermdglichen. Im Rahmen dieser Studie wurden alle Sorten

(DW 1 - DW 8) auf ihre Lignocellulosezusammensetzung untersucht (Tabelle 3).

Die Analyse wurde mit dem NREL-Laboranalyseverfahren (LAP) nach dem Standardprotokoll von
Sluiter und Sluiter (Sluiter und Sluiter, 2010) durchgefiihrt. Von jeder Sorte wurde ein Aliquot mit einer
Schneckenpresse gepresst, um die wasserldslichen Bestandteile zu entfernen, und die festen
Ruckstande wurden auf ihre Zusammensetzung hin analysiert. Die in Tabelle 3 aufgefiihrten Ergebnisse

zeigen bemerkenswerte Unterschiede zwischen DW 1 und DW 2-8, insbesondere hinsichtlich des
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Glucangehalts. Die unterbrochene Kihlkette bei den Sorten DW 2-8 fuhrte jedoch zum Beginn des

Silierprozesses, bei dem Fruktane und Proteine teilweise verstoffwechselt wurden und ein Absinken des
pH-Werts auf 4 beobachtet wurde (Abbildung 16).

Tabelle 3: Ubersicht der analysierten Zusammensetzung der Lignocellulose und Asche von Deutschem
Weidelgras. DW 1 - 8: Analysen verschiedener Sorten von Deutschem Weidelgras (Anhang D.1). Alle
Analysen wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Die angegebenen Fehler sind Abweichungen vom
Mittelwert. SUL: s&ureunldsliches Lignin, SLL: s&ureldsliches Lignin. (Tabelle enthommen aus der
Dissertation von Dr. Ing. Jens Weirmuller, ,Prozessintensivierung auf Basis nachwachsender

Rohstoffe”, 2022).

Anteil / m%
Glucan Hemicellulose SUL SLL Asche
DW 1 21,74+0,31 1990+0,30 16,90+0,30 6,95+ 0,07 2,67 +0,34
DW 2 32,15+0,09 22,93+0,00 22,89+0,80 4,80+0,00 5,50+ 0,11
DW 3 33,84+0,19 2424+0,06 2509+232 453+0,14 4,26 + 0,13
DW 4 34,02+0,06 23,84+0,06 2269+0,99 4,79+0,13 5,32+0,9
DW 5 31,47+0,63 23,47+061 3500+1,44 4,83+0,02 4,77 + 0,03
DW 6 31,76 + 0,33 23,82+0,33 25,11+0,67 4,87+0,13 4,81 + 0,03
DW 7 33,18+0,04 24,21+0,07 20,96+0,28 5,07+0,12 4,41 + 0,07
DW 8 3259+042 23,35+0,27 3561+3,06 4,76+0,06 4,80 + 0,04
90 10
4 ®  pH Wert
80 - Saccharose |
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70 4 Fructose - 8
o ]
@) 60 -1 u - '
= 1 - 6
C ~
o 50 4 e
o = =
]
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Abbildung 16: Zusammensetzung des Presssafts von Deutschem Weidelgras. Analysiert wurden die
Konzentrationen an Sacchariden im Presssaft nach Abpressen mittels Schneckenpresse. Zusatzlich ist
der pH-Wert des Presssafts gezeigt. (Bild entnommen aus der Dissertation von Dr. Ing. Jens Weirmdiller,

.Prozessintensivierung auf Basis nachwachsender Rohstoffe", 2022).
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Aus diesem Grund wurde nur DW 1 als Substrat fir die weitere Analyse verwendet. Zunachst wurde
der mechanische Zerkleinerungsprozess der Biomasse untersucht. Dazu wurden eine Tinkturpresse
(Hochdrucktinkturpresse HP2H, Fischer Maschinenfabrik GmbH, Neuss, Deutschland) und eine
Schneckenpresse (Angel Juicer, LUBA GmbH, Bad Homburg v.d.H., Deutschland) eingesetzt, um die
feste Fraktion von der flissigen Fraktion zu trennen (Abbildung 17). Die Tinkturenpresse wurde auf 400
bar eingestellt und reduzierte den urspriinglichen Feuchtigkeitsgehalt von 62% auf 39%, wahrend die
Schneckenpresse eine Reduzierung des Feuchtigkeitsgehalts auf 50% erreichte. Diese Ergebnisse
entsprachen einer Reduktion von 37 % bzw. 19 %.
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Abbildung 17: Einfluss verschiedener Abpressverfahren auf die Biomassezusammensetzung und den
Feuchtegehalt. TM: Trockenmasse SUL: saureunlésliches Lignin, SLL: saurelésliches Lignin. Die
abgebildeten Fehler sind Abweichungen vom Mittelwert. Alle Analysen wurden mindestens in
Duplikaten durchgefiihrt. (Bild entnommen aus der Dissertation von Dr. Ing. Jens Weirmiller,
,Prozessintensivierung auf Basis nachwachsender Rohstoffe®, 2022).

Es lassen sich keine nennenswerten Unterschiede in der Zusammensetzung der Weidelgraser
feststellen, weder beim Vergleich der Pressverfahren noch beim Vergleich des ungepressten mit dem

gepressten Gras. Unterschiedliche Ergebnisse ergaben sich bei der Analyse der Zusammensetzung
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des Graspresssaftes. So wurden je nach Pressverfahren héhere Konzentrationen an Glucose (ca. 30
g/L) und Fructose (ca. 40 g/L) sowie eine geringe Konzentration an Saccharose/Cellobiose (ca. 8 g/L)
festgestellt. Die Wahl des Verarbeitungsverfahrens hatte demnach keinen signifikanten Einfluss auf die
Zuckerkonzentrationen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Zusammensetzung des Presssafts von Deutschem Weidelgras. Analysiert wurden die
Konzentrationen an Sacchariden im Presssaft nach Abpressen mittels Schneckenpresse (links) und
Tinkturenpresse (rechts). (Bild entnommen aus der Dissertation von Dr. Ing. Jens Weirmdller,
.Prozessintensivierung auf Basis nachwachsender Rohstoffe®, 2022).

AnschlieBend wurde der Einfluss der hydrothermischen Prozesse auf die Zusammensetzung der
mehrjahrigen Weidelgrasfasern untersucht, die nach dem Tinkturpressen und dem Schneckenpressen
gewonnen wurden. Als Vorbehandlungen wurden Liquid-Hot-Water (LHW) und Organosolv (OS)
gewahlt und beide in einem Druckreaktor BR-500 (Berghof Products + Instruments GmbH, Eningen,
Deutschland) fur 15 min bei 180°C mit einem Flottenverhaltnis von 1:10 durchgefiuhrt (Abbildung 19).
Der Aufschluss wurde mit vollentsalztem Wasser fiur den LHW-Prozess und mit 50 % (v/v) Ethanol fir
den OS-Aufschluss durchgefihrt. Die LHW-Vorbehandlung filhrte zu einem Anstieg des
Cellulosegehalts in der Faserfraktion (von 0,23 g/g auf 0,39 g/g). Allerdings wurde eine Verringerung
des Hemicellulosegehalts beobachtet, der um 57 % (auf einen Gehalt von 0,1 g/g) gesenkt wurde. Die
Entfernung der Hemicellulose sowie der Lipide und Proteine flhrte zu einem Anstieg des Ligningehalts
auf etwa 0,41 g/g (+ 77 %). Die gleichen Ergebnistrends wurden nach dem OS-Aufschluss bei der
Hemicellulose (- 11 %) und dem Lignin (+ 17 %) erzielt. Der Cellulosegehalt nach der OS-
Vorbehandlung war fast der gleiche wie bei der LHW-Behandlung (0,34 g/g). Die Gesamtergebnisse
zeigen, dass die hydrothermischen Vorbehandlungen des mehrjahrigen Weidelgrases &hnliche

Auswirkungen auf die Zusammensetzung der Fasern hatten.
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Abbildung 19: Zusammensetzung von hydrothermal vorbehandeltem Deutschen Weidelgras bezuglich
der enthaltenen Lignocellulose nach verschiedenen Abpressverfahren. Alle Vorbehandlungen wurden
bei 180 °C mit einer Behandlungszeit von 15 min, einem Flottenverhaltnis von 1:10 und einer
Ruhrgeschwindigkeit von 600 rpm unter 5 bar N2-Atmosphare durchgefuhrt. Das Deutsche Weidelgras
wurde in feuchter Form eingesetzt. Gezeigt sind die Mittelwerte von zwei unabhangigen Analysen. Die
abgebildeten Fehler sind Abweichungen vom Mittelwert. Unbeh.: unbehandelt, LHW: Liquid-Hot-Water,
OS: Organosolv. (Bild entnommen aus der Dissertation von Dr. Ing. Jens Weirmdller,
,Prozessintensivierung auf Basis nachwachsender Rohstoffe, 2022).
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Abbildung 20: Bildung von hydrothermalen Abbauprodukten bei LHW und OS Vorbehandlungen von
Deutschem Weidelgras. Alle Vorbehandlungen wurden bei 180 °C, einer Behandlungszeit von 15 min,
in einem Flottenverhaltnis von 1:10 und mit einer Ruhrgeschwindigkeit von 600 rpm durchgefiihrt. Das

Deutsche Weidelgras wurde in feuchter Form eingesetzt. LHW: Liquid-Hot-Water, OS: Organosolv.
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Die Aufschlussbedingungen beeinflussen jedoch nicht nur die Faserfraktion, sondern fihren auch zur
Bildung von Abbauprodukten, die das mikrobielle Wachstum hemmen. Die beiden
Aufschlussiibersténde wurden auf Furanderivate (Furfural und 5-Hydroxymethylfurfural (HMF)) und
organische Sauren (Ameisen- und Essigséaure) untersucht (Abbildung 20). Die Ergebnisse zeigten, dass
die 0OS-Vorbehandlung im Vergleich zum LHW-Verfahren zu einer geringeren Menge an

hydrothermalen Abbauprodukten fiihrte.

Um in einem letzten Prozessschritt vergarbare Zucker fir Produktionszwecke zu erzeugen, wurde eine
enzymatische Hydrolyse der anfallenden Gérreste durchgefiihrt. Daflir wurde zunéachst untersucht, wie
sich die verwendeten Pressverfahren auf die Hydrolysierbarkeit von Weidelgras auswirken und ob
getrocknete oder unbehandelte Biomasse zu besseren Hydrolyseergebnissen fihrt. Mit einer SP
abgepresstes und getrocknetes Weidelgras (48 h, 50°C) hatte die beste Hydrolyse mit einer Ausbeute
von 82 %, gefolgt von ungetrocknetem Weidelgras (67 %) und mit einer TP abgepresstem Weidelgras
(55 %). Die Hydrolyseergebnisse von nicht getrocknetem Weidelgras ergaben etwa 5 % (SP,
unbehandelt) bis 10 % (TP) geringere Glukoseertradge nach der enzymatischen Hydrolyse. Ferner wurde
die Auswirkung der angewandten Aufschlussverfahren (OS und LHW) auf die enzymatische
Hydrolysierbarkeit untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt. Um ausschlieBlich die
Auswirkungen der hydrothermalen Aufschliisse abzubilden und die Auswirkungen der mechanischen
Vorbehandlung (SP, TP) auszuschlieBen, wurde der Aufschlussriickstand getrocknet und mit einer
Scheibenmuhle (Fidibus Classik, Komo GmbH & Co. KG, Hopfgarten, Deutschland) zu Pulver
vermahlen und anschlieRend enzymatisch hydrolysiert (Abbildung 21). Die Gesamtergebnisse zeigten,
dass die hydrothermischen Vorbehandlungen die Glukoseausbeute im Vergleich zu nicht
hydrothermisch vorbehandeltem Material erhéhen. Insbhesondere die Glukoseausbeute erreichte 93-
95 %, unabhéangig von der vorangegangenen mechanischen Behandlung. Die einzige Ausnahme wurde
beobachtet, wenn die Biomasse einer TP gefolgt von der hydrothermalen OS-Vorbehandlung
unterzogen wurde (81 %). Die Gesamtergebnisse zeigen, dass die SP-Vorbehandlung positive
Auswirkungen auf die Hydrolysierbarkeit des Materials hat. Die Ausbeute kann durch eine
hydrothermale Vorbehandlung noch um ca. 10 % gesteigert werden. Allerdings fiuhren die
hydrothermalen Vorbehandlungen, wie bereits erwahnt, zur Bildung einiger Inhibitoren, die die
Fermentationsausbeute verringern. Dementsprechend werden diese harschen Behandlungsmethoden

in dieser Arbeit nicht berlicksichtigt.

