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Kurzdarstellung

l. 1. Aufgabenstellung

Mit einer jahrlichen Produktion von ca. 50 Mio. t Getreidestroh ist in Deutschland ein enormes
Potential fur die Verwendung als nachwachsender Rohstoff vorhanden. Auch wenn bertcksichtigt
werden muss, dass ein bestimmter Teil des Getreidestrohs zur Humusneubildung zurtickgefuhrt
werden muss. Hierbei kommen unterschiedliche Studien zu verschiedenen Ergebnissen, als
realistischer Wert lasst sich ein Potential von ca. 1/3 als nutzbarer Anteil ausmachen®.

Die Verwertung von Getreidestroh bzw. Weizenstroh setzt allerdings die Entwicklung adaquater
Aufschlusstechnologien voraus, um die enthaltenen Zucker fermentativ nutzen zu kénnen. Eine viel
versprechende Vorbehandlungsmethode umfasst den hydrothermalen Aufschluss mittels
Thermodruckhydrolyse (TDH) mit anschlieRender enzymatischer Hydrolyse. Der Schritt der TDH
konnte in verschiedenen Projekten am PFI etabliert und optimiert werden, so dass eine nahezu
vollstdndige Hydrolyse der Hemicellulosefraktion zu Monosacchariden mdéglich ist. Der Schritt der
enzymatischen Hydrolyse der Cellulosefraktion hingegen stellt im Moment noch einen kritischen
Punkt dar. Zwar bewirkt die TDH-Vorbehandlung eine deutliche Verbesserung der enzymatischen
Hydrolyse, allerdings sind die derzeitigen Enzymkosten fir eine wirtschaftliche Nutzung noch zu
hoch. Zurzeit belaufen sich die Kosten fiir eine weitgehende enzymatische Hydrolyse von 1t Stroh
(nach thermischer Vorbehandlung) auf mindestens 400 €. Generell stellen diese hohen
Enzymkosten eine wesentliche Hirde fiir eine starkere Marktdurchdringung von Biopolymeren und
biobasierten Chemikalien dar. Um diese Kosten zu senken, soll im Rahmen des skizzierten Projekts
eine On-site- Enzymproduktion etabliert und optimiert werden. Ein Teil des Strohs soll dabei nach
der TDH fiur die Produktion der benétigen cellulolytischen Enzyme genutzt werden. Mit diesen
cellulolytischen Enzymen soll das restliche TDH-Stroh enzymatisch hydrolysiert werden. Auf diese
Weise wird ein mit Glucose angereichertes fermentierbares Hydrolysat bereitgestellt das fur die

biotechnologische Produktion verschiedener Zielprodukte geeignet ist.

l. 2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Das Arbeitsprogramm der Verbundpartner PFlI und ASA GmbH orientierte sich an den im Rahmen
der Antragsstellung formulierten Zielen und der festgelegten Aufgabenverteilung. Im Rahmen des
Kick-off-Meetings wurden diese konkretisiert und ein detaillierter Arbeitsplan festgelegt. Die
Fortschritte innerhalb der einzelnen Arbeitspakete sowie die Meilensteinplanung wurden im Rahmen
regelmaRiger Projekt-Meetings Uberpriift. Die im vorliegenden Abschlussbericht dargestellten
Arbeiten der Arbeitspakete 2,3, und 5 wurden federfiihrend vom PFI durchgefiihrt. Die Arbeiten der

Arbeitspakte 1 und 4 lagen schwerpunktmaRig in der Verantwortung von ASA.



l. 3. Wissenschaftlicher und Technischer Stand bei Beginn des Vorhabens

3.1 Verflugbarkeit von landwirtschaftlichen Reststoffen in Deutschland

Die in Deutschland anfallenden Restbiomassen belaufen sich bezogen auf die Frischbiomasse auf
100 Mio. t/a®. In Bezug auf die Trockenbiomasse macht das Getreidestroh den gréRten Anteil an

den verfligbaren Biomassen aus (siehe Tab. 1).

Tabelle 1: Anfallende Ernteriickstande in Deutschland (2000) ¢

Reststoff Anbauflache Anfallende Nutzbare Nutzbare

[Mio. ha] Menge Menge Trockensubstanz

[Mio. t FM/a] [Mio. t FM/a] [Mio. t FM/a]

Stroh 8,1 48,9 9,3 7,6
Gras (Grunland, | 5,3 32,8 26-40 09-14
Wiesen,
Weiden)
Rubenblatt 0,46 23,0 58-11,5 0,6-11
Kartoffelkraut 0,3 4.4 0,75-1,5 0,15-0,3
Gemuse, 0,1 1,4 0,13 -0,26 0,01 -0,03
Zierpflanzen
Wein, Hopfen 0,12 0,75 0,25-0,5 0,05-0,1
Summe (gerundet) 111 19 -27 9-11

Strohliefernde  Kulturarten wie Getreide, Mais und Olsaaten werden in Deutschland
schatzungsweise auf 8 Mio. h angebaut, hieraus errechnet sich ein Gesamtstrohaufkommen von 50
Mio. t/a.

Bei der Berechnung der verfligbaren Biomasse spielt die Humusmenge eine wichtige Rolle. Um eine
gleichbleibende Bodenqualitat gewahrleisten zu kénnen, muss ein Teil des verfiigbaren Strohs
wieder zurlckgefihrt werden. In Tabelle 2 ist eine Zusammenfassung verschiedener Studien
aufgefiihrt, welche sich mich dem energetischen Potential von Weizenstroh beschaftigt haben®.
Das Institut fur Energie- und Umweltforschung in Heidelberg (IFEU) legt einem Durchschnittswert
von 33 % nutzbares Getreidestrohpotential zugrunde. Allerdings muss dieser Wert den regionalen
Bodengegebenheiten angepasst werden @,

Die derzeitige Nutzung von Stroh beschrankt sich fast ausschlief3lich auf die energetische Nutzung.
So wird ein Grof3teil des Strohs konventionell verbrannt, was allerdings zu erheblichen

Emissionsproblemen fihrt.
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Tabelle 2: Energetisch nutzbarer Getreidestrohanteil am gesamten Getreidestrohaufkommen in Deutschland

nach verschiedenen Quellen®.