Die nachste Lieferung der Proben (Mai 2021) ist mit Verspatung seitens der Spedition eingetroffen. Die
Proben waren nicht brauchbar, da sie mehrere Tage lang ungekihlt blieben, wodurch der
Silierungsprozess in Gang gesetzt wurde. Die folgende Lieferung (Juli 2021) ist wie erwartet
eingetroffen. Alle folgenden Versuche wurden mit diesen Proben durchgefihrt. Weitere Analysen zur
enzymatischen Hydrolyse wurden durchgefiihrt. Insbesondere wurden kinetische Studien durchgefihrt,

um die Zuckerfreisetzung im Laufe der Zeit zu analysieren (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Ausbeuten der enzymatischen Hydrolyse (24 h) nach verschiedenen mechanischen und
hydrothermalen Vorbehandlungen. Hydrolysebedingungen: Natriumacetatpuffer (0,1 M, pH 5). T = 50
°C, 50 U/min, 0,1 g Enzym/g Trockengewicht (50 % Ultraflo Core & 50 % Ultraflo Max). (Bild entnommen
aus der Dissertation von Dr. Ing. Jens Weirmdliller, ,Prozessintensivierung auf Basis nachwachsender
Rohstoffe”, 2022).
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Abbildung 22: Zuckerfreisetzung aus mechanisch vorbehandelter Biomasse mit niedrigem Ligningehalt
im Laufe der Zeit). Die enzymatische Hydrolyse wurde bei 50°C, 50 U/min und pH 4,8 (100 mM Natrium-
Acetat-Puffer) durchgefiihrt. Der Feststoffgehalt betrug 10 % (w/w) und die Enzymkonzentration wurde
auf 0,16 g Enzymldésung g Biomasse-1 unter Verwendung von Xylanasen (60 %) und Pektinasen (40
%) eingestellt. Die Proben wurden nach 0, 2, 4, 8, 24, 48, 72 und 96 Stunden entnommen. Alle Versuche
wurden in doppelter Ausfihrung durchgefihrt.
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Die Ergebnisse zeigten, dass sowohl Glukose als auch Xylose zu Beginn der Hydrolyse schneller
freigesetzt wurden und nach und nach einen Gleichgewichtszustand erreichten. Daruber hinaus ist ein
Unterschied zwischen der Glucan- und der Xylan-Hydrolyse zu beobachten: Die Glucosefreisetzung
anderte sich nach 24 Stunden nur wenig, wéahrend die Xylosemenge weiter anstieg. Es ist gut moglich,
dass die Xylan-Hydrolyse erst dann beginnt, wenn das Glucan ein wenig hydrolysiert ist. Die
Prozentséatze der freigesetzten Zucker wurden wie folgt berechnet:
6éi&>'§2réo'9%2pnn 1)
| 20 20

Dabei ist Cs die Konzentration (in g/L) des gelosten Zuckers im Uberstand, Cso die anfangliche
Zuckerkonzentration (in g/L), aS das Molekulargewicht des Zuckers zum Polymer (Us = 1,11 fiir Glucose
zu Glucan und 1,14 fur Xylose zu Xylan), Cjo die anfangliche Konzentration der unldslichen Feststoffe
(in g/L) und Mpo der anfangliche Massenanteil des Polymers im unléslichen Feststoff. Das
Gesamtexperiment fihrte zu einer Freisetzung von mehr als 20 % der Glukose und etwa 20 % der
Xylose. Zur Beschreibung der enzymkatalysierten Reaktionen mit nur einem Substrat wurde das

mathematische Modell nach Michaelis-Menten (Gleichung 2) verwendet:
0 )

Dabei ist v die Produktbildungsrate, Vmax ist die maximale Geschwindigkeit, die bei der maximalen
Substratkonzentration erreicht wird, und Ky ist die Substratkonzentration, bei der die Geschwindigkeit
die Halfte von Vmax betragt. Die anfangliche Reaktionsgeschwindigkeit wird berechnet, indem die
Anderung der Substratkonzentration bzw. der Produktkonzentration und die Reaktionsdauer insofern
korreliert werden, als ihr zeitlicher Verlauf als linearer Zusammenhang angenommen wird. Demnach
wurde festgestellt, dass der lineare Bereich in den ersten 8 Stunden der Fermentation auftritt
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Integrierte Michaelis-Menten-Methode zur Bestimmung der kinetischen Parameter Vmax
und KM. Volle Kreise: experimentelle Daten; leere Kreise: vorhergesagte Daten.
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Es war moglich, die kinetischen Parameter Vmax und Ky durch Integration der Michaelis-Menten-

Gleichung experimentell zu bestimmen. Bei dieser Integration wurde davon ausgegangen, dass die

Ruckreaktion vernachlassigbar ist und dass das Produkt die Reaktionsgeschwindigkeit nicht beeinflusst:
Y U
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p Y Y w
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Da die Berechnung auf der im Laufe der Zeit abnehmenden Substratkonzentration beruht, wurde die

Substratkonzentration wie folgt berechnet:

Y 0Qi G ak THOI GERERY 00 Ho Ho (5)

Aus diesen Berechnungen konnten der Vmax und der Ku errechnet werden, die sich auf 0,6 mmol/min

bzw. 93,4 mmol/L beliefen.

Im Meilenstein 3.4 wurde die Analyse der Presssafte als Ersatzstoff in Fermentationen durchgefihrt. Zu
diesem Zweck wurden die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) und die
lonenchromatographie (IC) eingesetzt, um Aminosauren, lonen und Sauren zu analysieren. Der
Proteingehalt im Saft wurde mit dem Bradford-Assay analysiert. Zur Verbesserung der Analyse des
Saftes nach der mechanischen Vorbehandlung wurden beispielhaft drei verschiedene Grasproben
ausgewabhlt, die zum Frihschnitt (Arvicola), Mittelschnitt (Agaska) und Spétschnitt (Barmigo) gehéren
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Zusammensetzung der Safte in Bezug auf Zucker, Proteine, Aminoséauren, Kationen und
Anionen. Die Séfte wurden aus den im Juli 2021 eingegangenen Grasproben gewonnen. HPLC-
Bedingungen fiur die Analyse von Zucker: Aminex HPX-87H S&ule, Eluent 2,5 mM H2SOa4, T=80°C,
Flussrate= 0,6 mL/min; der Proteingehalt wurde mittels Bradford-Assay bestimmt; Bedingungen fir die
Analyse von Aminosauren: C18-Saule, Elutionsmittel: 50% (v/v) Methanol und Eluent A, T=30°C,
Flussrate= 0,1 mL/min, Fluoreszenzdetektor, Derivatisierung mit OPA-Reagenz; IC-Bedingungen fir die
Analyse von Anionen (Saule: Methohm Metrosep C 6-250/4.0, Vorsaule: Methrom Metrosep C6
Guard/4.0, Eluent: 4 mM Salpetersaure und 0,7 mM Dipicolinsaure, Flussrate= 0,9 mL/min, T= 35°C,
Druck= 9,2 Mpa, Leitfahigkeit= ca. 1380 uS/cm) und Kationen: (Saule: Metrohm Metrosep A Supp 5-
250, Vorséaule: Metrohom Metrosep A Supp 5 Guard/4.0, Eluent 3,2 mmol/L Na2COsz und 1,0 mmol/L
NaHCOs, Flussrate= 0,7 mL/min, T= 35°C, Druck= 11,2 Mpa, Leitfahigkeit= ca. 1,2 pS/cm).

friher Schnitt mittlerer Schnitt spater Schnitt
Arvicola Agaska Barmigo
Zucker [g/L] 23.8 39.5 28.3
Proteine [mg/L] 559 683 642
Aminosauren [mg/L] / 3130.5 2560.9
Kationen [g/L] 9.3 8.1 8.2
Anionen [g/L] 6.0 5.9 4.8
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In allen Saften war Arginin die am haufigsten vorkommende freie Aminosaure mit einer Konzentration
von 0,7 g/L in Agaska und 0,61 g/L in Barmigo. Andere Aminoséuren, die in hoher Konzentration
vorhanden waren, waren Leucin und Lysin. Glutaminsdure und Asparaginséure waren dagegen in
geringen Mengen vorhanden. Die Proteinkonzentration wurden mit dem Bradford-Assay quantifiziert,
wobei sich herausstellte, dass sie in Agaska hoher waren als in den anderen Sorten. Die Anionen
wurden in Form von Chlorid, Nitrit, Nitrat, Phosphat und Sulfat analysiert. Die Kationen wurden in Form
von Natrium, Ammonium, Kalium, Magnesium und Kalzium charakterisiert. Die frilhe und die mittlere
Sorte weisen im Vergleich zur spaten Sorte einen hoheren Gehalt an beiden lonen auf. Die Sauren

wurden mittels HPLC quantifiziert und die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Konzentration der organischen S&uren in den verschiedenen Presssaften. HPLC-
Bedingungen: H+ Saule, Eluent: 9 mM H2SO4, T=55°C, Flussrate= 0,3 mL/min

[9/L]
Zitronsaure | Apfelsaure | Bernsteinsaure | Milchsdure | Essigsaure
Arvicola 1,5 / 117 51 57,4
Agaska 4,3 3,4 85,8 1,6 16,8
Barmigo 59 2,0 70,0 2,3 81,5

Die Gesamtergebnisse haben gezeigt, dass Graspresssaft einen hohen Nahrstoffgehalt hat, der in den
Ublichen Fermentationsmedien zu finden ist. Dementsprechend wurde der Saft in mikrobiellen Kulturen

getestet.

Nach dem Zeitplan sollte der Meilenstein 3.4 durchgefiihrt werden. Aus organisatorischen und
Verfugbarkeitsgrinden wurde der Meilenstein 3.4 jedoch mit dem Meilenstein 3.5 getauscht, der die
Schaffung neuer Prozessketten mit Gras zum Ziel hatte. Demnach wurde Zitronensaure mit Hilfe des
Pilzes Aspergillus niger hergestellt. Zunachst wurde die Produktion von Zitronenséaure in Schittelkolben
unter Verwendung des synthetischen Mediums nach Papagianni et al. (2004) untersucht [2]. Die
Kultivierungen wurden bei 32°C, 200 U/min, pH= 2,4 und mit einem Sporeninokulum von 10* Sporen/mL
durchgefuhrt. Die Fermentation dauerte 14 Tage und am Ende wurden 76 g/L Zitronensaure produziert.
Die Bildung von Zitronensaure ging mit einer Abnahme des pH-Wertes einher, der einen Wert von 1,2
erreichte (Abbildung 24A), und es wurde eine geringe Menge Oxalsaure nachgewiesen. Die Biomasse
wurde durch Trocknen der Biomasse bei 50°C gemessen, und am Ende der Fermentation wurden etwa
9 g/L mikrobielle Biomasse ermittelt (Abbildung 24B).

Zitronensaure (CA)  wird unter  bestimmten wie  hohen

Zuckerkonzentrationen (100-200 g/L), einer geringen Konzentration an Metallionen und einem niedrigen

nur Umgebungsbedingungen

pH-Wert hergestellt. Unter Beriicksichtigung all dieser Parameter war die Herstellung von Zitronensaure

in Graspresssaft nicht geeignet, da eine hohe Zuckerkonzentration und eine geringere

lonenkonzentration erforderlich waren. Aus diesem Grund wurde beschlossen, die

Feststofffermentation (Solid-State Fermentation, SSF) unter Verwendung des Graspresskuchens
entweder als festem Trager oder als Kohlenstoffquelle einzusetzen. Die SSF wurde bei einem
Feuchtigkeitsgehalt von 75% (w/v), T= 32°C und 140 U/min durchgefiihrt. Der Graspresskuchen wurde

im Autoklaven sterilisiert und dann mit 107 Sporen/grrockenmasse beimpft. Parallel dazu wurden
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Kontrollversuche ohne die Beimpfung des Presskuchens durchgefuhrt. Unter den oben genannten
Bedingungen war Aspergillus niger nicht in der Lage zu wachsen und Zitronensaure zu produzieren,
was wahrscheinlich auf die geringe Verfiigbarkeit von Kohlenstoff zurtickzufiihren ist. Aus diesem Grund
wurde der Graspresskuchen mit anderen Nahrstoffen ergénzt. Unter Berlcksichtigung der
Zusammensetzung des zuvor verwendeten synthetischen Mediums wurden insbesondere Kohlenstoff

(Glukose oder Presssaft), Stickstoff (Ammoniumsulfat) und Phosphat (Kaliumphosphat) zugesetzt.
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Abbildung 24A-B: Produktion von Zitronenséaure (A) und Biotrockenmasse (B) durch Aspergillus niger
in synthetischem Medium nach Papagianni et al., 2007 [2]. Die Kultivierungen wurden in Schittelkolben,
32°C, 200 U/min fur 14 Tage durchgefuhrt. Der Versuch wurde in doppelter Ausfuhrung durchgeftihrt,
und die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Die Fermentation wurde 4 Tage lang durchgefiihrt, bis das Myzel von Aspergillus niger auf dem Kuchen
sichtbar wurde. Nach 4 Tagen wurde 10 % (w/w) destilliertes Wasser hinzugefiigt und fir 1 Stunde bei
einer Geschwindigkeit von 140 U/min inkubiert, um die produzierte Saure zu gewinnen. Die fllissige
Fraktion wurde durch Filtration von den Feststoffen getrennt. Der Uberstand wurde dann mittels HPLC
analysiert. Die Analyse ergab, dass 87,4 gca/kgrm unter Verwendung von 25 %(v/w) Glukose als
Kohlenstoffquelle hergestellt wurden. Dariiber hinaus wurden 2,1 gca/kgrm bei Verwendung von 25 %
(w/w) Presssaft gefunden. Es wurden die Uberstiande auf den Proteingehalt analysiert, um festzustellen,
ob Aspergillus niger den Presskuchen als Nahrstoffquelle oder nur als festen Trager nutzte. Die
Ergebnisse zeigten, dass 10 pg/ml Proteine nachgewiesen wurden, wenn der Kuchen mit Glukose
erganzt wurde. Bei den Versuchen mit dem Zusatz von Presssaft wurden 8,6 ug/ml nachgewiesen. Es
war bekannt, dass Aspergillus niger cellulolytische Enzyme zum Abbau von Zellulose und Hemicellulose
produziert. Um zu untersuchen, ob einige dieser zellulolytischen Enzyme sekretiert werden, wurde ein
B-Glucosidase-Assay durchgefihrt. Die Aktivitdt von 3-Glucosidasen wurde sowohl im Experiment mit

Glucose als auch mit Presssaft nachgewiesen (Abbildung 25).

Die Aktivitat (U/g) wurde anhand der folgenden Gleichung gemessen:

w — Z
Y o gp Bl eaobra0ans (©)
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Abbildung 25: B-Glucosidase-Aktivitat in den Uberstanden nach SSF. Alle Experimente wurden in
zweifacher Ausfiihrung durchgefiihrt und die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Die hochste Aktivitat wurde festgestellt, wenn dem Graskuchen 25 % (w/w) Presssaft zugesetzt wurde.
Dieses Ergebnis lasst sich durch die Tatsache erklaren, dass der Presssaft weniger fermentierbare
Zucker enthélt als die reine Glukose. Demnach war Aspergillus niger gezwungen, die Polysaccharide
im Presskuchen abzubauen, um sein Wachstum aufrecht zu erhalten und Zitronensaure zu produzieren.
Um den SSF-Prozess weiter zu untersuchen, wurden mikroskopische Analysen durchgefuhrt, um die
Fahigkeit des Pilzes, auf dem Presskuchen zu wachsen, genauer zu untersuchen. Die Versuche wurden
an der Chalmers Universitat (Goteborg - Schweden) in der Abteilung fur industrielle Biotechnologie unter
der Leitung von Dr. Vera Novy und Prof. Lisbeth Olsson durchgefiihrt. Die SSF-Proben wurden in 10 %
(v/v) Formaldehyd fixiert und bei 4 °C gelagert. Kleine Stiicke des Kuchens wurden sorgféltig
geschnitten und in 50 mM Natriumcarbonat-Bicarbonat-Lésung (pH 9,2) gewaschen. Danach waren die
Proben bereit fir die Farbung, die mit Calcofluor white durchgefuhrt wurde. Die Proben wurden mit der
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) unter Verwendung eines 40fachen Objektivs
abgebildet. Entsprechend der Charakteristik des Farbstoffs wurde die Anregungswellenlange auf
414 nm eingestellt, und die Emission wurde im Spektralbereich von 420-460 nm detektiert, der der
spektralen Charakteristik des Farbstoffs entspricht. Abbildung 26A-B zeigt die Bilder der SSF, die unter
Zugabe von 25 % (v/w) Glukose durchgefihrt wurde. Diese Bilder bestatigen zum einen die Fahigkeit
des Pilzes, auf dem Presskuchen zu wachsen. Insbesondere legte sich der Pilz nicht nur auf den
Presskuchen, sondern interagierte eng mit diesem, indem er ihn mit seinen Hyphen bedeckte
(Abbildung 26A). Diese Beobachtung und die Untersuchung der enzymatischen Aktivitat zeigten, dass
der Pilz wuchs und den Presskuchen als Nahrstoffquelle nutzte. Die kompakte, lange und intakte
Myzelstruktur des Pilzes verdeutlichte die Dominanz des apikalen Wachstums, was zur Unterdriickung

der Bildung von Seitenasten flhrte.
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Abbildung 26A-B: Bilder von SSF, die unter Zugabe von 25 % Glukose (v/v) durchgefiihrt wurden. A
zeigt die Fahigkeit des Pilzes zu wachsen und mit dem Presskuchen zu interagieren, indem er einen
Teil des Feststoffs umhdillt (gelbe Pfeile). B zeigt das Myzel des Pilzes, das kompakt und intakt erschien,
mit langen und ununterbrochenen Hyphen. Die Bilder wurden mit der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie aufgenommen (Anregungswellenlange: 414 nm, Emissionswellenlangenbereich: 420-460
nm).