Quelle Leible Kaltschmitt | BMU Simon BE Varista IE IFEU
et. al | et al 2003 | 2004 2006 2007 |2008 2008
2003
Energetisch | 37-52 20 % 20-33 | Bis 35| 25% 37-60 [10-30% | 1/3
nutzbarer % % % %
Anteil

Ein vollig neues Konzept wird in einem gemeinsamen Projekt des Forschungszentrums Karlsruhe
und dem BFH-Institut fur Holzchemie in Hamburg durchgefiihrt. Die Biomasse wird dabei regional
durch Schnellpyrolyse verflussigt. Das entstehende Pyrolysegas wird verbrannt und fir den Betrieb
der Anlage genutzt. Die dariiber hinaus entstehenden Pyrolysetle und der gemahlene Pyrolysekoks
werden zu einem Slurry vermischt und zu einer zentralen Flugstrom-Druckvergasungsanlage
gebracht und dort zu Synthesegas verarbeitet. Dieses Synthesegas kann zu Methanol verarbeitet
werden, welches direkt als Treibstoff genutzt oder tber die Verwendung von Zeolith-Katalysatoren
in Grundchemikalien umgewandelt werden kann. Eine wirtschaftliche Nutzung ist allerdings
schwierig, da die Umsetzung nur in Form von GroRRanalgen mdglich ist, was einerseits eine hohe
Investition (1,3 Mrd. € Basisinvestition) vorrausetzt und andererseits einen enormen Flachenbedarf

erfordert um geniigend Biomasse zur Verfligung zu stellen.

l. 3.2Vorbehandlungsmethoden fir lignocellulosehaltige Biomasse

Die Vorbehandlungsmethoden fur ligninfizierte Biomassen lassen sich in physikalische, chemische,
physikochemische und biologische Methode unterordnen. Als besonders effektiv und wirtschaftlich
haben sich die chemischen und physiochemischen Methoden erwiesen. Die rein physikalischen
Methoden umfassen hauptséchlich die Zerkleinerung der Biomasse in einer Schneidmuhle. Durch
Verringerung der Partikelgrof3e nimmt die Effektivitat bei den spéteren Behandlungen zu, allerdings
steigt mit der Verringerung der Partikelgrof3e auch der Energieaufwand welcher nétig ist um dies zu
erreichen. Haufig ubertrifft dieser Energieaufwand den Energiegehalt den die Biomasse enthalt, was
eine wirtschaftliche Nutzung schwermacht. Dies hat zur Folge, dass die Zerkleinerung im grof3en
MaRstab nur begrenzt einsetzbar ist ©.

Bei der biologischen Vorbehandlung werden hauptséchlich Mikroorganismen, im besonderen Pilze,
eingesetzt um Lignine und Hemicellulose abzubauen. Die Cellulose bleibt nahezu erhalten. Die
biologische Vorbehandlung wird unter sehr milden Bedingungen durchgefihrt, was im Vergleich zu
vielen chemischen Methoden ein groRRer Vorteil ist. Allerdings ist die Effektivitdt des Aufschlusses

nur sehr gering und die benétigte Zeit im Vergleich zu anderen Methoden ist sehr groR®.

Chemische Vorbehandlungsmethoden umfassen hauptsachlich den Einsatz alkalischer oder saurer

Substanzen zur Vorbehandlung der Biomasse.
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Im Bereich der alkalischen Vorbehandlung werden gewohnlich Natrium-, Kalium-, oder
Ammoniumhydroxide eingesetzt. Als eine glnstige Alternative wird seit einigen Jahren auch der
Einsatz von Kalk untersucht. Durch den Einsatz von alkalischen Substanzen wird das Lignin
groftenteils aus der Lignocellulose geldst, indem die Ester- und glycosidischen Seitenketten
abgebaut werden. Durch die alkalische Behandlung quillt die Cellulose auf, ein Teil der kristallinen
Struktur wird abgebaut und die Hemicellulose wird zu einem gewissen Teil gelost ¢

Eine weitere chemische Vorbehandlungsmethode umfasst die Nutzung von S&uren fur die
Hydrolyse von Biomasse. Hierbei wird entweder konzentrierte oder verdinnte Saure eingesetzt.
Durch die Vorbehandlung mit Sauren wird hauptséchlich die Hemicellulose aus der Lignocellulose
entfernt® Der Einsatz von konzentrierten S&uren senkt die Behandlungszeit der Biomasse,
allerdings wird durch die starke korrosive Wirkung die Anlage angegriffen. AuRerdem entstehen
unter diesen Bedingungen haufig eine Reihe von Hemmstoffen, wie z.B. Furfural.®Y,

Neben der Verwendung von alkalischen oder sauren Chemikalien kann Lignocellulose auch noch in
der sogenannten nassen Oxidation (Wet Oxidation) vorbehandelt werden. Wéahrend der nassen
Oxidation wird das Lignin zu Kohlendioxid, Wasser und Carbonséuren abgebaut. Je nach Biomasse
und Hydrolyse-Bedingungen werden ca. 50 — 70 % des Lignins aus der Lignocellulose entfernt. Die
Wirtschaftlichkeit dieses Verfahrens ist allerdings sehr problematisch da durch den benétigten
Zerkleinerungsschritt viel Energie verbraucht wird 24

Eine weitere Moglichkeit der chemischen Vorbehandlung ist der Einsatz von ionischen Chemikalien.
Sie sind bei Raumtemperatur fllissig und haben einen geringen Dampfdruck. Allerdings muss die
Biomasse anschlieRend mehrmals intensiv gewaschen werden, da die ionischen Flussigkeiten
Cellulasen hemmen. Durch diesen erhthten Einsatz von Wasser wird die Wirtschaftlichkeit
wiederum enorm gesenkt ©

Eine der meistverwendeten Methoden zur Vorbehandlung von Biomasse stellt das Verfahren der
Steam-Explosion (SE-Verfahren) dar, deren Wirkung sowohl auf chemischen als auch
physikalischen Grundlagen beruht. Fur eine kurze Zeit wird die Biomasse hohen Temperaturen und
Driicken ausgesetzt, um dann schlagartig zu entspannen. Die somit auftretenden Krafte zerreien
die einzelnen Mikrofibrillen, was dazu fihrt, dass die anschlieBende enzymatische Hydrolyse
verbessert wird, da die Zuganglichkeit der Enzyme erhéht worden ist®®),

Eine dem Steam-Explosion-Verfahren sehr &hnliche Mdoglichkeit zur Vorbehandlung ist das
sogenannte Liquid Hot Water-Verfahren. 9,

Ein weiteres physikochemisches Aufschlussverfahren stellt das sogenannte Ammonia Fiber
Explosion-Verfahren (AFEX) dar. Dieses AFEX-Verfahren ist dem SE-Verfahren sehr ahnlich. Auch
hier wird die Biomasse durch plotzliche Druckentspannung behandelt. Allerdings kénnen durch die
Verwendung von Ammonium die benétigten Temperaturen auf 60-100 °C gesenkt werden @7,

Die hohen Energiekosten in Kombination mit den anderen Nachteilen des APEX-Verfahren machen
aus heutiger Sicht eine kommerzielle grof3technische Nutzung allerdings noch nicht méglich.

Um abschatzen zu kénnen wie hoch die Kosten fur die einzelnen Aufschlussverfahren sind wurde

in einer Arbeit von Eggeman und Elander®® ein Model erstellt in dem die Kosten fiir Bioethanol auf
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Basis der unterschiedlichen Aufschlussverfahren berechnet wurden. Diese Kosten sind in Tabelle 3

aufgefihrt.