Abbildung 27A-B: Bilder einer SSF mit einem Zusatz von 25% Presssaft. A zeigt die h6here Anzahl der
seitlichen Verzweigungspunkte in der Pilzhyphe (gelbe Kreise) bei Vorhandensein einer geringeren
Menge dispergierten Zuckers. In diesem Fall sind mehr Unterbrechungspunkte zu beobachten (B),
wodurch der Pilz seine Oberflache vergréRern konnte. Die Bilder wurden mit der konfokalen Laser-
Scanning-Mikroskopie aufgenommen (Anregungswellenlange: 414 nm, Emissionswellenlangenbereich:
420-460 nm).
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Abbildung 27A-B zeigt die Bilder einer SSF, die mit einem Zusatz von 25% (v/w) Presssaft durchgefiihrt
wurde. Im Gegensatz zu den vorherigen Bildern ist die Hyphenstruktur durch die seitlichen
Verzweigungspunkte starker unterbrochen (Abbildung 27A). Das daraus resultierende Hyphengeflecht
ermdglichte es dem Pilz, seine Oberflache zu vergrofRern, um die Nahrstoffaufnahme zu erhdhen.
Dieses Ergebnis wird auch durch die héhere enzymatische Aktivitat des Pilzes belegt.

Die Auswertung der Lignin-Autofluoreszenz wurde durchgefiihrt, um den Presskuchen und das
Pilzmyzel zu unterscheiden (Abbildung 28 A-B). Diese Analysen bestatigten die vorherige Beobachtung:
lange und ununterbrochene Hyphen in Gegenwart von Glukose und mehr Verzweigungspunkte in
Gegenwart von Presssaft.

- ERESE 100 pnf/_(54) s AR
Abbildung 28A-B: Bilder einer SSF, die mit 25% Glukose (A) oder 25% Presssaft (B) durchgefihrt
wurden. Gelbe Kreise markieren Verzweigungspunkte. Die Bilder wurden mit der konfokalen Laser-

Scanning-Mikroskopie aufgenommen (Anregungswellenlange: 490 nm, Emissionswellenlangenbereich:
510-560 nm).

Nach dem Nachweis der Tauglichkeit des Graspresskuchens als Substrat entweder in der
enzymatischen Hydrolyse oder in der SSF wurde der Nahrstoffgehalt des Presssaftes analysiert, um
ihn als Medium fir die Flussigfermentation zu verwenden. Der Saft wurde auf seinen Gehalt an Zuckern,
Proteinen, Aminoséuren und weiteren Inhaltsstoffen wie Anionen und Kationen untersucht. Alle diese
Bestandteile sind bekanntermaRen flr einen erfolgreichen Fermentationsprozess von grundlegender
Bedeutung und stellen die Hauptelemente der Standard-Kulturmedien dar. Tabelle 6 zeigt die

Zusammensetzung der Sorte Explosion bei zwei verschiedenen Schnittzeitpunkten (friih und spat).
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Tabelle 6: Zusammensetzung der Safte in Bezug auf freie Zucker, Proteine, Aminosauren, Kationen
und Anionen. Die Safte wurden aus den im Mai 2023 eingegangenen Grasproben gewonnen. HPLC-
Bedingungen fir die Analyse von Zucker: Aminex HPX-87H Saule, Eluent 2,5 mM H2SO0s4, T=80°C,
Flussrate= 0,6 mL/min; der Proteingehalt wird mittels Bradford-Assay bestimmt; Bedingungen fir die
Analyse von Aminosauren: C18-Saule, Elutionsmittel: Eluent (A): 0,025 M Natriumacetat-Anhydrat,
0,025 M Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat, pH 7, dann wurden 21 ml Tetrahydrofuran und 21
mL  Methanol hinzugefugt; und Eluent (B): 50% (v/v) Methanol, T= 30°C. Das
Gradientenelutionsprogramm war wie folgt: von 0 bis 50 min folgte B einer linearen Anderung von 0 %
bis 100 %; von 50 bis 55 min war B isokratisch bei 100 %; von 55 bis 60 min folgte B einer linearen
Anderung von 100 % bis 0 %; von 60 bis 67 min war B isokratisch bei 0 %. Flussrate = 1,0 mL/min.
Photodioden-Array-Detektor (Detektion bei 230 nm). Derivatisierung mit OPA-Reagenz; IC-
Bedingungen fur die Analyse von Anionen (Saule: Methohm Metrosep C 6-250/4.0, Vorsaule: Methrom
Metrosep C6 Guard/4.0, Eluent: 4 mM Salpetersaure und 0,7 mM Dipicolinsaure, Flussrate= 0,9
mL/min, T= 35°C, Druck= 9,2 Mpa, Leitfahigkeit= ca. 1380 uS/cm) und Kationen: (Saule: Metrohm
Metrosep A Supp 5-250, Vorsaule: Metrohom Metrosep A Supp 5 Guard/4.0, Eluent 3,2 mmol/L Na2COs
und 1,0 mmol/L NaHCOs, Flussrate= 0,7 mL/min, T= 35°C, Druck= 11,2 Mpa, Leitfahigkeit= ca. 1,2
puS/cm.

Explosion
friher Schnitt spater Schnitt
Zucker [g/L] 40,1 27,93,7
Proteine [mg/L] 1008 1779
Aminosauren [mg/L] 479,2 396,6
Kationen [g/L] 7,3 9,0
Anionen [g/L] 8,4 4,23

Die Analyse wurde mit Ausnahme der Aminosauren mit der gleichen Analytik wie bei den vorherigen
Grasproben durchgefuhrt. Die Analyse der Kationen ergab das Vorhandensein von Natrium,
Ammonium, Kalium und Magnesium. Bei der Analyse der Anionen wurden Chlorid, Nitrit, Nitrat,
Phosphat und Sulfat festgestellt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Presssafte aufgrund ihres hohen
Nahrstoffgehalts als Fermentationsmedium (oder als Teil davon) verwendet werden kénnen. Fir die
Verwendung des Presssaftes als Fermentationsmedium wurden verschiedene Sterilisationsverfahren
in Betracht gezogen. Um die Bildung von Inhibitoren und die Zerstérung wichtiger Nahrstoffe zu
vermeiden, wurde jedoch der Ubliche Sterilisationsprozess im Autoklaven bei 121°C vermieden. Aus
diesem Grund erfolgte die Sterilisation per Filtrationsverfahren. Zunachst wurde der nach dem Pressen
gewonnene Presssaft zweimal bei 4500 U/min zentrifugiert, um Schwebpartikel zu entfernen. Dann
wurden zwei aufeinanderfolgende Filtrationsschritte durchgefiihrt. Die erste Filtration wurde mit
Filterpapier (Porendurchmesser 185 mm) durchgefihrt, um die grol3eren Feststoffpartikel zu entfernen.
Die entstandene Flussigkeit wurde mit dem Stericup-System (Millipore) mit einem Porendurchmesser

von 0,2 um steril filtriert.

GemalR AP 3.4 sollten Ethanol und Milchsdure produziert werden. Zu diesem Zweck wurden
Saccharomyces cerevisiae (DSM 3799) und Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (DSM 20073) als
Hauptmikroorganismen eingesetzt. Die Hefe S. cerevisiae ist fur ihre Fahigkeit bekannt, Ethanol sowohl
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen aufgrund des so genannten "Crabtree-Effekts"
zu produzieren: Bei hohen Zuckerkonzentrationen und in Anwesenheit von Sauerstoff kommt es zur

Unterdriickung des Atmungswegs. Im Rahmen des Projekts wurden beide Produktionswege (aerob und
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anaerob) untersucht. Zunachst wurden die Versuche in Komplexmedien durchgefihrt. In Tabelle 7 sind

die Medienkomponenten aufgefihrt.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Komplexmediums fiir die Ethanolproduktion durch S. cerevisiae

Glucose 15 g/L
Peptone 5g/L
Hefe Extrakt 30/l
Malz Extrakt 3g/L

Die Versuche wurden in Schittelkolben fur die aeroben Kulturen (Abbildung 29A-B) und in luftdicht
verschlossenen Serumflaschen fur die anaeroben Kulturen (Abbildung 29C-D) durchgefiihrt. Um eine
anaerobe Umgebung zu schaffen, wurde der Sauerstoff mit reinem Stickstoff entfernt. Sowohl bei der
aeroben als auch bei der anaeroben Kultivierung wurde die Temperatur auf 32 °C und die
Schittelfrequenz auf 120 U/min eingestellt. Die Hauptkulturen wurden mit einer zuvor hergestellten
Vorkultur bei 0,1 OD angeimpft. Die Fermentationen wurden im Hinblick auf den Glukoseverbrauch, die
Ethanolproduktion, das Biomassewachstum und den pH-Wert analysiert. Die Glucose- und
Ethanolkonzentrationen wurden mit der HPLC gemessen (Biorad HPX-87H Saule, Eluent 2,5 mM
H2S04, Durchflussrate: 0,6 mL/min, Temperatur: 80°C). Das Wachstum der Biomasse wurde anhand

der optischen Dichte bei 600 nm gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 29 A-D dargestellt.
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Abbildung 29A-D: Aerobe (A-B) und anaerobe (C-D) Kultivierungen von S. cerevisiae in
Komplexmedium. Alle Versuche wurden in dreifacher Ausfuhrung durchgefiihrt, und die Fehlerbalken
geben die Standardabweichungen an.
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Die aerobe Kultivierung ergab nach 24 Stunden 8 g/l Ethanol (Abbildung 29A). Der Abbau der Glukose
begann nach 8 Stunden, nach 24 Stunden war sie fast vollstandig aufgebraucht. Die in Abbildung 29B
dargestellte Wachstumskurve zeigte eine Lag-Phase von 8 Stunden, gefolgt von der Exponentialphase,
die nach 24 Stunden Kultivierung endete. Danach ging S. cerevisiae aufgrund des Nahrstoffmangels in
die stationare Wachstumsphase Uber. Bei der anaeroben Kultivierung wurde nach 24 Stunden eine
héhere Ethanolkonzentration (10 g/L) erreicht (Abbildung 29C). Obwohl die Zelldichte bei der anaeroben
Fermentation geringer war, wies die Wachstumskurve einen d@hnlichen Trend wie bei der aeroben auf
(Abbildung 29D).

Die Fermentationen mit den Presssaften als Medium wurden anaerob mit den Sorten Agaska und
Explosion durchgefiihrt. Wie bei den vorangegangenen Versuchen wurden die Hauptkulturen mit 0,1
OD aus einer in Komplexmedien geziichteten Vorkultur beimpft. Die Versuche wurden hinsichtlich des
Zuckerverbrauchs und der Ethanolproduktion bewertet. Die in Agaska-Pressséften durchgefiihrten
Experimente zeigten, dass S. cerevisiae Ethanol produzierte und nach 72 Stunden Kultivierung mehr
als 9 g/L Ethanol erreichte. Das aus dem Saft der Sorte Explosion gewonnene Ethanol erreichte nach
96 Stunden Kultivierung fast 13,5 g/L.

Um die Fermentationsleistung von S. cerevisiae im Presssaft zu verbessern, wurde eine kurzfristige
Anpassungsstrategie angewandt. Die Strategie bestand darin, S. cerevisiae in steigender Konzentration
von Presssaft (Explosion - frilher Schnitt) anaerob wachsen zu lassen. Eine schematische Darstellung

der Strategie ist in Abbildung 30 zu sehen.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung der kurzfristigen Anpassung zur Verbesserung der
Fermentationsleistung von S. cerevisiae in Presssaft.