Tabelle 3: Kapitalkosten fur unterschiedliche Behandlungsmethoden. (8)

Behandlungsmethod | Kosten fur | Gesamtkosten Ethanol-produktion | Kosten fir
e Aufschluss $MM in MM gal/Jahr Ethanol
$MM $/gal
Verdlnnte Saure 25,0 208,6 56,1 3,72
Hotwater-Verfahren | 4,5 200,9 44,0 4,57
AFEX-Verfahren 27,7 211,5 56,8 3,72
ARP-Verfahren 28,3 210,9 46,3 4,56
Alkalische 22,3 163,6 48,9 3,35
Behandlung mit Kalk
Keine Behandlung 0 200,3 9,0 22,26

Wie aus der Tabelle ersichtlich, sind bei den Behandlungsmethoden mit verdiinnter Saure, dem
AFEX-Verfahren und der alkalischen Behandlung mit Kalk die geringsten Kosten zu erwarten.

l. 3.3 Hydrothermaler Aufschluss von lignifizierten Biomassen

Beim Hydrothermalen Aufschluss von Biomassen wird das Verfahren der Thermodruckhydrolyse
(TDH) angewendet. Dieses Verfahren ist angelehnt an das Behandlungsverfahren mit verdiinnten
Sauren. Bei der TDH fungiert das Wasser unter subkritischen Bedingungen (120-220 °C und 2-20
bar) als Loésungsmittel, unterstiitzt durch die natiirlichen Inhaltsstoffe der Biomasse (z.B. Essigsaure)
19 Durch den Einsatz von zusétzlicher Saure als Katalysator kann die Aufschlusseffizienz erheblich
gesteigert werden. Untersuchungen am Fraunhofer Institut in Pfinztal zeigten allerdings, dass bei
Aufschlissen unter 200 °C monomere Zucker in kaum nennenswerten Umfang freigesetzt werden.
Ahnliche Beobachtungen machte das ATZ im FNR-Fordervorhaben FKZ 22005503. Hier wurde
untersucht ob es bei Temperaturen unter 200 °C zu einem nennenswerten Celluloseabbau kommt.
Dies konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Erst eine Erhdhung tiber 200 °C fihrte zu einem
effektiven Abbau der Cellulose, allerdings konnte zusatzlich eine verstarkte Karamellisierung
nachgewiesen werden, was die Ausbeuten wiederum senkte®?,

In einem laufenden Projekt am PFI wurde intensiv der Einfluss der Temperatur und Sauregehalt auf
die Aufschlusseffizienz von Weizenstroh untersucht. Das Weizenstroh wurde hierzu in einer TDH-
Anlage aufgeschlossen. Mit dem behandelten TDH-Stroh wurde im Anschluss eine enzymatische
Hydrolyse durchgefiihrt, um die Auswirkung der TDH-Bedingungen auf den Gesamtaufschluss
untersuchen zu kdnnen.

In Abbildung 1 sind die Ergebnisse von TDH-Aufschliissen bei den unterschiedlichen Temperaturen
und anschlieRender enzymatischer Hydrolyse dargestellt.

Mit steigender Temperatur konnte der Gesamtaufschluss von Weizenstroh kontinuierlich gesteigert
werden. Bezogen auf den theoretischen Cellulose und Hemicellulose-Anteil im Weizenstroh konnten

bei 150 °C Aufschlusstemperatur Uber 90 % der enthaltenden Zucker aus dem Weizenstroh
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gewonnen werden. Wahrend der Xylose-Anteil hierbei im Wesentlichen bereits durch den
thermischen Aufschluss gewonnen wird, ist fur die weitgehende Verzuckerung der Cellulosefraktion
allerdings ein erheblicher Enzymeinsatz notwendig (25 — 60 g/kg oTS je nach verwendeter
technischer Cellulase).

500
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50 -

0 .

Freigesetzte Zucker in g pro kg Stroh

105°C 120 °C 135°C 150 °C

B Glucose H Xylose

Abbildung 1: Auswirkung verschiedener Temperaturen bei der TDH (1 h, 0,32 % HNOs3) auf den
Gesamtaufschluss von Weizenstroh nach TDH und enzymatischer Hydrolyse

Wie weiter oben schon beschrieben kann durch den Einsatz von Salpetersaure die
Aufschlusstemperatur gesenkt werden. Im Rahmen von weiteren Untersuchungen wurde naher
beleuchtet in wie weit durch die Erh6hung der Sauremenge die Temperatur abgesenkt werden kann.
In Abbildung 2 sind die Ergebnisse bei einer konstanten Temperatur (120 °C) und verschiedenen
Sauremengen dargestellt. Mit steigender Temperatur konnte der Gesamtaufschluss von
Weizenstroh kontinuierlich gesteigert werden. Bezogen auf die theoretischen Cellulose und
Hemicellulose-Anteile im Weizenstroh konnte bei 150 °C Aufschlusstemperatur tber 90 % der
enthaltenden Zucker aus dem Weizenstroh gewonnen werden. Wahrend der Xyloseanteil hierbei im
Wesentlichen bereits durch den thermischen Aufschluss gewonnen wird, ist flr die weitgehende
Verzuckerung der Cellulosefraktion allerdings ein erheblicher Enzymeinsatz notwendig (25 — 60 g/kg
0TS je nach verwendeter technischer Cellulase).

Wie weiter oben schon beschrieben kann durch den Einsatz von Salpetersaure die
Aufschlusstemperatur gesenkt werden. Im Rahmen von weiteren Untersuchungen wurde naher
beleuchtet in wie weit durch die Erh6hung der Sduremenge die Temperatur abgesenkt werden kann.
In Abbildung 2 sind die Ergebnisse bei einer konstanten Temperatur (120 °C) und verschiedenen
Sauremengen dargestellt. Durch eine Erhdhung der S&uremenge konnte nur eine geringe
Verbesserung der Aufschlusseffizienz erreicht werden. Bei 0,32 % Salpetersdure wurden ca. 250 g
Glucose kg* Stroh erreicht. Dieser Wert konnte auf knapp 310 g Glucose kg Stroh bei 0,96 % mL
Salpetersaure gesteigert werden. Im Vergleich zu den knapp 410 g Glucose kg Stroh bei einer

Aufschlusstemperatur von 150 °C und 0,32 % HNO3 sind das knapp 1/3 weniger.
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Abbildung 2: Einfluss verschiedener Sauremengen bei der TDH auf den Gesamtaufschluss von
Weizenstroh nach TDH und enzymatischer Hydrolyse

Neben der Zuckerfreisetzung kann es bei der TDH-Behandlung auch zur Bildung von
unerwinschten Nebenprodukten kommen. Bei diesen Nebenprodukten handelt es sich
hauptséchlich um Furfural, Hydroxymethylfurfral (HMF), Essigsdure und eine Reihe von
phenolischen Verbindungen. Diese Nebenproduktbildung senkt einerseits die Ausbeuten an
freigesetzten Zuckern, da das Furfural aus Xylose entsteht und das HMF aus der Glucose.
Andererseits kdnnen die freigesetzten Nebenprodukte bei einer spateren Fermentation das
Wachstum von Mikroorgansimen hemmen. Daher ist eine Bilanzierung dieser Hemmstoffe
notwendig. In Abbildung 3 ist eine Ubersicht der Hemmstoff-Bildung bei TDH mit unterschiedlicher