Vor der Anpassung wurde S. cerevisiae in 100 %(v/v) Presssaft kultiviert, um eine Referenz zu haben.
Die Vorkultur erfolgte aerob in einem Komplexmedium und wurde etwa 16 Stunden lang kultiviert. Das
Wachstum von S. cerevisiae wurde mit Hilfe von OD-Messungen tberwacht. Der Zuckerverbrauch und
die Bildung von Produkten wurden mit Hilfe der HPLC (Biorad Aminex HPX-87H, Eluent: 2,5 mM
H2S04, T=80°C, Flussrate= 0,6 mL/min) analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 31A-B dargestellit.
In den ersten 6 Stunden der Kultivierung kann eine Lag-Phase beobachtet werden (Abbildung 31A). Die
Lag-Phase wurde von S. cerevisiae als Anpassungszeit genutzt, um sich auf die neuen

Umweltbedingungen einzustellen. Wéahrend dieser Zeit wuchs S. cerevisiae nicht, was durch die
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Tatsache bestétigt wird, dass die Glucose und Fructose nicht verbraucht wurden (Abbildung 31B). Nach
6 Stunden begann die Hefe fur 18 Stunden aufgrund der hohen Verfligbarkeit von N&hrstoffen
exponentiell zu wachsen. Wéhrend dieser Wachstumsphase fuhrte die hohe Zellteilung zu einem
schnelleren Zuckerverbrauch und Produktbildung. Nach 72 Stunden Géarung war die Glukose
vollstandig verstoffwechselt, es verblieben noch etwa 7 g/L Fruktose und die Ethanolproduktion
erreichte 11,5 g/L (Abbildung 31B).
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Abbildung 31A-B: Kultivierung von S. cerevisiae in 100 % (v/v) Presssaft vor der Anpassung. Das
Hefewachstum wurde mittels OD-Messung Uberwacht (A). Der Glucose- und Fructoseverbrauch sowie
die Ethanol- und Glycerinproduktion (B) wurden mit HPLC gemessen. Alle Versuche wurden in
dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Nachdem die Fahigkeit von S. cerevisiae zum Wachstum und zur Produktion von Ethanol bewertet
worden war, wurde die Kurzzeitadaption durchgefihrt. Zunachst wurde eine Vorkultur von S. cerevisiae
fir etwa 16 Stunden in einem Komplexmedium gezichtet. 10 % (v/v) Presssaft wurde als
Ausgangspunkt fur die Adaptation verwendet, aber nicht fir die Ethanolproduktion beriicksichtigt. Die
Zellen wurden alle 24 Stunden in Medium mit der jeweils hoheren Presssaftkonzentration Ubertragen,
mit Ausnahme der Ubertragung zwischen 50 %(v/v) und 60 % (v/v), die nach 48 Stunden stattfand. Die
Hauptkulturen wurden auf eine OD von 0,1 angeimpft und die Zellen 72 Stunden lang kultiviert. Das
Hefewachstum wurde fir alle verwendeten Ansatze unter Verwendung des entsprechenden
prozentualen Anteils an Saft in VE-Wasser als Blindwert ermittelt. Wie in Abbildung 32 dargestellt,
anderten sich die Wachstumsprofile von S. cerevisiae nicht in Abhéngigkeit vom verwendeten Saftanteil.
In allen Féllen betrug die Dauer der Lag-Phase 6 Stunden. Nach 24 Stunden wurde die héchste
Zelldichte bei 50 % (v/v) und 60 % (v/v) Saft verzeichnet, gefolgt von 25 % (v/v) und 30 % (v/v).
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Abbildung 32: Wachstumsprofile von S. cerevisiae in 25, 30, 50, 60, 75, 100 % (v/v) Presssaft. Die

Experimente wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefuhrt, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen an.

Bei jeder Zellvermehrung wurden die Fermentationen im Hinblick auf den Zuckerverbrauch und die
Bildung von Produkten (Abbildung 33A-F) mit Hilfe der HPLC (Biorad Aminex HPX-87H, Elutionsmittel:
2,5 mM H2S04, T=80°C, Durchflussrate= 0,6 mL/min) tiberwacht. In allen Fallen wurde die Glukose am
Ende der Fermentationen fast vollstandig verbraucht. Insbesondere bei Verwendung von nur 25 und 30
% (v/v) Saft stellte Glukose den grof3ten Kohlenhydrat-Anteil im Medium. Diese wurde in den ersten 24
Stunden aufgebraucht (Abbildung 33A-B). Im Gegensatz dazu wurde die Fruktose nicht vollstandig
verstoffwechselt. In allen Kulturen begann die Produktion von Ethanol nach 6 Stunden und erreichte
nach 24 Stunden ein Plateau, wenn 25, 30 und 50 % (v/v) Presssaft verwendet wurden (Abbildung
33A-F). Alle Ergebnisse hinsichtlich der maximal erreichten Ethanolkonzentration und -ausbeute sind in
Tabelle 8 zusammengefasst. Die Ethanolproduktion lag in allen Fallen tber 10 g/L, aul3er bei der
Verwendung von 25 % und 100 % (v/v) des Saftes. Die Ethanolausbeute wurde berechnet als g Ethanol,
das am Ende der Fermentation pro g Gesamtzucker (Glukose und Fruktose) gewonnen wurde. Die

hochsten Ausbeuten wurden bei 50 % (v/v) Saft erzielt.

Nach der gesamten Wachstumszeit wurden die in 100 % (v/v) kultivierten Zellen zuriickgewonnen und
fur eine neue Fermentation in 100 % (v/v) Presssaft verwendet. Wie in den vorangegangenen
Experimenten wurde die Zelldichte anhand der optischen Dichte bei 600 nm gemessen, der
Zuckerverbrauch und die Ethanolproduktion wurden mittels HPLC ausgewertet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 34A-B dargestellt. In den ersten 6 Stunden ist eine Lag-Phase zu beobachten. Danach wuchs
die Hefe bis zu 48 Stunden exponentiell (Abbildung 34A). Im Gegensatz zu den vorangegangenen
Experimenten verstoffwechselte die Hefe Fruktose zu Beginn der Garung und verbrauchte sie sehr
schnell zwischen 6 und 48 Stunden (Abbildung 34B). Dies spiegelte sich in einer héheren Ethanol-

Endkonzentration wider, die nach 72 Stunden etwa 18 g/L erreichte.
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Abbildung 33A-F: Zeitlicher Verlauf der Fermentation in 25 (A), 30 (B), 50 (C), 60 (D), 75 (E), 100 %
(v/v) (F) Presssaft. Die Fermentationen wurden hinsichtlich des Zuckerverbrauchs (Glukose und

Fruktose) und der Produktbildung (Ethanol und Glycerin) bewertet. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen an.
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Tabelle 8: Maximale Ethanolkonzentration und Ethanolausbeute bei jedem fiir die Kurzzeitanpassung
verwendeten Saftanteil.

Cethanol (Q/L) YetoH (9/9)
25 % (viv) 8,20£0,42 0,36%0,06
30 % (v/iv) 10,09+0,19 0,38+0,04
50 % (v/v) 10,26+0,.41 0,41+0,06
60 % (v/v) 10,43+0,29 0,36+0,05
75 % (vIv) 10,27+0,40 0,22+0,01
100 % (v/v) 8,97+£0,85 0,29+0,02
A o B« 20
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Abbildung 34A-B: Kultivierung von S. cerevisiae in 100 % (v/v) Presssaft nach der Anpassung. Das
Hefewachstum wurde mittels OD-Messung tberwacht (A). Der Glucose- und Fructoseverbrauch sowie
die Ethanol- und Glycerinproduktion (B) wurden mit HPLC gemessen. Alle Experimente wurden in
dreifacher Ausfiihrung durchgefiihrt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Der angepasste Stamm von S. cerevisiae zeigte im Vergleich zum Ausgangsstamm von S. cerevisiae
verbesserte Fermentationsleistungen. Die verbesserten Eigenschaften betrafen insbesondere die
Fahigkeit, Fruktose zu verbrauchen und die Ethanolproduktion. Beide Verbesserungen spiegeln sich in
einer hoheren endgiltigen Ethanolausbeute wider. Tabelle 9 vergleicht die Fermentationsleistungen des
Ausgangsstamms mit dem entwickelten Stamm in Bezug auf die Ethanolkonzentration, den
Ethanolertrag und die Fruktoseverbrauchsrate nach 48 Stunden. Die Ethanolkonzentration nach 48
Stunden war beim evolvierten Stamm um 1,6 héher als beim Ausgangsstamm, die Ethanolausbeute
des evolvierten Stammes war um das 1,3-fache héher.

Tabelle 9: Vergleich der Fermentationsparameter zwischen dem Ausgangsstamm von S. cerevisiae
(nicht adaptiert) und dem adaptierten Stamm. Die Ethanolkonzentration und die Ethanolausbeute
wurden nach 72 Stunden berechnet, die Fruktoseverbrauchsrate nach 48 Stunden.

S. cereviae nicht adaptiert S. cerevisiae adaptiert
Ceton [g/L] 11,51 +3,4 18,22 £ 0,06
Yeton [9/9] 0,38 + 0,05 0,50 + 0,03
Fruktoseverbrauchsrate [g/Lh] -0,36 £ 0,06 -0,58 £ 0,10

Wie im Projektantrag angegeben und gemaR dem Arbeitspaket 3.4 wurde auch die

Milchsaureproduktion untersucht. Zu diesem Zweck wurde Lactobacillus delbrueckii zunachst in
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komplexen Medien (MRS-Medium) kultiviert. Die Zusammensetzung des Mediums ist in Tabelle 10

aufgefihrt.

Tabelle 10: Zusammensetzung des fiir die Milchsédureproduktion durch Lactobacillus delbrueckii
verwendeten MRS-Medium

Glucose 20 g/L
Kasein-Pepton 10 g/L
Fleischextrakt 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
Na- Acetat 5g/L
K2HPO4 2g/L
(NHa4)s Citrat 2g/L
MgSOa4 x 7H20 0,2g/L
MnSO4 x H20 0,05 g/L

Die Experimente wurden in luftdicht verschlossenen Serumflaschen durchgefiihrt und reiner Stickstoff
wurde hinzugefliigt, um den Sauerstoff zu entfernen. Die Temperatur wurde auf 37°C eingestellt, und
bei diesen Versuchen wurde nicht gertihrt. Die Hauptkulturen wurden mit einer zuvor hergestellten
Vorkultur bei einer OD von 0,1 angeimpft. Die Fermentationen wurden im Hinblick auf den
Glukoseverbrauch, die Milchsaureproduktion, das Biomassewachstum und den pH-Wert analysiert. Die
Glucose- und Milchsaurekonzentrationen wurden mit der HPLC gemessen (Biorad HPX-87H Saule,
Eluent 2,5 mM H2SO4, Durchflussrate: 0,6 mL/min, Temperatur: 80°C). Das Wachstum der Biomasse
wurde anhand der optischen Dichte bei 600 nm gemessen. Wie in Abbildung 35 dargestellt, erreichte
die Milchsduremenge nach 48 Stunden Kultivierung 16,6 g/L. Die Lag-Phase des Bakterienwachstums
lag zwischen 0 h und 7 h, danach begannen die Bakterien exponentiell zu wachsen (7 h-24 h).
Schliel3lich erreichten sie die stationare Phase bis zum Ende der Fermentationszeit. Der endgultige

Ertrag betrug 0,9 g Milchsaure pro g verbrauchter Glukose.

25 - MRS media -7

—&— Glucose —&— lLacticacid —&—0D

Glucose /Lactic acid [g/L]

Ci 10 20 30 40 50
Time [h]
Abbildung 35: Fermentation von Lactobacillus delbrueckii subsp. Lactis in Komplexmedien. Die

Versuche wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefihrt, und die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen an.
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Die Fermentationen mit dem Presssaft als Medium wurden anaerob durchgefihrt, wobei nur die Sorte
Explosion (Spatschnitt) verwendet wurde. Wie bei den vorangegangenen Versuchen wurden die
Hauptkulturen mit OD 0,1 aus einer in Komplexmedien geziichteten Vorkultur beimpft. Die Versuche
wurden hinsichtlich des Zuckerverbrauchs und der Milchsaureproduktion mit Hilfe der HPLC (Biorad
HPX-87H Saule, Eluent 2,5 mM H2S04, Durchflussrate: 0,6 mL/min, Temperatur: 80°C). Die Menge der
im Presssaft produzierten Milchsaure betrug 4,3 g/L nach 72 Stunden Fermentation. Um eine konstante
Menge an Milchsaure zu produzieren, ist ein neutraler pH-Wert erforderlich. Aus diesem Grund war ein
Fermentationsaufbau mit pH-Kontrolle erforderlich. Dementsprechend wurden weitere Versuche in
Glasflaschen mit einem pH-Kontrollsystem durchgefiihrt. Um die Milchsaureproduktion zu bewerten,
wurde die Fermentation zunéchst in MRS-Medium bei 37°C, 100 U/min und pH 6,5 durchgefihrt. Zur
Pufferung des Mediums wurde NaOH 5M verwendet. Das Wachstum von L. delbrueckii wurde 25
Stunden lang beobachtet (Abbildung 36A). In den ersten 5 Stunden der Fermentation kann eine Lag-
Phase beobachtet werden. Die Lag-Phase diente dazu, den Bakterien die Méglichkeit zu geben, sich
an die Wachstumsbedingungen anzupassen. In dieser Zeit reiften die Bakterien und waren nicht in der
Lage, sich zu teilen (Abbildung 36A). Wéahrend der exponentiellen Wachstumsphase verbrauchten die
Zellen die Glukose, um Milchséaure zu produzieren, und waren somit metabolisch aktiv (Abbildung 36B).
Die Milchsaureproduktion und das Bakterienwachstum wurden nach 25 Stunden gestoppt, als die
Nahrstoffe (insbesondere die Glukose) aufgebraucht waren (Abbildung 36B). Der Glukoseverbrauch
und die Milchsaureproduktion wurden mit Hilfe der HPLC analysiert (Biorad HPX-87H S&ule, Eluent 2,5
MM H2SOa4, Flussrate: 0,6 mL/min, Temperatur: 80°C).
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Abbildung 36A-B: Wachstum von L. delbrueckii (A) und Milchsaureproduktion (B) in MRS-Medium unter
Verwendung des pH-kontrollierten Systems in Glasflaschen. Die Experimente wurden in dreifacher
Ausfihrung durchgefuhrt und die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Da das System mit der pH-Kontrolle die erwarteten Ergebnisse lieferte, wurde derselbe Versuch mit
Saft der Sorte Explosion (spat geschnitten) als Teil des Fermentationsmediums durchgefiihrt. Nach
Akermann et al., (Akermann et al., 2020) sollte das optimale Medium fir die Fermentation von L.
delbrueckii Natriumacetat (Na-Ac) und Tween 80 (Tw) enthalten. Zunachst wurde die Féhigkeit von L.
delbrueckii, im Saft zu wachsen, untersucht [3]. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Saftanteile
verwendet. Die Kultivierungen wurden mit dem Aquila Cell Growth Quantifier (Scientific Bioprocessing)
durchgefuhrt, wobei die Temperatur auf 37°C und die Schuittelfrequenz auf 120 U/min eingestellt wurde.
Der Aquila Cell Growth Quantifier kann die Zelldichte nach dem Prinzip des Backlight-Scattering

Uberwachen: Je mehr Zellen sich im Medium befinden, desto mehr Licht wird zuriickgestreut. Die
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Ergebnisse sind in Abbildung 37 zusammenfassend dargestellt. Die besten Ergebnisse wurden bei
Verwendung von 50% (v/v) und 25%(v/v) erzielt. Da der Saft jedoch den groR3ten Teil des synthetischen
Mediums ersetzen sollte, wurde fiir die nédchsten Versuche ein Saftanteil von 75 % (v/v) verwendet. Wie
in Abbildung 37 zu sehen ist, ist auch bei dieser Konzentration ein gutes Bakterienwachstum mit einer
klar erkennbaren mikrobiellen Wachstumskurve zu sehen.
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Abbildung 37: Wachstum von L. delbrueckii in verschiedenen Prozentsatzen von Saft unter Verwendung
des Aquila Cell Growth Quatifier. Die Experimente wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefiihrt und
die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Die folgenden Versuche bestanden in der Kultivierung von L. delbrueckii unter Verwendung des pH-
Kontrollsystems. Das Medium bestand zu 75 % (v/v) aus Saft und zu 15 % (v/v) aus einer Mischung
aus Glukose, Natriumacetat und Tween 80 entsprechend der in der Zusammensetzung des MRS-
Mediums angegebenen Menge (Tabelle 10). Parallel dazu wurde ein Kontrollversuch in MRS-Medium
durchgefiuhrt. Bei allen Experimenten wurde die Temperatur auf 37 °C, die Schittelfrequenz auf 100
U/min und der pH-Wert auf 6,5 eingestellt. Die Medien wurden mit 2,5 M NaOH gepuffert. Bei den mit
dem Saft durchgefihrten Experimenten zeigte sich, dass die Zucker (Glukose und Fruktose) nach 6
Stunden rasch verstoffwechselt wurden und Laktat gebildet wurde (Abbildung 38). Am Ende wurden
mehr als 26 g/L Laktat gewonnen, obwohl der Zucker nicht vollstandig verbraucht wurde (Abbildung 38).
Der Zuckerverbrauch und die Laktatproduktion wurden mittels HPLC analysiert (Biorad HPX-87H Saule,
Eluent 2,5 mM H2SO4, Durchflussrate: 0,6 mL/min, Temperatur: 80°C). Die Gesamtausbeute betrug
0,78 g Laktat pro g Gesamtzucker in dem Experiment mit dem Saft und 0,82 g Laktat pro g Glukose in

dem Kontrollexperiment.
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Abbildung 38: Milchséureproduktion durch L. delbrueckii in 75 % (v/v) Saft + 15 % (v/v) Mischung aus
Glucose, Natriumacetat und Tween 80 und MRS-Medium. Die Fermentationen wurden in Glasflaschen
mit pH-Kontrollsystem durchgefuhrt. Die Versuche wurden in doppelter Ausfiihrung durchgefiihrt, und
die Fehlerbalken geben die Standardabweichungen an.