Behandlungstemperatur dargestellt.
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Abbildung 3: Bilanzierung der Hemmstoff-Bildung bei TDH-Aufschllissen bei unterschiedlichen
Behandlungstemperaturen
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Die beiden Hauptnebenprodukte bei der TDH-Behandlung sind die Essigsaure und die phenolischen
Verbindungen. Das HMF und das Furfural treten nur bei Temperaturen um 150 °C in gréRReren
Mengen auf. Bei den in Abbildung 3 dargestellten Werten handelt es sich um die Gesamtbilanz
bezogen auf 1 kg Stroh. Eine ndhere Betrachtung der Hemmstoff-Konzentrationen im Hydrolysat
(Flussigphase nach der TDH mit hauptsachlich dem Hemicellulose-Anteil in Form von Xylose) zeigt,
dass die Konzentrationen von Furfural um 1-2 g L und bei HMF ca. 1 g L betragt. Auch die
Konzentrationen an Essigsaure und phenolischen Verbindungen sind mit 1,9 bzw. 1,8 g L™* relativ
gering. Im enzymatischen Hydrolysaten konnten nur geringe Mengen der Hemmstoffe
nachgewiesen werden trotz, dass das Stroh nach der TDH nicht gewaschen wird.

l. 3.4 Enzymatische Hydrolysen von lignocellulosehaltigen Biomassen

In der enzymatischen Hydrolyse wird Cellulose zu Glukose abgebaut. Cellulose ist aufgebaut aus 3-
1,4-glykosidisch verbundenen Glucoseeinheiten. Zur vollstandigen Hydrolyse von Cellulose werden
drei Enzymaktivitaten benétigt: Endo-glucanase (ENG), Exo-glucanase (EXG) und B-Glucosidase
(BG)@V. In Abbildung 6 ist dies schematisch dargestellt. Die ENG spaltet die Celluloseketten von
innen zu Oligosacchariden, wahrend die EXG diese Oligosaccharide sowie die nicht angegriffene
Cellulose von den Kettenenden her zu Cellobiose spaltet. BG bildet zwei Glukosemolekile aus
Cellobiose. Die Ausbeute und Effizienz der enzymatischen Hydrolyse hangt von den einzelnen
Aktivitaten, der Faserstruktur und Partikelgrof3e ab, sowie der Temperatur und des pH-Wertes.
Ublicherweise liegt die Temperatur fiir optimale Aktivitat im thermophilen (~50°C) und der pH Wert
im leicht sauren Bereich (~6,0) ?2. Allerdings sind die Enzyme nicht besonders temperaturstabil und
verlieren im thermophilen Bereich ihre Aktivitat Uber einen langeren Zeitraum ©. Abhilfe kénnen

hier Stabilisatoren bzw. Tenside, wie z.B. Polyethylenglycol, liefern @9,

Reste von Lignin und
Hemicellulose kdnnen die Enzymaktivitat erniedrigen, da es zu sterischen Behinderung, aber auch
zur Adsorption der Enzyme an das Lignin kommen kann ©®. Tenside kénnen auch zu einer
Reduzierung von Enzymadsorption an Lignin fihren.

Die sterische Behinderung der cellulolytischen Enzyme kann durch eine Enzymmischung,
bestehend aus cellulolytischen (ENG, EXG und BG) und hemicellulolytischen Enzymen (Xylanasen,
Arabinofuranosidase, Mannanase, pektinasen, Laccasen, Ferulasaure-Esterase, etc.) reduziert

werden (%29,

Die in dem Gemisch vorhandenen hemicellulolytischen Enzyme reduzieren die
sterische Behinderung der cellulolytischen Enzyme durch den Abbau der Hemicellulose.

Enzymgemische fuhren zu Synergieeffekten, die die Zuckerausbeute maximieren.
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Abbildung 4: Enzymatische Hydrolyse von Cellulose mittels ENG, EXG und BG (1),

Enzyme zum Abbau von Pflanzenfasern werden schon lange von Unternehmen wie Biopract GmbH
(Berlin auch (ber Vertriebspartner), Bioreact GmbH (Troisdorf, auch Uber Vertriebspartner),
Novozymes A/S (Bagsvaerd, Danemark) und Schmack AG (Schwandorf) kommerziell Angeboten.

Die Kosten von kommerziell erhéltlichen Enzymen sind der Hauptgrund, warum Lignocellulose noch
nicht kommerziell zur Produktion von Chemikalien wie Ethanol und PHB eingesetzt wird %, In

Tabelle 4 sind eine Reihe von kommerziell erhéltlichen Enzympréparaten aufgelistet.

Tabelle 4: Preise verschiedener Enzympraparate©d.

Enzympraparat Enzympreis [€/kg | Hersteller
Enzymlésung]
MethaPlus L 100 30 DSM
GC 880 6+2 Genencor
Laminex BG 62 EDC (Enzyme Development
Corporation)
Novozyme 188 30 Novozymes
Celluclast 1.5 35 Novozymes
Cellulase TXL 16,50 Asa-Spezialenzym(©?

Novozymes, einer der grof3ten Enzymhersteller fir die Hydrolyse von Lignocellulose, bietet dieses
Jahr die neue Generation der CTec Serie an, Cellic® CTec3. Dieses soll bei gleicher Dosierung
verglichen zu CTec2 eine 1,5-mal hohere Aktivitdt aufweisen. Zeitgleich hat DuPont das
Enzympréparat Accellerase® TRIO vorgestellt. Dies fiuhrt voraussichtlich zu einer Senkung der
Kosten aber nicht in einem Umfang bei der die Produktion von Bulkchemikalien und Biopolymeren

wirtschaftlich wirde.
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3.5 Uberblick tiber die Produktion von cellulolytischen Enzymen

Enzyme werden in grofl3technischem Malstab mittels Solid-State-Fermentation (SSF) in einem
Festbettreaktor bzw. Submersfermentation (SmF) hergestellt. Bei der SSF liegt Wasser nur in

begrenzten Mengen vor. Typische TS-Gehalte liegen zwischen 20 und 88% ©9,

Bevorzugt
eingesetzte Substrate fiir SSF sind u.a., Weizenkleie, Zuckerrohr-Bagasse, und Sojakleie ®¥. Diese
Substrate charakterisieren sich durch niedrige Kosten und einen hohen Gehalt an Lignocellulose
(Ublicherweise Abfallstoffe der Agrarindustrie). Der Prozessablauf beinhaltet eine physikalische und
eventuell chemische Vorbehandlung der Biomasse mit nachfolgender Beimpfung durch Pilzsporen.
Festbettreaktoren gibt es in verschiedenen Ausfihrungen. Die einfachste und glnstigste Variante
ist das statische Festbett. Hierbei wird das Substrat in eine Schale mit definierter Feuchtigkeit
gegeben, beimpft und inkubiert®?. Es findet keine manuelle Durchmischung statt. Durch eventuelle
Warmeproduktion ist die Schichtdicke des Substrates beschrankt ©. Zusétzliche Begasung
verbessert die Sauerstoffzufuhr. Manuelle Mischung kann in einem Trommelreaktor realisiert
werden. Allerdings beschrankt sich die Durchmischung auf ein makroskopisches Niveau. D.h. es
findet keine Durchmischung im um-Bereich statt und das Myzelium bleibt weitestgehend intakt ¢4,
Abbildung 5 stellt diesen Zusammenhang schematisch dar. Die Warmeentwicklung ist im

Trommelreaktor vernachlassigbar.

Ein manuelles Durchmischen kann auch durch einen runden Reaktor mit Mischern und/oder durch
einblasen von Luft erfolgen. Manuelles durchmischen und zusétzlicher Lufteintrag in ein Festbett
erhohen die Betriebskosten und verlangen eine komplexere Bauweise, verglichen mit statischen
Festbettreaktoren. In Abbildung 5 sind verschiedene Festbettreaktortypen mit deren Charakteristik
schematisch dargestellt. Die SmF wird hingegen in einem Bioreaktor mittels Batch, Fed-batch oder

kontinuierlicher Fermentation in Flissigmedium durchgefihrt.
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Abbildung 5: (A) Vergleich SSF und SmF beziiglich des Einflusses von Mischen. (B) Unterschiedliche
Festbettreaktortypen ¢4 |

Die SSF zeigte im Vergleich zur SmF ein hoheres Zellwachstum ©®. Dies ist bedingt durch die
makroskopische Pilzstruktur die durch die reduzierte Durchmischung ungehemmt im Festbettreaktor
wachsen kann ©”, Aufgrund dessen zeigte die SSF auch eine héhere Enzymproduktivitat, verglichen
mit der SmF. Zudem wurde nachgewiesen, dass bei einer SSF weniger Proteasen gebildet werden
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©8), Dies ist natiirlich von groRer Bedeutung, da Proteasen die Proteine und damit auch das Enzym
abbauen. Ein weiterer Vorteil der SSF zeigt sich in einer differenzierten Enzymexpression. Wie eine
Studie gezeigt hat, werden cellulolytische Enzyme in unterschiedlicher Menge ausgeschiittet,
abhangig davon ob der Organismus im Fliissigmedium oder auf Feststoff als Biofilm wéachst ©° 49,
Es konnte gezeigt werden, dass durch Zelladh&sion auf Feststoff, hdhere Enzymausschittungen
herbeigefiihrt wurden.

Die On-site Enzymproduktion hat sich in den letzten Jahren als kostenginstige Alternative zum
Enzymeinkauf entwickelt. Besonders durch die Bioethanolproduktion aus Lignocellulose wurde das
Verfahren attraktiv. Ethanol als Endprodukt muss sehr giinstig angeboten werden, was durch die
hohen Einkaufskosten kommerziell erhéltlicher Enzyme bisher verhindert wurde. Um die Kosten
weiter zu senken bietet sich die On-site Enzymproduktion an, da die notwendigen Enzyme direkt vor
Ort hergestellt werden “V. Durch die On-site Produktion kann auf eine Enzymkonzentrierung und
die Verwendung von Stabilisatoren verzichtet werden, da keine Lagerung benétigt wird “?. Die
Fermentationsbriihe der Enzymherstellung kann direkt in die enzymatische Hydrolyse gegeben
werden. Die Lagerung von Enzympréparaten vor Ort ist nicht mehr notwendig. Eine Studie mit Bezug
auf die On-site Enzymherstellung hat gezeigt, dass die Herstellung von cellulolytischen Enzymen
den Einsatz von kommerziellen Enzymen ersetzen kann “?. Aspergillus niger (IBT25747) und A.
saccharolyticus (CBS 127449) wurden auf einem Filterkuchen, der nach einer Fermentation von
nass-oxidiertem Weizenstroh erzeugt wurde, zur Enzymherstellung herangewachsen “?. Wahrend
Novozymes die On-site Enzymproduktion im Vergleich zum Einkauf ihrer Produkte als
kostenintensivere Variante beschreibt “?, bietet sich Genencor an Enzyme zu verkaufen, wie auch
bei einer On-site Enzymproduktion planend und unterstiitzend mitzuwirken, wie auf dem 28. Fuel

Ethanol Workshop in Minneapolis, MN am 4. — 7. Juni 2012 prasentiert wurde .

Die Herstellung von Cellulasen wird im grof3technischen Maf3stab hauptsachlich mit filamentdsen
Pilzen durchgefiihrt “¥. Filamenttse Pilze wachsen durch Verlangerung der Endspitzen der Hyphen
und bilden Verzweigungen. Dadurch bildet sich ein dichtes Geflecht, das Myzelium “®. Typische
Pilzstamme zur Herstellung von Cellulasen gehoren den Gattungen Aspergillus und Trichoderma an
“9), Die folgende Tabelle (5) listet eine Auswahl an filamentdsen Pilzen auf, die in der Literatur auf
deren Cellulaseherstellung untersucht wurden.

Um hohere Enzymproduktivitat zu erhalten, kdnnen Pilzstamme modifiziert werden. Zu den
Modifikationen z&hlen die Optimierung des Promotors und des Sekretionssignales “9, die
Konstruktion von Fusionsproteinen, die eine effiziente Sekretion der Zielproteine erméglichen ©?,
die Herstellung von Stammen mit reduzierter Proteaseproduktion®, die Optimierung des Mediums
62 sowie die selektive Mutation zusammen mit Screening zur Herstellung neuer Variationen mit

erhéhter Proteinproduktion ©2.
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Tabelle 5: Auswahl von Cellulase-produzierenden filamentdsen Pilzen.

Weizenstroh

Pilz Enzym(e) Substrat Aktivitat Quelle
T. reesei (ATCC 26921) + | Cellulase Sojabohnen- | 10,78 FPU/g ®4)
A. oryzae (ATCC 12892) | B-glucosidase C\‘/‘{'asize:nkleie " 110,72 urg
Endoglucanase (4:1) 100,67 U/g
Xylanase 504,98 U/g
A. niger (ATCC 10864) Cellulase Perlite 1800 U/ (55)
Endoglucanase 6400 U/
Xylanase 8570 U/
A. niger MS82 Endoglucanase Gras 0,43 U/ml @4
B-glucosidase 0,46 U/ml
T. reesei LM-UC4 + A. | Cellulase Zuckerrohr- 15 U/g (DW) (56)
phoenicis QM329 Endoglucanase Bagasse 80 U/g
B-glucosidase 20 U/g
A. niger (IBT25747) Cellulase Filterkuchen n.a. “2)
A. saccharolyticus (CBS | B-glucosidase Eifgentation
127449) von nass-
oxidiertem

A. niger (ATCC 201201)

Endoglucanase
filter paper
bglucosidase
b-xylosidase

xylanase

Reisstroh

100 U/g Substrate

240 Ulg

(67)

In einer kirzlich verdffentlichten Studie wurde die Mdglichkeit demonstriert, zwei Aspergillus Spezies
so zu modifizieren, dass eine hohe Enzymproduktion (50-100 mg/L) erreicht wurde, mit einer
Reduzierung des extrazellularen Proteinabbaus ©®. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass ein
Organismus mehrere genetisch eingefiigte Proteine gleichzeitig und effizient ausschitten konnte
®8, Dies kann die Grundlage sein, spezielle Enzymgemische direkt in einem Organismus

produzieren zu lassen.