Nach der Bewertung der Mdglichkeit, Milchs&ure im Presssaft mit einer pH-Kontrolle herzustellen, wurde
ein Scale-up-Versuch in Bioreaktoren (Biostat, Sartorius) durchgefihrt. Das Gesamtvolumen der
Reaktoren betrug 0,5 L, das Arbeitsvolumen wurde jedoch auf 0,35 L festgelegt. Ein Bioreaktor wurde
als Kontrolle mit dem synthetischen Medium betrieben, der andere Reaktor wurde fir den Hauptversuch
verwendet. Der Kontrollreaktor wurde mit allen Bestandteilen des Mediums mit Ausnahme der Glukose
gefullt und im Autoklaven sterilisiert. Der andere Reaktor wurde mit steril filtriertem Saft befillt. Beide
Reaktoren wurden Uber Nacht mit reinem Stickstoff gespilt, um sicherzustellen, dass sich kein
Sauerstoff darin befindet. Am néachsten Tag wurde die Glukose in den Kontrollreaktor gegeben, der
Reaktor wurde fur weitere 30 Minuten mit Stickstoff begast. Die Reaktoren wurden mit einer Vorkultur,
die 24 Stunden lang anaerob in MRS-Medium gewachsen war, bei 0,1 OD beimpft. Die Temperatur
wurde auf 37°C, die Ruhrerdrehzahl auf 150 rpm und der pH-Wert auf 6,5 eingestellt. Der pH-Wert
wurde mit 2,5 M NaOH konstant gehalten. Die Ergebnisse zeigten, dass bei Verwendung von 75 % (v/v)
des Saftes die Milchsaureproduktion etwa 26 g/L erreichte (Abbildung 39). Wie bei dem
vorangegangenen Versuch in kleinerem Mal3stab war am Ende der Garung noch Restzucker
vorhanden. Bei dem in MRS-Medium durchgefiihrten Kontrollexperiment erreichte die Milchsaure 21
g/L und die Glukose wurde von den Bakterien vollstandig verstoffwechselt. Der Zuckerverbrauch und
die Laktatproduktion wurden mit Hilfe der HPLC analysiert (Biorad HPX-87H S&aule, Eluent 2,5 mM
H2S04, Flussrate: 0,6 mL/min, Temperatur: 80°C). Die entsprechenden Ausbeuten betrugen 0,91 g
Laktat pro g Gesamtzucker fir die Fermentation in Presssaft und 0,65 g Laktat pro g verbrauchter
Glukose fir das im MRS-Medium durchgefiihrte Experiment. Die volumetrische Produktivitdt nach 24
Stunden betrug 1,10 g/Lh bzw. 0,85 g/Lh.
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Abbildung 39: Milchsaureproduktion durch L. delbrueckii in 75 % (v/v) Saft + 15 % (v/v) Mischung aus
Glucose, Natriumacetat und Tween 80 und MRS-Medium. Die Fermentationen erfolgten im Bioreaktor.

Arbeitspaket 6: Modellierung der Nutzungselastizitat

Die Gesamtergebnisse werden von allen Projektpartnern gemeinsam parametrisiert und modelliert. In
Abbildung 40 ist das Prozessschema einer Bioraffinerie zur gleichzeitigen Produktion von Zitronensaure
und Ethanol zu sehen. Der obere Ast des Schemas zeigt die Zitronensaureproduktion auf Basis des
Graspresskuchens im Rahmen einer Feststofffermentation mit A. niger. Die Abzweigung darunter stellt
die Produktion von Ethanol durch S. cerevisiae in Graspresssaft als Fermentationsmedium dar. Die

Produktion von Milchs&ure durch L. delbrueckii verlauft analog.

Abbildung 40: Prozessschema zur Nutzung von Grasschnitt im Rahmen eines Bioraffinerie-Konzeptes.
Das Gras wird abgepresst. Der Presskuchen wird in einer gleichzeitigen Verzuckerung und
Fermentation durch A. niger als Rohstoff zur Produktion von Zitronenséure eingesetzt. Der Presssaft
wird als Medium fir die fermentative Produktion von Ethanol durch S. cerevisiae verwendet. Simulation
erstellt mit SuperPro Designer.
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3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Im Rahmen des Projektes wurden verschiedene Sorten und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
geerntetes Weidelgras auf die Zusammensetzung untersucht. Hierbei lag der Fokus auf dem
Kohlenhydratgehalt sowie der Analytik des Graspresssaftes. Verschiedene Pressverfahren fur die
Gewinnung eines Graspresssaftes wurden getestet. Der Einfluss eines hydrothermalen
Aufschlussverfahrens auf die Verfligbarkeit der Kohlenhydrate sowie die Bildung von Abbauprodukten
wurden analysiert. Im Anschluss wurde die Verflgbarkeit der Zucker nach einer enzymatischen
Hydrolyse in Abhéangigkeit der Vorbehandlungsmethode untersucht. Der Graspresssaft wurde
erfolgreich als Medium fir die fermentative Produktion von Ethanol durch S. cerevisiae und Milchséure
mittels L. delbrueckii eingesetzt. Eine kurzfristige Anpassungsstrategie ermdglichte die Erhéhung der
Fruktose-Verstoffwechselung und bewirkte eine Steigerung der Ethanolproduktion um das 1,3-fache.
Eine Produktion von Zitronenséure durch A. niger in einer Feststofffermentation auf Graspresskuchen

war ebenfalls erfolgreich.
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Teilvorhaben 3:

Verfahrenstechnische und biotechnologische Vorbehandlung von Weidelgras zur Produktion von
Einzellerproteinen

1. Ziel und Gegenstand des Teilvorhabens

Ziel des Teilvorhabens war neben der Qualitatsanalyse (AP 2), vor allem die stoffliche Nutzung (AP 3)
von Lolium perenne. In AP 2 soll die Biomasse hinsichtlich der Qualitatsparameter analysiert und mit
den Analysen der Projektpartner verglichen und kalibriert werden. In AP 3 wurde die Vorbehandlung
der Grassorten hinsichtlich der weiteren Nutzung untersucht. Es wurden verschiedenen
Vorbehandlungsoptionen verglichen: Silierung der Graser zur Gewinnung von Milchsdure, der
Fraktionierung im LHW-Verfahren, mechanische Vorbehandlungen und der Produktion fermentierbarer
Zucker zur Produktion von Single-Cell-Proteinen. Zusétzlich sollten neue Prozessketten etabliert

werden.

2. Bearbeitete Arbeitspakete

Arbeitspaket 2: Qualitatsanalyse

Um die maximal moégliche Glucosemenge zu bestimmen, die Uber eine Hydrolyse der Graser erzielt
werden kann, wurde die zweistufige saure Totalhydrolyse nach dem NREL (National Renewable Energy
Laboratory) Laboranalyseverfahren durchgefiihrt. Demnach liegt der Cellulosegehalt der Graser im
Schnitt bei ca. 22% der Trockenmasse der Graser zu Glucose hydrolysiert werden. Dieses Ergebnis
wird im Folgenden als Basis fir den Vergleich der Vorbehandlung von Lolium perenne verwendet.

In den DSC-Messungen wurden die Proben in einer N2-Umgebung als Schutzgas mit einer Aufheizrate
von 10 K/min von 25 °C auf 600 °C erhitzt. Der urspringliche Plan bestand darin, mittels DSC die
Glucose- und Cellulosegehalte in Lolium perenne Proben quantitativ zu messen, basierend auf den
unterschiedlichen Abbau-, Zersetzungstemperatur von Glucose und Zellulose (Abbildung 41). Im DSC-
Diagramm liegt der Wasserpeak bei etwa 100 °C. Die Glucose Peaks sind zwischen 140 °C und 240 °C
zu finden: Der Schmelzpeak bei 160 °C und der Karamellisierungs-/Zersetzungspeak bei 220 °C. Der

Zersetzungspiek von Zellulose befindet sich bei etwa 350 °C.

Nachfolgende DSC-Messungen ergaben jedoch, dass Lolium perenne ein DSC-Diagramm aufweist,
das nicht vollstandig mit dem Standard einer Mischung aus Zellulose und Glucose Ubereinstimmt. In
den Lolium perenne Proben konnte kein Abbau-, Zersetzungspeak von Glucose und Zellulose
beobachtet werden, lediglich zwei exotherme Peaks im Bereich von 230 °C bis 320 °C wurden
festgestellt (Abbildung 42).
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Abbildung 41: DSC-Diagramm. Glucose- und Cellulosestandard mit unterschiedlichen
Mischungsverhaltnissen. 25-600 °C, 10 K/min, N2
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Abbildung 42: DSC-Diagramm. Arvicola. 25-600 °C, 10 K/min, N2, Pfeile: Zwei unbekannte exotherme
Peaks im Bereich von 230 °C bis 320 °C
In einem spateren Schritt wurde Hemicellulose aus den Proben durch Behandlung mit 3,5 %
Natriumhydroxid isoliert und anschlielend erneut DSC-Messungen durchgefiihrt. Die Messungen

bestatigten, dass die beiden Peaks auf den Abbau von Hemicellulose zuriickzufiihren sind (siehe
Abbildung 43).
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Abbildung 43: DSC-Diagramm aus Lolium perenne extrahierte Hemicellulose. 25-600 °C, 10 K/min,
N2

Nach Messungen von funf verschiedenen Lolium perenne Proben (Explosion late Cut, Explosion early
Cut, Honroso late Cut, Honroso early Cut und Arvicola) konnten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Proben in den DSC-Profilen festgestellt werden (siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: DSC-Diagramm. Funf verschiedene Lolium perenne Proben: Explosion late Cut,
Explosion early Cut, Honroso late Cut, Honroso early Cut und Arvicola. 25-600 °C, 10 K/min, N2

Der Monosaccharidgehalt in Lolium perenne wurde mittels Sohxlet-Extraktion bestimmt. Ungefahr 3 g
getrocknete und zerkleinerte Grasprobe wurde in einer Soxhlet-Apparatur mit reinem Wasser jeweils fur
6 h extrahiert. Anschlieend wurde die erhaltene Extraktionsfliissigkeit mittels HPLC analysiert, um den
Glucose- und Fructosegehalt zu bestimmen. Zur Sicherstellung der Messgenauigkeit wurde dieser
Prozess fir jede Grasprobe dreifach durchgefuhrt (Tabelle 11). Der Vergleich des Glucose- und
Fructosegehalts der Soxhlet-Extraktion und des Presssaftes zeigte, dass die meisten Monosaccharide
im Presskuchen enthalten waren. Ca. 31 % der Monosaccharide von Lolium perenne kénnen durch

Auspressen in den Presssaft gebracht werden.
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Tabelle 11: Analyse der verfiigharen Monosaccharide Glucose und Fructose in Graspresssaft bestimmt

durch Soxhlet-Extraktion und HPLC-Analyse

Probe [Cj/:)u(crﬁ/srtra])?ehalt Abweichung F’;)u(c;qo/?ne)]Gehalt Abweichung
Honroso late cut 2,93 % 0,41 % 532 % 1,20 %
Honroso early cut 4,93 % 0,31 % 9,06 % 0,65 %
Explosion early cut 5,90 % 0,13 % 10,98 % 0,23 %
Explosion late cut 5,09 % 0,79 % 7,56 % 3,00 %
Arvicola 5,69 % 0,31 % 7,91 % 2,93 %

Um eine schnelle Bestimmung der Zusammensetzung von Grasproben und ihrem Presssaft zu
ermdglichen, wurden zwei auf Infrarotspektroskopie basierende Messmethoden (ATR-MIR, NIR)
entwickelt. ATR-MIR wurde zur Messung des Glucose- und Zellulosegehalts in Grasproben eingesetzt.
NIR hingegen wurde verwendet, um die Konzentrationen von geléster Glucose und Fructose im

Presssaft zu bestimmen.
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Abbildung 45: Schematische Darstellung des FTIR-PLS Modells

Die neue spektroskopische Analysemethode ermdglicht eine einfache, schnelle und kostenginstige
Analyse von Grasproben und Presssaft im Vergleich zu herkdmmlichen Messmethode wie z.B. HPLC.
Die Messprinzipien bestehen darin, die Analyse von Proben mit bekannten Zusammensetzungen
durchzufihren und daraus eine umfangreiche Datenbank zu erstellen. Diese Datenbank enthalt
Informationen Uber die spezifischen Eigenschaften und Verhaltensweisen der analysierten Proben.
AnschlieBend wird aus diesen Daten ein mathematisches Modell, wie zum Beispiel ein PLS-Modell
(Partial Least Squares), entwickelt und trainiert (Abbildung 45). Das Modell ist in der Lage,
Zusammenhéange zwischen den gemessenen Daten und den tatsdchlichen Zusammensetzungen der
Proben herzustellen. Nachdem das Modell trainiert wurde, kann es zur Vorhersage der
Zusammensetzung unbekannter Proben eingesetzt werden. Dazu werden die Messdaten der
unbekannten Proben in das mathematische Modell eingegeben, welches daraufhin eine Schétzung der
Zusammensetzung liefert.
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Abbildung 46 und Abbildung 47 zeigen einen Teil der Messergebnisse. Durch den Vergleich mit der
Referenzmethode kann festgestellt werden, dass beide Messverfahren eine ausgezeichnete
Genauigkeit aufweisen.

140
% Gucose HPLC

120 I =Glucose NIR

# Fructose HPLC

=Fuctose NIR
Gesamtzucker HPLC
Gesamtzucker NIR

.
8 8

Konzentration [g/L]
3

/

8

.

4 Pressft Nr. 5

N

I

WL

A ——

R
W

=

SN
-

8
e
R RN

NN
-

-

SN
L[

N
o (I
§ RN

Pressaft

Z

1

z
B

Pressaft Nr. 3 Pressaft

z

Abbildung 46: Mit NIR gemessene Glucose-, Fructose- und Gesamtzuckerkonzentrationen im
Presssaft. Vergleich mit HPLC-Ergebnissen.
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Abbildung 47: Mit MIR gemessener Glucose- und Cellulosegehalt in Grasproben. Vergleich mit
Soxhlet-Extraktion.

Arbeitspaket 3: Stoffliche Nutzung

Die zu untersuchenden Graserarten wurden verschiedenen Vorbehandlungen unterzogen. Der
Aufschluss erfolgte in Zusammenarbeit und Abstimmung mit dem TV 2 bzw. dem Projektpartner RPTU
Kaiserslautern. Wahrend an der RPTU Vorbehandlungsverfahren unter hohem Energieeinsatz mit dem
Ziel groRtmdoglicher Konversionseffizient eingesetzt wurden, verfolgte FHA eine niedrigenergetische
Vorbehandlung. Dabei handelte es sich um die mechanische Zerkleinerung mit einer Schneidmihle,
Konvektionstrocknung, Pressen der Proben mit einer Schneckenpresse und ein adaptiertes niedrig
Temperatur Liquid-Hot-Water-Verfahren (LHW-Verfahren). Diese Vorbehandlungen haben einen
Einfluss auf die Ausbeute an Glucose, die bei einer anschlieBenden enzymatischen Hydrolyse der
Graser erreicht werden kann. Fir diese Versuche wurde sowohl exemplarisch mit der Grassorte Agaska

als auch mit eigens geerntetem Weidelgras gearbeitet.

Die Trocknung der Gréaser wurde mittels eines Konvektionstrockners erreicht. Hierzu wurde eine

Trocknungstemperatur von 45 °C gewéhlt und das Gras in Intervallen von je 1 h fir insgesamt 3 h
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getrocknet. Wahrend der Feuchtegehalt der Graser vor dem Trocknen rund 75-80 % betrug, konnte
dieser durch das Trocknen auf bis zu rund 3-7 % reduziert werden. AnschlieBend wurde das Gras mit

einer Messermuhle zerkleinert und bei -20 °C gelagert.

Die mechanische Zerkleinerung erfolgte mit Hilfe einer Messermuhle in 60 s Intervallen bei 2.100 rpm.
Das zerkleinerte Gras (grof3tenteils <3 cm) wurde fur die weitere Verarbeitung im Kihlschrank bei +4 °C
sowie in der Gefriertruhe bei -20 °C eingelagert. Anderweitige Vorbehandlungen entfallen in diesem
Fall.

Das Pressen der Graser wurde mit einer Labor-Schneckenpresse durchgefiihrt. Das Gras wurde in die
Presse gegeben und diese fir 5 min betrieben. Es konnte ein Abpressgrad von ca. 70 % erzielt werden.

Sowohl Presssaft als auch Presskuchen wurden fir die weitere Verarbeitung bei -20 °C eingefroren.

Als weitere Vorbehandlung der Graser wurde das Liquid-Hot-Water-Verfahren zur Hydrolyse angepasst
und durchgefuhrt. Hier wurde einerseits Gras verwendet, das nur mechanisch zerkleinert wurde, und
andererseits Gras, das vorher getrocknet wurde. Beim durchgefihrten LHW-Verfahren wurde die
Hydrolysetemperatur, im Gegensatz zum klassischen LHW-Verfahren bei 160-220 °C, auf 120 °C
verringert. Nach der Vorbehandlung konnte ohne Einsatz cellulolytischer Enzyme eine
Glucoseausbeute von 14 mg/g Trockenmasse ™ erzielt werden. Der zurtickbleibende cellulosehaltige

Feststoff wurde bei -20 °C eingefroren.

Als Bewertungskriterium der Vorbehandlung dient die Glucoseausbeute nach der enzymatischen
Hydrolyse (siehe Abbildung 48) Die Hydrolysen werden im folgenden Berichtzeitraum maf3geblich vom
Partner RPTU durchgefihrt. Als erste schnelle Bewertung des Vorbehandlungserfolgs wurden auch an
der FHA Grasproben mit technischen Cellulasen fiir eine kurze Dauer von 24 h inkubiert. Die finale
Konzentration an Glucose wird in Relation gesetzt zu der Uber die Hydrolyse maximal erreichbaren
Glucosemenge, die Uber die NREL Laboranalyseverfahren bestimmt wurde (22 % der Trockenmasse).
Bei einem Massenanteil der technischen Enzymlésung von 30 % (w/wtm) konnen Glucoseausbeuten
von ca. 39% fur mechanisch zerkleinertes und ca. 42 % fir getrocknetes Gras erreicht werden. Mit dem
Gras, welches mit dem energieeffizienten LHW-Verfahren (120 °C) vorbehandelt wurde, konnte eine
Ausbeute von ca. 83 % erzielt werden. Die wirtschaftlichste Vorbehandlung ist das Pressen des Grases,
durch das eine Ausbeute von ca. 66 % erzielt werden konnte.
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Abbildung 48: Einfluss der Vorbehandlung von Lolium perenne auf die Ausbeute an Glucose.
Zerkleinerung erfolgte durch Schnitt, Pressen mit einer Schneckenpresse, das LHW-Verfahren wurde
bei einer geringen Temperatur von 120 °C durchgefiihrt. Die Ausbeuten wurde nach der
enzymatischen Hydrolyse mit Cellulasen bestimmt. Eingesetzt wurden 6 m-% TM verdinnte
Enzyml6ésung (blau) und 30 % Enzymldsung (orange).

Eine mogliche Vorbehandlung der Gréaser stellt das Ansetzen von Silagen dar. Wahrend der Silierung
wird Milchsaure gewonnen und es besteht die Méglichkeit, die so vorbehandelten Graser weiter zu
verarbeiten. Fur die Silierung im Labor wurden fiir jede Probenahme Grasportionen von je 50 g
Feuchtmasse mit einem Siliermittel versetzt und vakuumiert. Nach der Offnung der Beutel am jeweiligen
Probetag wurde der Inhalt mit Hilfe einer Schneckenpresse gepresst und der Presssaft wurde
anschlieend auf den Milchsauregehalt untersucht. Im ersten Ansatz wurde Gras siliert, welches zuvor
bei +4 °C gelagert wurde und im zweiten Ansatz Gras, welches zuvor bei -20 °C gelagert wurde. Im
dritten Ansatz wurde Gras verwendet, welches bereits vor der Silage gepresst wurde (Sorte Activa und
Agaska gemischt). Somit wurde hier nur der Presskuchen siliert und der Presssaft vorher abgetrennt.
Anschliel3end wurde die maximale Ausbeute an Milchsaure bezogen auf die Trockenmasse verglichen
(Abbildung 49) Im Schnitt zeigen die vor der Silage eingefrorenen Probe eine hdhere Ausbeute als die
entsprechenden Proben aus dem Kihlschrank mit meinem Maximum der Milchséaure Ausbeute von ca.
193,9 g/lkg TM (Sorte Arvicola). Bei der Silierung des Presskuchens eine Milchséure Ausbeute von ca.
61 g/kg TM erzielt werden.
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Abbildung 49: Vergleich der Grassorten hinsichtlich ihrer Eignung fur die Produktion von Milchséure.
Die héchste Ausbeute von 152 g/kg TM zeigt die Sorte Agaska (vor der Silierung bei -20 °C gelagert).

Weitere Optimierungsschritte der Silierung wurden begonnen. Hierbei handelt es sich vor allem um die
pH-Kontrolle wahrend des Prozesses. Durch die Bildung der Milchséaure wéahrend der Silierung sinkt der
pH-Wert und die Milchsaurebakterien sterben ab. Um den Einfluss des pH-Werts auf Silierungsprozess
zu analysieren, wurden Silierungen mit dem Einsatz von Pufferldsungen unter kontrollierten pH-
Bedingungen durchgefuhrt. In den Experimenten wurden drei verschiedene Salze als Pufferldsungen
ausgewabhlt: Citrat-Puffer, Phosphat-Puffer und Calciumcarbonat. Zudem wurde die Silierung bei drei
unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt, ndmlich bei pH 4, pH 6 und pH 7. Um die optimale
Konzentration der Pufferlosungen zu bestimmen, wurden 10 mL verschiedener Konzentrationen und
pH-Werten von Citrat -Puffer und Phosphat-Puffer mit Milchs&ure titriert. Zuséatzlich wurden fur den Test
1,02 g Calciumcarbonat in 10 ml VE-Wasser suspendiert und ebenfalls mit Milchsaure titriert. Als
Kontrollgruppe wurde Wasser mit Milchséure titriert, um die Veranderungen des pH-Werts zu
vergleichen.
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Abbildung 50: Titrationskurve von Citrat-Puffern und Calciumcarbonat
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Abbildung 51: Titrationskurve von 1 M Phosphat-Puffer und Citrat-Puffer bei pH 6

Aus den Abbildung 50 und Abbildung 51 ist ersichtlich, dass mit zunehmender Konzentration der
Pufferlésungen auch deren Puffereffektivitat ansteigt. Dabei zeigt die Phosphat-Pufferldsung die beste
Puffereffektivitdt gegentber Milchsdure. Daher wurde fur die nachfolgenden Experimente eine

Konzentration von 1 M fir die Pufferldsung ausgewahilt.

Um einen optimalen pH-Wert fur die Silierung zu bestimmen, wurde Gras bei drei verschiedenen pH-
Werten siliert, nAmlich bei pH 4,5, pH 6 und pH 7. Dabei wurden fur pH 4,5 und pH 6 eine 1 M Citrat-
Pufferldsung verwendet. Fur pH 7 wurde Calciumcarbonat als Neutralisationsmittel eingesetzt. Als
Kontrollgruppe wurde eine Silierung ohne Pufferlosung durchgefihrt. Nach 21 Tage wurden die
Silierungsprodukte von allen Proben mittels HPLC gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 52

aufgefihrt.
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Abbildung 52: Endkonzentration der an Silierungsprodukte bei unterschiedlichen pH-Werten,

HLac = Milchsaure; Hac = Essigsaure; EtOH = Ethanol

Aus Abbildung 52 ist ersichtlich, dass die Silage ohne Zusatz von Puffer 146,1 g/kg TM Milchsaure
produzierte. Die Silagen mit Citrat-Puffer bei pH4,5 und bei 6 wiesen eine deutlich hdhere
Milchsaureproduktion auf als diejenigen ohne Pufferzusatz. Dies zeigt, dass die Zugabe von Citrat-
Puffer die Milchsaureproduktion erhéhte. Da die Puffer mit pH-Wert unter 7 von Anfang an eine saure
Umgebung wahrend der Silierung bereitstellten, konnten unerwiinschte Bakterien friihzeitig gehemmt
werden. Dies ermdglichte den Milchsaurebakterien, die wasserloslichen Kohlenhydrate optimal zu

verstoffwechseln.

Zusatzlich wiesen die Silagen bei pH 7 die geringste Milchsaureproduktion auf und zeigten eine erhdhte
Produktion von Buttersaure. Der Puffer bei pH 7 konnte die organische Saure so effektiv neutralisieren,
dass die unerwunschten Bakterien nicht gehemmt werden konnten, was zur Bildung von Buttersaure
fuhrt.

Die Ergebnisse der Silage mit Citrat-Puffer bei pH6 zeigten eine positive Auswirkung auf
Milchs&ureproduktion. Die durchschnittliche Milchsdureausbeute bei diesem Ansatz betrug
254,49 / K Y Daher wurde ein pH-Wert von 6 als optimal fur die Silierung von Lolium perenne

identifiziert.

Nachfolgend wurde die Grassorte Arvicola von Lolium perenne in zwei unterschiedlichen
Pufferldsungen, 1 M Citrat-Puffer und Phosphat-Puffer, jeweils bei einem pH-Wert von 6 Uber einen

Zeitraum von 21 Tagen siliert.
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Abbildung 53: Anderung der Silierungsprodukte und des pH-Werts bei der Silierung unter Verwendung
von 1 M Citrat-Puffer bei pH6, HLac = Milchsaure; Hac = Essigsaure; EtOH = Ethanol
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Abbildung 54: Anderung der Silierungsprodukte und des pH-Werts bei der Silierung unter Verwendung
von 1 M Phosphat-Puffer bei pH 6, HLac = Milchsaure; Hac = Essigsaure; EtOH = Ethanol

Aus den Abbildung 53 und 54 lasst sich schlussfolgern, dass die Hauptproduktion von Milchs&ure in
den ersten sechs Tagen des Silierungsprozesses stattfindet. Danach tendiert der Milchséuregehalt in
der Silage zur Stabilisierung. Die mit Citrat-Puffer behandelte Silage erreichte eine maximale
Milchs&ureausbeute von 193 g/kg TM. Bei Verwendung von Phosphat-Puffer lag die maximale
Milchs&ureausbeute nur bei 128 g/kg TM. Im Vergleich zur mit Citrat-Puffer behandelten Silage wurde
die Milchsaureausbeute um 34 % reduziert und lag um 12% niedriger als bei der Kontrollgruppe ohne
Puffer, welche eine Ausbeute von 146 g/kg TM aufwies. Daraus lasst sich schlieBen, dass Citrat-Puffer
einen positiven Effekt auf die Milchséaureproduktion in der Silage hat, wahrend Phosphat-Puffer einen
negativen Einfluss auf den Silierungsprozess hat und somit nicht als pH-Neutralisationsmittel fur die

Silierung geeignet ist.
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Im Experiment wurden auch vier Proben von zwei anderen Grassorten, Honroso und Explosion, fir die
21 Tage Silierung verwendet. Fur jede Grassorte gab es zwei unterschiedliche Erntezeitpunkte: ,early

cut® und ,late cut®, was Friihernte und Spaternte entspricht.