3.6 Einflisse auf Pilzmorphologie in einer Kultivierung

Das Wachstum des Myzeliums wird von vielen Faktoren beeinflusst. Die makroskopische Struktur
hangt zunachst vom Prozess ab. Wéahrend bei einer SSF sich der Pilz in seiner natirlichen Form
befindet und als zusammenhéngendes Myzelium wéachst ©9, liegt der Pilz in einer

Submersfermentation (SmF) als dispergiertes Myzelium bzw. als Pellet vor 9. Ob der Pilz als Pellet
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oder dispergiertes Myzelium vorliegt, hangt wiederum von den Fermentationsbedingungen ab. Dazu

z&hlen die Scherkrafte des Ruhrers und pH-Wert.

Pellets haben im Vergleich zu SSF-Kulturen eine geringere Enzymproduktion gezeigt, da innerhalb
der Pellets der Stofftransfer reduziert ist, und das innere der Pellets somit seine Aktivitat einstellt €2,
Das lose Myzelium in der Flissigphase wiederum leitet einen Anstieg der Viskositat des Mediums
ein und fuhrt zu pseudoplastischen Fluidcharakteristiken ©®%, Damit wird das Mischen erschwert
und es konnen Warme- und Stofftransfer gestort werden. Ein Anstieg der Viskositat der
darauffolgenden Reduzierung der Mischgite kann durch Erhohung der Mixergeschwindigkeit
behoben werden, jedoch fihrt eine erhthte Mixergeschwindigkeit zu hoéheren Scherkraften, die
wiederum das Myzelium zerschlagen ©®Y. Zudem kann sich das Myzelium am Rihrer und
Ruhrerwelle festsetzen und fiihrt zu Konzentrationsgradienten im Reaktor 9. Bedingt durch die

komplexe Steuerung der SmF, wird ein Festbettreaktor vorgesehen.

l. 4. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Arbeiten zur Stammentwicklung von Aspergillus nidulans wurden im Rahmen eines
Unterauftrages des PFI vom Prade Lab der Oklahoma State University in Stillwater (Oklahoma,
USA) durchgefhrt.
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Il. Eingehende Darstellung — Ergebnisse

1. 1. Pilzscreening und Entwicklung (AP 1)

Autoren: A. Cordes (ASA) in Zusammenarbeit mit S. Droge, M. Miller, P. Ballmann (PFI)

Ziel des AP 1 war die Bereitstellung von potentiellen Pilzstammen zur Produktion von cellulolytischen
Enzymen im SSF-Verfahren. Hierbei wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt. Einerseits ein
Screening von bekannten natirlichen Produzenten aus der Stammsammlung vom Projektpartner.
Diese Arbeiten wurden beim Projektpartner, der ASA Spezialenzyme GmbH durchgefihrt. Zum
anderen wurde ein bekannter naturlicher Produzent, Aspergillus nidulans, genetisch modifiziert um
groRere Mengen an cellulolytischen Enzymen in xylose-basierten Medien im SSF-Verfahren zu
produzieren. Die neuentwickelten Stdmme wurden am PFl getestet und im Rahmen eines

konventionellen statischen SSF-Verfahren eingesetzt.

I. 1.1 Pilzscreening naturlicher Stamme

Vom PFI wurden zwei Modellsubstrate fiir das Screening der natirlichen Pilzstdmme (A. nidulans,

A. niger und T. reesei, Penicillium funiculosum, Aurantiporus fissites) zur Verfligung gestellt:
1. Die l6sliche Hemicellulose-Fraktion nach TDH des Strohs
2. Die lignin- und cellulosehaltige Feststofffraktion nach TDH des Strohs

Die Pilzstamme mit dem besten Wachstum sowie der héchsten Enzymbildung (endo- und exo-
Glucanase, Xylanase) sollten fiir die SSF bei PFI ausgewahlt werden.

Zunachst wurde ein Agarnahrboden konzipiert, der als einzige C-Quelle TDH-Weizenstroh enthielt.
Dieser wurde zundchst mit den Pilzstammen Penicillium funiculosum, Aurantiporus fissites,
Aspergillus. niger und Trichoderma harzianum beimpft. Alle Stamme zeigten auf diesem Nahrboden

sehr gutes Wachstum.

Danach wurden die Pilze mit von ASA entwickelten Produktionsmedien (wiederum mit TDH-
Weizenstroh als einziger C-Quelle) auf ihre Enzymbildung getestet.

Dabei wurde wie folgt vorgegangen:

Die Agarplatten wurden mit den Pilzen beimpft

e je 500 ml Schuttelkolben wurden. mit 100 ml Hauptkulturmedium befillt

e Beimpfung: mit Korkbohrer wurde ein Teil (d> 0,5 cm) des Pilzes aus dem Agar
ausgeschnitten

¢ Inkubationszeit: max. 14 Tage bei 30°C, 120 rpm mit pH-Kontrolle

e Bestimmung verschiedener Enzymaktivitaten in den Kulturtiberstanden.
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Analytik: Es wurden die Enzymaktivitaten exo-Cellulase, endo-Cellulase, Xylanase bestimmt.

Die Bildung von exo-Cellulase war im Vergleich zu anderen Produktionsmedien etwas geringer
(Penicillium funiculosum, Aurantiporus fissites) bzw. gar nicht vorhanden (Aspergillus. Niger,
Trichoderma harzianum).

Die besten endo-Cellulase-Bildner waren P. funiculosum und A. fissites mit einer recht guten Aktivitat
von uber 200 U/ml. A. niger und T. harzianum zeigten wiederum nur sehr geringe Enzymbildung.
Bei den Xylanase-Messungen wurden die héchsten Werte wiederum in den Uberstanden von P.
funiculosum gemessen. Allerdings betrugen die Aktivitatswerte mit ca. 40 U/ml nur ca. 5% der Werte,
die mit einem Produktionsmedium ohne TDH-Weizenstroh erzielbar sind. Das zweitbeste Ergebnis
wurde erzielt mit T. harzianum (38 U/ml) gefolgt von A. fissites (24 U/ml).

A. niger zeigte auf TDH-Weizenstroh insgesamt nur eine geringe Enzymbildung. Tab. 6 zeigt die
erzielten Enzymaktivitaten in Abhangigkeit von der Fermentationszeit.