Tabelle 12: Silierung-Ergebnisse unterschiedlicher Grassorten, Exp: Explosion, Hon: Honroso

Probe Tag Ausbeute an Silierungsprodukb 3 k¢{a3
Milchsaure Essigsaure Ethanol
Exp early cut 0 10,08 i i
21 174,36 29,29 5,56
EXp late cut 0 i i _
21 147,55 33,03 47,77
Hon early cut 0 ) i )
21 151,16 15,77 4,64
Hon- late cut 0 . i i
21 107,52 26,56 4,49

In Tabelle 12 wird dargelegt, dass die Milchsaureproduktion in den frilh geernteten Grasproben
signifikant hoher ausfiel als in den spéat geernteten Proben. Im Kontrast dazu war die Bildung von
Essigséure und Ethanol in den friih geernteten Proben geringer im Vergleich zu den spét geernteten.
Ferner waren die End-pH-Werte der frih geernteten Proben niedriger als jene der spat geernteten
Proben. Diese beobachteten Unterschiede legen nahe, dass der Erntezeitpunkt der Grasproben einen

signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung der Silierungsprodukte ausiibt.
Zusammenfassend lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

1. Der Einsatz von Citrat-Puffer wahrend des Silierungsprozesses von Lolium perenne kann die

Milchsaureproduktion effektiv erhthen.

2. Die Verwendung von Phosphat-Puffer im Silierungsprozess fuhrt nicht zu einer Erhdhung der
Milchs&ureproduktion, sondern beeintrachtigt vielmehr die Milchsaurebakterien, was zu einer

verringerten Produktion fuhrt.

3. Ein pH-Wert von 6 stellt das Optimum fir die Silierung dar. Zu niedrige pH-Werte schwachen die
Aktivitat der Milchsaurebakterien. Im Gegensatz dazu férdern zu hohe pH-Werte die Vermehrung
anderer Bakterienarten. Diese produzieren Produkte, die keine Milchséure enthalten, wie beispielsweise
Essigsaure. Daher hat auch die Verwendung von Calciumcarbonat als Neutralisationsmittel einen

negativen Einfluss auf den Silierungsprozess.

4. Bei Verwendung derselben Grassorte fuhrt die Silierung von friih geerntetem Gras (early cut) im

Vergleich zu spét geerntetem Gras (late cut) zu einer héheren Milchséureausbeute.

Um das Potenzial der Nutzung von Lolium perenne fur die Produktion von Single-Cell-Proteinen (SCP)
abzuschéatzen, wurde erste Fermentationsversuche durchgefuhrt. Fur die Produktion soll der
Hefestamm Kluyveromyces marxianus genutzt werden und als Medium der durch die Schneckenpresse
gewonnene Presssaft. Als Vergleich wurde das Standardhefemedium genutzt. Die Anséatze wurden in
Schuttelkolben angesetzt und fur 72h bei 30°C und ohne pH-Einstellung inkubiert. Die

Verdopplungszeit von Kluyveromyces marxianus im Hefemedium betragt ca. 64 min, wéhrend sie im
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Presssaft ca. 67 min betragt. Wird der Presssaft mit Glucose supplementiert verringert sich die

Verdopplungszeit.

Um Kontaminationen zu verhindern bzw. zu reduzieren, wurden beim Presssaft zwei verschiedene
Techniken der Keimreduktion angewandt. In einer Versuchsreihe wurde der Presssaft mittels 20-
minltigem Autoklavierens bei 121 °C sterilisiert. Zum Vergleich wurde in einer anderen Versuchsreihe
eine Keimreduktion mittels Pasteurisierens fir 90 Minuten bei 75 °C auf einer Heizplatte durchgefihrt.
Danach wurde der autoklavierte Presssaft beziiglich seiner Eignung zur Biomasseproduktion mit dem
pasteurisierten Presssaft verglichen. In Tabelle 13 sind die Wachstumsraten und der Biomassezuwachs
bei beiden Fermentationen aufgefuhrt.

Tabelle 13: Vergleich Graspresssaft autoklaviert und Graspresssaft pasteurisiert.

autoklaviert pasteurisiert
Biotrockenmassezuwachs nach 48h [g/L] 13,15 18,20
Max. Wachstumsrate [h-] 0,382 0,460

Der Biotrockenmassezuwachs war mit 18,2 + 0,8 g/L bei dem pasteurisierten Presssaft deutlich héher
als bei dem autoklavierten Presssaft, wo der Zuwachs nur 13,2 + 0,8 g/L betrug. Die Wachstumsrate
war beim pasteurisierten GS mit 0,460 h! ebenfalls deutlich héher als beim autoklavierten GS. Diese
betrug nur 0,382 h'l. Es war davon auszugehen, dass es ab einer bestimmten Temperatur zur
Zerstorung von z.B. wichtigen Enzymen und Vitaminen im Presssaft kam und mehr Maillard-Produkte
geformt wurden. Deshalb wurde anschlieBend der Presssaft nur noch, wie beschrieben, fir 90 min bei
75 °C pasteurisiert.

Es wurde zunéchst untersucht, bei welcher Kultivierungstemperatur die bessere Biomasseausbeute
erwirtschaftet wird. Fir die Temperaturoptimierung wurden zunachst zwei Wachstumskurven bei 30 °C
und 40 °C aufgenommen. Zur Kultivierung wurde das von der DSMZ empfohlene YM-Medium

verwendet.
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Abbildung 55: Vergleich 30 °C und 40 °C Kultivierung mit YM
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Abbildung 55 zeigt, dass die Biomassekonzentration bei 40 °C schneller zunahm als bei 30 °C, mit einer
Wachstumsrate von p = 0,72 h?l gegeniber p = 0,46 hl bei 30 °C. Die
Glucoseverbrauchsgeschwindigkeit ist bei 40 °C hdher, mit einem Abfall der Glucosekonzentration auf
unter 0,1g/L nach 6 Stunden im Vergleich zu 24 Stunden bei 30°C. Die maximale
Biomassekonzentration erreicht bei 30 °C ihr Maximum nach 24 Stunden, bei 40 °C jedoch erst nach
48 Stunden. Obwohl 40 °C eine schnellere Anfangswachstumsrate zeigt, ist die maximale
Zelltrockenmasse bei 30 °C mit 5,22 g/L hdher als bei 40 °C mit 3,64 g/L. Daher wurde 30 °C als
Temperatur fir weitere Experimente gewahlt. Um den Einfluss der Verdiinnung von Presssaft auf die
Fermentationsergebnisse zu untersuchen, wurden mit der Sorte Explosion early cut zwei Kultivierungen
durchgefuhrt: eine unverdiinnt und eine im Verhaltnis 1:2 verdunnt (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Wachstumskurven Explosion early cut 1:2 verdinnt und unverdinnt.
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Abbildung 57: Wachstumskurven Explosion early cut 1:2 verdinnt und unverdinnt.

Bei der 1:2 Verdiunnung des Presssafts fiel die Glucosekonzentration innerhalb der ersten sieben
Stunden auf = 0,3 g/L (Abbildung 57). Beim unverdiinnten Presssaft trat dieser Fall wegen der hoheren
Anfangskonzentration erst zwischen 7 und 24 Stunden ein. Zu Beginn der Kultivierung stiegen bei
beiden, dem verdinnten und dem unverdinnten Presssaft, die Konzentrationen von Fructose und
Xylose an. Die maximale Konzentration erreichte beim verdinnten Presssaft 11,0 g/L und beim

unverdiunnten 22,8 g/L. Dieser Anstieg ist wahrscheinlich auf die Freisetzung von Fructose aus
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Fructanen durch K. marxianus zurlickzufihren. Trotz niedrigerem Ausgangssubstrat fihrte der
verdiinnte Presssaft zu einer besseren Wachstumsrate und einem um 2,8 g/L ho6heren
Biomassezuwachs. Die Biotrockenmasseausbeute betrug beim unverdiinnten Presssaft 0,42 g/g und
beim verdinnten 1,00 g/g. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die 1:2 Verdinnung fir weitere
Experimente bevorzugt.

Im Folgenden wurden die Presssafte der zwei neuen Sorten Explosion und Honroso hinsichtlich ihres
Potentials zur Biomasse- und Proteinproduktion untersucht. Hierbei wurde auch untersucht inwieweit
sich der Erntezeitpunkt und damit der Reifegrad auf diese beiden Werte auswirkt, da von jeder Sorte
ein friher (early cut) und ein spater Schnitt (late cut) genutzt wurde. In den ersten 7 Stunden der
Kultivierung wurde bei beiden friilhen Schnitten mehr Biomasse erzeugt als bei beiden spaten Schnitten.
Bei Explosion early cut war zu diesem Zeitpunkt mit 5,98 g/L die meiste Biomasse vorhanden. Bei
Honroso early cut war mit 4,98 g/L die zweitmeiste Biomasse vorhanden. Danach folgte Explosion late
cut mit 3,50 g/L und bei Honroso late cut war mit 3,43 g/L am wenigsten Biomasse vorhanden. Die
Wachstumsraten aller Pressséfte waren mit ca. 0,49 h't ein wenig hoher als die des YM-Mediums, die
nur 0,46 h'! betrug (Tabelle 14).

Tabelle 14: Wachstumsraten K. marxianus mit GP der Sorten Explosion und Honroso und mit YM-
Medium.

Explosion Honroso Explosion Honroso YM-Medium
early cut early cut late cut late cut
p [hY] 0,490 0,498 0,492 0,487 0,460

Ein wichtiger Wert bei der Erzeugung von SCP stellt der Proteinanteil in % an der Trockenmasse der
Hefen dar. In Tabelle sind die Proteinanteile der Biomasse nach 24 h Kultivierung mit den
verschiedenen Pressséften aufgefuhrt.

Tabelle 15: Proteinanteil an der Biotrockenmasse nach 24 h Kultivierung.

Sorte Proteinanteil [%TM]
Explosion early cut 19,1
Honroso early cut 18,2
Explosion late cut 18,5
Honroso late cut 21,4

Tabelle 15 zeigt, dass der Proteinanteil aller Sorten nach 24 h Kultivierung bei ca. 20 % der
Biotrockenmasse lag. Bei Honroso late cut war der Proteinanteil mit 21,4% am hdchsten. Hier war der
Absolutfehler mit 2,7% jedoch auch am hdchsten. Insgesamt unterschieden sich die Sorten und die
Schnittzeitpunkte also nicht wesentlich in Bezug auf den Proteinanteil. Hierlber konnte keine

Schlussfolgerung getroffen werden, welche Sorte sich besser fur die SCP-Produktion eignete.

Ein weiteres Kriterium fir die Beurteilung der verschiedenen Sorten stellte die erzeugte
Biotrockenmasse nach 48 h Kultivierung dar (Abbildung 58). Bei der Sorte Explosion early cut wurde

mit 16,62 g/L die hochste Biotrockenmasse produziert, gefolgt von Honroso early cut mit 15,32 g/L.
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Explosion late cut erreichte mit 15,05 g/L eine &hnliche Menge an Biotrockenmasse wie Honroso early

cut. Die geringste Biotrockenmasse zeigte Honroso late cut mit 13,79 g/L.
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Abbildung 58: Biomassezuwachs K. marxianus mit GP der Lolium perenne Sorten und YM-Medium.

Alle Presssaft-Kulturen erzeugten signifikant mehr Biomasse als das YM-Medium. Der
Ausbeutekoeffizient der Pressséfte war hoher als der des YM-Mediums, der bei 0,51 g/g lag. Es ist zu
beachten, dass weitere fir K. marxianus nutzbare Substrate wie Fructane in den Pressséaften vorhanden
waren, die nicht Uber HPLC quantifiziert wurden und die Ausbeutekoeffizienten beeinflussen kénnten.
Die Ergebnisse zeigen, dass frihe Schnitte aufgrund héherer Substratkonzentrationen mehr Biomasse
produzieren konnten. Dennoch war der Unterschied zwischen Honroso early cut und Explosion late cut
geringer als erwartet. Die in Tabelle detailliert dargestellten Ausbeutekoeffizienten bestatigen diese
Ergebnisse.

Tabelle 16: Ausbeute in g - Biotrockenmasse pro g-Substrat der unterschiedlichen Pressséfte und des
YM-Mediums.

Sorte SCP Ausbeutekoeffizient [g/g Zucker TM]
Explosion early cut 0,996
Honroso early cut 0,958
Explosion late cut 1,174
Honroso late cut 1,199

Nachdem das mikrobielle System im Schittelkolbenmafistab optimiert war, wurde der Prozess in einen
Blasensaulen-Reaktor im Labormafistab Uberfiihrt (Abbildung 59). Es wurden zunéchst die zwei
wichtigen Parameter Mischzeit und der volumenbezogene Sauerstoffiibergangskoeffizient (kLa-Wert)
optimiert. Es konnte festgestellt werde, dass bei diesem Reaktor bei einer Durchflussrate von 5 L/min

eine Mischzeit von 6 s und ein k.a — Wert von 57,57 h! erreicht werden.
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Abbildung 59: Der von dem Partner FH Aachen selbst konstruierte Blasenséulen-Reaktor mit einem
inneren Volumen von 2,25 Litern

Nach der Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde der 1:2 verdiinnte Presssaft der Sorte Arvicola
als Medium im Blasensaulen-Reaktor eingesetzt. Zum Vergleich wurde derselbe Presssaft auch in

Schittelkolben zur Fermentation verwendet.

Im Vergleich zu beiden SK-Kulturen konnte in der BS mit 15,7 g/L der gré3te Biomassezuwachs erreicht
werden. Der niedrigste Biomassezuwachs wurde mit dem YM-Medium mit 5,2 g/L erzeugt. Im Vergleich
zur SK — Kultur von Arvicola konnte also in der aeroben Blasenséaule ein ca. 1 g/L grbRerer
Biomassezuwachs erreicht werden. Zum Vergleich, ob auch mehr Biomasse in Bezug auf das
verbrauchte Substrat erzeugt wurde, wurden die Ausbeutekoeffizienten der drei Fermentationen
berechnet. Die Biotrockenmasseausbeute der Arvicola BS-Kultur war mit 0,95 g/g ebenfalls am
hdchsten. Die der Arvicola SK-Kulturfiel mit 0,82 g/g geringer aus. Die Biotrockenmasseausbeute der
YM-Medium SK-Kultur war mit 0,51 g/g am geringsten. Es konnte in der Blasenséule also nicht nur
insgesamt mehr Biotrockenmasse erzeugt werden, sondern es wurde auch effizienter Biotrockenmasse,
in Bezug auf das verbrauchte Substrat, erzeugt. Die Ausbeutekoeffizienten sind in Tabelle 17

zusammengetragen.

Tabelle 17: Vergleich Wachstumsraten und Ausbeutekoeffizient in Schittelkolben und Blasenséaule

Medium Wachstumsrate [h] Ausbeutekoeffizient [g/g]
Arvicola Blasensaule 0,489 0,950
Arvicola Schiittelkolben 0,412 0,824
YM - Medium 30 °C 0,450 0,510
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Da in der Blasenséule mehr Biomasse als im Schiittelkolben erzeugt wurde und der Ausbeutekoeffizient

hoher ausfiel, war der Prozess also erfolgreich hochskaliert worden.

Um die Gréaser entsprechend Qualititsmerkmalen geeignet zu nutzen, werden alle verfligbaren
Grassorten hinsichtlich ihrer Silierbarkeit und ihrer Eignung zur Nutzung des Presssaftes als
Fermentationsmedium untersucht. Das Maximum der Milchsdureausbeute von 254 g/kg TM wurde mit
der Sorte Arvicola erreicht. Bei der Silierung des Presskuchens konnte eine Milchsaureausbeute von

61g/kg TM erreicht werden.

Bei der Untersuchung des Einflusses des Erntezeitpunkts auf die Milchsaureausbeute von Gras
wahrend der Silierung wurde festgestellt, dass die Silierung von friih geerntetem Gras (early cut) im
Vergleich zu spéat geerntetem Gras (late cut) bei derselben Grassorte zu einer hoheren
Milchs&ureausbeute fuhrt. Das Maximum der Milchsaureausbeute von 174 g/kg TM wurde mit der Sorte

Explosion early cut erreicht.

Beziiglich der Nutzung von Lolium perenne fir die Produktion von Single-Cell-Proteinen (SCP) konnten
Unterschiede festgestellt werden. Wéhrend die Verdopplungszeit der Hefe Kluyveromyces marxianus
bei der Nutzung des Presssaftes der Sorte Agaska bei 67,4 min lag, konnten mit der Sorte Explosion
nur 82,7 min erreicht werden. In Bezug auf die Biomassekonzentration wurde das Maximum von 9,2 g/L

mit der Sorte Arvicola erreicht.

Arbeitspaket 5: Alternative Nutzungsformen

Zur Untersuchung weiterer Einsatzmdglichkeiten von Lolium perenne wurde ein Formpresskdrper
erzeugt (siehe Abbildung 60). Hierfir wurde getrocknetes Gras in eine Pressform gegeben und mit Hilfe
einer hydropneumatischen Presse bei ca. 220 °C und mit einem Druck von 270 bar fur 5 min gepresst.

Die dabei entstandenen Platten sind ca. 3 mm dick und formstabil.

Abbildung 60: Formpresskdrper aus getrocknetem Gfs. Gepresst wurde bei 180 °C und mit 270 bar
fur 5 min.
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In Versuchen wurde der Presskuchen von Lolium perenne verwendet. Zunachst wurde der Presskuchen
einer Siebklassierung unterzogen, wobei die Ergebnisse zeigten, dass die Partikelgrof3e der Proben
grétenteils (>47 %) zwischen 0,2 und 0,8 mm lag. Um eine bessere Mischung mit PLA zu
gewdhrleisten, wurden nur die Fraktion kleiner als 0,8 mm ausgewabhlt. Die Vermischung erfolgt mittels
Planetenkugelmiihle. Die Formpresskérper in verschiedenen Mischungsverhéltnissen wurden auf
Zugfestigkeit und Wasseraufnahmekoeffizient getestet (Abbildung 61). Die Versuche zeigen, dass die
Formpresskorper nur dann als verwendbar bezeichnet werden kdnnen, wenn der Masseanteil von PLA
in Formpresskorpern gréRer als 20 % ist. Bei Formpresskdrper mit einem PLA-Anteil von weniger als
20 m/m% konnten nicht ausreichend geformt werden und wiesen eine zu hohe Wasserabsorption
(>2 kg'm-2-h-2) auf. Wenn der PLA-Massenanteil mehr als 20 % betragt, nahert sich der
Wasseraufnahmekoeffizient der Proben annédhernd 0 kg:m-2-h -2, und mit steigendem PLA-Gehalt

nimmt die Zugfestigkeit der Proben in den Zugversuchen linear zu.
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Abbildung 61: Vergleich der Wasseraufnahmekoeffizienten und die max. Zugfestigkeit von
hergestellten Presskoper.

Arbeitspaket 6: Modellierung der Nutzungselastizitat

Basierend auf den experimentellen Erkenntnissen zur Produktion von Single-Cell-Protein (SCP) durch
Fermentation und Milchsaure durch Silierung, wurde mittels Prozessplanungspaketen von Intelligen Inc.
verschiedene Szenarien fur die Grof3industrielle Wertschépfung mit Lolium perenne simuliert. Dabei
stand die Optimierung von Produktionsleistung und Wirtschaftlichkeit im Fokus. Als zugrundeliegende
Annahmen wurden die experimentellen Ergebnisse der Partner JKI und FHA genutzt. Fir die
Kostenprognosen wurde von einem Kostenaufwand von 35 EUR fir die Produktion einer Tonne
Feuchtmasse Lolium perenne ausgegangen. Zudem von Erzeugungskosten von 29,44 EUR pro Tonne
Heizdampf, Ubliche Treibstoffkosten und Stromkosten fir den Transport und die mechanische
Vorbehandlung. Als Wert fur die Bioraffinerie-Produkte wurden fir Silage 60 EUR pro Tonne FM, fur
Futtermittel 400 EUR pro t TM und fir die Milchséure 1.100 EUR/t angenommen. Das in Abbildung 62
dargestellt Modell umfasst die gesamte Produktionskette, von der Anlieferung des Grases (LKW-
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Symbol), Uber dessen Lagerung, Pressung und Fermentation, bis hin zur Aufreinigung der Produkte
durch Stofftrennung, Trocknung der SCP und Destillation der Milchséure. Hierbei werden auch die
Hilfsstoffe, wie Medienkomponenten, Enzyme, Puffer, Energie und Verbrauchsmittel berlicksichtigt. Die
Simulation wurde fir eine vergleichende Analyse der Verwertungsanteile der Graser in den
verschiedenen Verfahrensvarianten eingesetzt. Diese digitale Optimierung erlaubt es, die

Grasnutzungsverhaltnisse fir die folgenden Wertschopfungsketten zu variieren:

1. Alles Gras geht in die Silierung.
2. Teile des Grases gehen in die Silierung, andere in die Schneckenpressung.
i. Der Presssaft wird fur die Produktion von Futtermittelproteinen eingesetzt. Der Presskuchen
geht in die Silierung.
i. Der Presssaft wird fur die Produktion von Futtermittelproteinen eingesetzt. Anteile des
Presskuchens gehen in die Silierung, die restlichen Anteile in eine enzymatische Hydrolyse und
dann in die Futtermittelproduktion

3. Alles Gras wird enzymatisch hydrolysiert und als Futtermittelprotein eingesetzt.

Die Analyse ergab, dass eine Aufteilung des Grases zu 25 % als Rohstoff fur Silage und 75 % fur die
Schneckenpressung die hdchsten relativen Einnahmen einer solchen Gras-Bioraffinerie bringen. Die
Hydrolyse des Presskuchens und Nutzung des Hydrolysats als Substrat fiir Futtermittel erhdht die
Prozesskosten, zugleich aber auch die Einnahmen. Aus wirtschaftlichen Gesichtspunkten ist eine
Uberwiegende Nutzung des Presskuchens als Hydrolysat-Ausgangsstoff fur die enzymatische
Hydrolyse empfehlenswert. Insgesamt ist ein héherer Anteil an SCP-Produktion profitabler, weshalb fr
die folgenden Simulationen 80-90 % der Ressourcen hierfir und 10-20 % fur die Milchsaureproduktion

angenommen wurden.
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Abbildung 62: Schematische Darstellung der Prozesskette in Super Pro Design

Um eine Gesamtwirtschaftlichkeit des Verfahrens zu gewahrleisten, wurde die zu verarbeitende
Feuchtmasse (FM) von Gras skaliert. Auf diese Weise kénnen die relativen Kostenanteile fur Hilfsstoffe,
Arbeitsldhne und Energie aus die Produktkosten gesenkt werden. Die Modellierung zeigt, dass fir eine
kostendeckende Wertschépfung 850 Tonnen FM Weidelgras erforderlich ist. Dies entspricht einem

jahrlichen Rohstoffbedarf von 95.000 Tonnen FM (30.000 t TM). Durch die Ergebnisse des Partners JKI
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konnte die Ernte der erforderlichen Grasmasse prognostiziert werden. Unter der Annahme eines
Dauergriinlandanteils von 29 % (Angabe des Statistischen Bundesamts) wéare die Bereitstellung

innerhalb eines Radius von ca. 7 km um die Anlage mdglich.

Der SCP-Reaktor wirde ein Volumen von 160 m3 haben, zusatzlich wére ein Silo von 130 m3
erforderlich. Die Anlage wirde ware in der Lage, jahrlich 1.900 Tonnen Futtermittel, 823 Tonnen
Milchsaure und 2.100 Tonnen (FM) Silage zu produzieren. In Abbildung 63. sind der Einfluss der
Anlagengrol3e, dargestellt durch die Feuchtmasse an Weidelgras, die darin verarbeitet werden kann,

und die Ausgaben und Einnahmen der simulierten Anlage dargestellt.
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Abbildung 63: Oben: Beziehung zwischen dem Bedarf an Weidelgras und dem Gewinn. Unten:
Gegeniberstellung der Einnahmen und Ausgaben der skalierten Anlage, die in einem Umkreis von ca.
7 km mit Dauergriinlandgras versorgt werden kénnte.
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3. Wesentliche Ergebnisse des Teilvorhabens

Im Rahmen des Teilvorhabens 3 wurden die Potenziale von Lolium perenne fiir die biotechnologische
Nutzung eingehend untersucht, mit einem Fokus auf die Gewinnung von Lactaten, Futtermittelproteinen
und Silage. Diese umfassende Studie kombinierte verschiedene analytische Verfahren, um die Qualitat
und Verarbeitungseffizienz von Weidelgras zu bewerten und innovative Verfahren fir seine Nutzung zu
entwickeln. Eine Kernmethode der Analyse stellte die zweistufige saure Totalhydrolyse dar, die nach
einem angepassten NREL-Verfahren durchgefiihrt wurde. Die Ergebnisse zeigten einen
durchschnittlichen Cellulosegehalt von etwa 22 % in der Trockenmasse der Graser. Durch den Einsatz
spektrometrischer Modelle und die Bestatigung mittels IR-Analysen konnte nicht nur die Genauigkeit

der Methode unter Beweis gestellt, sondern auch die Datenbasis erweitert werden.

Kalorimetrische DSC-Messungen an Lolium perenne offenbarten abweichende thermische
Eigenschaften im Vergleich zu Standardproben, insbesondere das Fehlen von Glucose-
Zersetzungspeaks und das Auftreten zweier exothermer Peaks, die auf Hemicellulose zurtickgefihrt
werden konnten. Diese Beobachtungen leiteten neue Fragestellungen ein, insbesondere zur Reaktivitéat

der Lignocellulosekomponenten, die in zukunftigen Projekten weiter erforscht werden sollen.

Die Optimierung der Glucoseausbeute stand im Mittelpunkt verschiedener Vorbehandlungsstudien. Die
Anwendung niedrigenergetischer Verfahren, insbesondere des LHW-Verfahrens, ermdoglichte
enzymatische Glucoseausbeuten von bis zu 83 %. Als besonders erfolgreich erwies sich die adaptierte
Silierung, die nicht nur die Milchsaureproduktion steigerte, sondern auch neue landwirtschaftliche
Wertschopfungsketten eréffnet, indem sie Ausbeuten von etwa 193,9 g/kg Trockenmasse erreicht. Die
Anpassung des pH-Werts mittels Puffer fihrte zu einer signifikanten Steigerung der Lactat-Produktion

um 41,0 %, was die Wichtigkeit der pH-Regulierung unterstreicht.

Fermentationsversuche zeigten zudem das Potenzial von Lolium perenne-Presssaft fur die Produktion
von Single-Cell-Protein  (SCP), was einen bedeutenden Schritt hin zu einer nachhaltigen
Futtermittelproduktion darstellt. Die direkte Nutzung des Presssafts als Nahrmedium stellte sich als
besonders vorteilhaft heraus. Diese Methode fuhrte zu maximalen Biomassezuwéchsen von 18,20 g
Trockenmasse pro Liter. Noch bemerkenswerter ist die Erreichung hoher Proteinkonzentrationen, die
bis zu 80 % betrugen. Diese hohen Konzentrationen machen das aus Weidelgras gewonnene SCP zu
einem vielversprechenden Kandidaten fir die Substitution von Sojaproteinen in Futtermitteln. Eine
weitere Neuerung stellte die Entwicklung eines schonenden Pasteurisierungsprotokolls zur
Keimreduktion dar, welches fir enzymatische und mikrobielle Wertschépfungsketten essentiell ist. Die
Uberfiihrung des Fermentationsprozesses in den Prototyp eines skalierten Blasensiulen-Reaktors

verbesserte die Biomasseproduktion signifikant.

Die Herstellung von Verbund-Formpresskdrpern aus Lolium perenne und PLA bietet eine
umweltfreundliche Alternative zur Nutzung von Grasfaserresten. Durch die Beimischung von PLA
wurden formstabile und wasserbestéandige Materialien erzeugt, die fir diverse Anwendungen geeignet

sind.
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Abschliel3end konnte durch eine digitale Stoffstromsimulation die optimale Kaskadennutzung von Gras
herausgearbeitet werden, die eine wirtschaftliche Herstellung von SCP-Futtermitteln, Lactat und Silage
ermdglicht. Die im Teilvorhaben gewonnenen Erkenntnisse bilden eine solide Grundlage fir
weiterfihrende Forschungen und die Entwicklung von Prozessen zur Effizienzsteigerung und

Kostenreduktion in der biobasierten Industrie.
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