Tabelle 6: Bildung von Enzymen bei Fermentation mit TDH-Weizenstroh als C-Quelle

Enzymaktivitat [U/ml] nach 13 Tagen

2 3 4 5 6 9 11 18
exo-Cellulase
P. funiculosum(150) | O 0.2 1.2 1,9 |20 13 0.3 0,5
A. fissitis (187) 0 <0,06 |<0,06 [0,6 1,0 1,8 0,2 0,9
A. niger (137) 0 <0,06 |<0,06 [<0,06 |<0,06 |<0,06 [0,3 < 0,06
T. harzianum (106) |0 <0,06 |0,1 0,1 <0,06 |[<0,06 [<0,06 |<0,06

endo-Cellulase

P. funiculosum <8 |78 133 210 151 139 151 223
A. fissitis <8 |<8 12 122 158 138 147 208
A. niger <8 |<8 <8 11 11 11 11 15
T. harzianum (106) [<8 [<8 27,9 19,1 18,0 16,5 18,1 16,2
Xylanase

P. funiculosum <0,1 (4,2 16 40 30 42 32 31
A. fissitis <0,1 /0,2 1,0 20 17 14 22 24
A. niger 29 |35 4,7 6,8 7,8 7,3 4,7 3,6
T. harzianum <0,1 (0,7 25 38 16 9,5 7,0 59

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden weitere Optimierungsarbeiten hinsichtlich
Medienzusammensetzung und Prozessfiihrung durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 bis 8
dargestellt. Dabei konnte bei der exo-Cellulase-Bildung keine Verbesserungen erzielt werden (Abb.
6) Demgegeniber gelang es, die endo-Cellulase-Sekretion von P. funiculosum auf fast 300 U/ml zu
steigern (Abb. 7).
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Bei der Xylanase-Bildung konnte mit allen Stdmmen deutliche Verbesserungen erzielt werden. Mit
T. harzianum konnte die Aktivitat mit 100 U/ml) auf mehr als das Doppelte gesteigert werden (Abb.
8).

14 1
— 1 =o—P. funiculosum
£ 1.2 T == A. fissitis
=) T .
@ 14 sfle= A niger
@ T ;
S sl f-/‘ a =>=T. harzianum
I I
Q I K \
o 016 -
) I I * : x —

- : l / \

0,2 +

0 i——l—m:(—x —_— \- —

0 5 10 15 20
Zeit [Tage]
Abbildung 6: Bildung von exo-Cellulase auf TDH-Weizenstroh

350 T

w3 fk\
250 / \
200 + J \
T / \\ == P funiculosum
150 f \ == A. fissitis
100 T ==A. niger

=>¢=T, harzianum

endo-Cellulase [U/ml]

Zeit [Tage]

Abbildung 7: Bildung von endo-Cellulase auf TDH-Weizenstroh
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O R t t t t t t t t t t t t t |
0 5 10 15 20
Zeit [Tage]

Xylanase [U/ml]

Abbildung 8: Bildung von Xylanase auf TDH-Weizenstroh

Um die von den einzelnen Pilzstammen produzierten Enzymgemischen charakterisieren zu kénnen,
wurden aus den Kulturiiberstanden Lyophilisate hergestellt. Das Aktivitdtsspektrum der Lyophilisate
zeigt Tabelle 7. Dabei liegen die einzelnen Enzymaktivitdten des Praparates aus P. funiculosum

durchaus im Bereich von kommerziell erhaltlichen Cellulase- bzw. Hemicellulase-Produkten.

Tabelle 7: Enzymaktivitaten der Lyophilisate

Bezeichnung Lyophilisate Enzymaktivitaten [U/g]
exo-Cellulase endo- Xylanase
Cellulase
P. funiculosum 64 7.970 1.790
A. fissitis 47 2.230 946
A. niger 0,59 232 144
T. harzianum 6,9 163 444

Zusammenfassend kann nach den bisherigen Resultaten gesagt werden, dass sich die Stamme
Penicillium funiculosum und Aurantiporus fissites wahrscheinlich sehr gut fiir die On-Site-
Enzymproduktion eignen. Mit Einschrankungen en konnte auch der Einsatz von Trichoderma

harzianum sinnvoll sein.
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Il. 1.1.1 Enzymbildung von P. funiculosum auf unterschiedlich behandeltem TDH-

Weizenstroh

Die Vorbehandlung von Stroh mit Thermodruckhydrolyse kann in Abhéangigkeit von den
Reaktionsbedingungen (Temperatur, Sauregehalt) verschiedene Substanzen freisetzen, die das
Wachstum und die Enzymbildung von Pilzstammen negativ beeinflussen kénnen, z.B. 5-
Hydroxymethylfurfural und Furfural. Daher wurden vom Projektpartner unterschiedlich behandelte
Chargen fir Enzymbildungsversuche zur Verfligung gestellt. Tab. 8 zeigt die Bedingungen der TDH-
Vorbehandlung.

Die Versuche wurden mit P. funiculosum durchgefuhrt.

+ Agarplatten mit Hauptkulturmedium ansetzen und mit P. funiculosum beimpfen
* je 500 ml Sk m.S. mit 100 ml Hauptkulturmedium befiillen; Doppelansétze

* Beimpfung: mit Korkbohrer einen Teil (d> 0,5 cm) des Pilzes von Agarplatte

* Max. 14 Tage bei 30°C, 120 rpm schitteln; ohne Feed-Zugabe

* pH bei ca. 5,0 bzw. 6,0 halten

+ Proben aus dem Uberstand ziehen (3 ml) und einfrieren

* Abbruch: wenn endo-Cellulase nicht mehr zunimmt

» Bestimmung weiterer Enzymaktivitaten in ausgewahlten Proben:

exo-Cellulase, endo-Cellulase, R-Glucosidase, Xylanase

Fur die Kultivierung wurde das folgende Hauptkulturmedium verwendet:

TDH-Weizenstroh 7,09 TS/L (Muster PFI A1-A3 vom 16.10.2015)

Maisquellwasser = 20,0 g/l
CaCl; x 2 H.O = 1,049/
(NH4)2S04 = 1,4 gl
KH2PO4 = 2,7g/L
MgSO4x 7H,0 = 0,3 g/L
Temperatur = 30°C
pH = 5,0
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Tabelle 8: Bedingungen TDH-Behandlung

Ansatz T [°C] Zeit [min] HNO3 [%] TS [%]
TDH Al 120 60 0,33 19,0
TDH A2 160 90 0,33 15,0
TDH A3 160 90 0 16,4

Die hochsten (exo- und endo-) Cellulase-Aktivitaten wurden mit der Charge TDH A2 erzielt (Tab. 9,
10, Abb. 9). Da dies die Charge mit den extremsten Bedingungen (hochste Temperatur, l&ngste
Reaktionszeit, HNO3) war, spricht dafur, dass der Aufschlussgrad bzw. der Anteil an gelGster
Cellulose den entscheidenden Einfluss austbt und nicht eventuell entstehende Inhibitoren.

Tabelle 9: Bildung von exo-Cellulase auf TDH-Weizenstroh durch P. funiculosum

TDH-Weizenstroh Enzymaktivitat [U/ml] nach 13 Tagen
2 3 4 5 6 9 11 18
TDH Al 06.10.15 0 0 0 0
TDH A2 06.10.15 0 0 0 0
TDH A3 06.10.15 0 0 0 0
TDH A2 08.12.2014 0,23 1,20 1,85 2,00 1,30 0,30 0,51
Tabelle 10 :Bildung von endo-Cellulase auf TDH-Weizenstroh durch P. funiculosum
TDH-Weizenstroh Enzymaktivitat [U/ml] nach 13 Tagen
2 3 4 6 9 11 13
TDH Al 06.10.15 90 88,5 90 93 96
TDH A2 06.10.15 184 138 132 174 165
TDH A3 06.10.15 98 97 95 103 102
TDH A2 08.12.2014 <8,0 78 134 150 140 151
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Abbildung 9: Bildung von endo-Cellulase auf TDH-Weizenstroh durch P. funiculosum

Bei der Xylanase-Bildung war kein Einfluss der verschiedenen TDH-Methoden erkennbar (Tab. 11,

Abb. 10). Mdoglicherweise wurden in jedem Fall genigend Hemicellulose-Molekile in Ldsung

Uberflihrt, die dann als Enzyminduktor fungieren konnten.

Tabelle 11 : Bildung von exo-Xylanase auf TDH-Weizenstroh durch P. funiculosum

TDH-Weizenstroh

Enzymaktivitat [U/ml] nach 13 Tagen

2 3 4 5 6 9 15
TDH Al 06.10.15 41 41,5 41 53 31
TDH A2 06.10.15 36 44 39 28 15
TDH A3 06.10.15 38 48 48 38,5 22,5
TDH A2 08.12.2014 <0,1 4,2 16 39 30 42 31
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Abbildung 10: Bildung von exo-Xylanase auf TDH-Weizenstroh durch P. funiculosum

Il. 1.1.2 Optimierung der Enzymbildung von Penicillium funiculosum und

Aurantiporus fissites

Die weiteren Optimierungsversuche wurden mit der lignin- und cellulosehaltige Feststofffraktion des
nach TDH A2 behandelten Strohs fortgesetzt.
Auf Basis des nachfolgend aufgefiihrten Hauptkulturmediums wurde eine Medienoptimierung

durchgefiuihrt. Dabei wurden u.a. die Parameter C- und N-Quelle variiert.

Hauptkulturmedium

TDH A2-Weizenstroh = g TS/L
Maisquellwasser = 20,0 g/l
CaCl; x 2 H,O = 1,0 g/l
(NH4)2S04 = 1,4 g/l
KH2PO4 = 2,7g/L
MgSO4x 7H.0 = 0,3 g/L
Temperatur = 30°C
pH = 5,0

Die besten Enzymaktivitdten konnten bei beiden Pilzstdmmen bei 40 und 50 g TDH-Weizenstroh

pro Liter erzielt werden (Tab. 12). Daher wurde 40 g/L als optimale Konzentration festgelegt.
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Bei der Variation verschiedener Stickstoffquellen zeigte sich Maisquellwasser in Konzentrationen

von 30 — 40 g/L als am besten geeignet (Tab. 12).

Tabelle 11: Enzymbildung in Abhangigkeit von der TDH-Weizenstroh Menge

Max. Enzymaktivitat im US [U/ml]
exo-Cellulase 40 g/L TDH-WS 50 g/L TDH-WS
P. funiculosum 0,40 1,05
A. fissitis 0,45 <0,1
endo-Cellulase
P. funiculosum 216 159
A. fissitis 95 17,3
Xylanase
P. funiculosum 33 47,5
A. fissitis 20 4,5

Tabelle 12: Enzymbildung von P.

funiculosum in Abhéangigkeit von der Konzentration an Maisquellwasser

(CsL)
CSL [g(L] Max. Enzymaktivitat im US [U/ml]
exo-Cellulase endo-Cellulase Xylanase
20 0,70 193 55
30 0,60 201 63
40 0,75 203 60

Weiterhin zeigte sich, dass Tetracyclin einen geringen negativen Effekt auf die Enzymbildung

austbt (Tab. 13).

Tabelle 13: Einfluss von Tetracyclin auf die Enzymbildung von P. funiculosum in Abh&ngigkeit von der
Konzentration an Maisquellwasser (CSL)

CsSL .
Tetracyclin Max. Enzymaktivitat im US [U/ml]
[9(L]
endo-
exo-Cellulase Xylanase
Cellulase
30 - 0,60 201 63
30 + 0,50 154 38
40 - 0,75 203 60
40 + 0,30 152 34
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. 1.1.3 Entwicklung rekombinanter Stamme zur Enzym-Produktion

Durch die thermochemische Vorbehandlung von Weizenstroh werden gro3e Mengen an Xylose
beim Abbau der Hemicellulose in die flussige Hydrolysat-Fraktion freigesetzt. Die Nutzung dieser
Xylose in biotechnologischen Prozessen ist schwierig. Viele Organsimen kénnen die Xylose nicht
oder nur unzureichend verwerten. Aul3erdem enthalten diese Hydrolysate haufig auch Inhaltstoffe
welche mikrobielle Wachstumsprozesse stéren. Neben der flissigen Hydrolysat-Fraktion verbleibt
nach der Vorbehandlung eine feste Fraktion mit hohem Cellulose-Anteil. Fir die Spaltung der
Cellulose sind Enzyme notwendig. Diese celluloytischen Enzyme sind in der Herstellung bzw.
Beschaffung noch relativ teuer. Die Problematik der teuren Enzym-Beschaffung und der
Verwertungsprobleme der xylose-haltigen Hydrolysate zu l6sen war der Zentrale Aspekt in diesem
Projekt. Der Pilz Aspergillus nidulans, ein natlrlicher Produzent von cellulolytischen Enzymen ist in
der Lage in Hydrolysaten zu wachsen und Xylose zu verwerten. Ziel war es daher den natirlichen
Produzenten von cellulolytischen Enzymen Aspergillus nidulans genetisch zu modifizieren, um die
Enzymexpression durch Xylose induzieren zu kdnnen. Diese Arbeiten wurden als Unterauftrag im
Prade Lab an der Oklahoma State University (OSU) in Stillwater in den USA durchgefiihrt. Im
Folgenden werden die hier durchgefuhrten Arbeiten kurz zusammengefasst.

Ausgangsbasis fir die Modifizierungen war der Wildtyp-Stamm von Aspergillus nidulans. In einem
ersten Versuchsansatz sollte das Enzym Cellobiohydrolase unter die Kontrolle eine Xylose-
Promotors gestellt werden. Finf verschiedene Xylose-Promotoren standen hier zur Verfigung
(XylAp, XylBp, XylCp, XylDp und XylEp). Abbildung 11 zeigt schematisch den Ablauf des
Promotortausches.

869 bp 910 bp 1581 bp
-+ [ comanossy
Chrvil ] ] | __Coh (AN0494) | A
AN ,* PCR,GAreactionand PCR™ ~~. _ '
.~ . S .
- .
» GApyrGf GAxynBpf GAcbh1DOWN(
PRIMERS | EniCe ," ‘\ GAcbh1UPr GApyrGr GAxynBpr  ~< _ = ijl2gl il
—> o’ s > > > e —
on consaver | BT BN
1097 bp 1400 bp 650bp_ .- . 988bp . *°
RECOMBINANT GENOTYPE AT Trensiometion Lot Jet®
| pyG ST cont (Anossa) c
s . . . 988 by 352bp -160 b
: : XynA, 1000 bp P i . P
s . XynB, 650 bp
1097 bp : 1400 bp : XynC,1000bp 1421 bp
: s XynD, 1000 bp 0 s
. GApyrGf —>» : XynE, 1000bp - <«—: CbhCHECKr
~3,801 bp .
* GAxynBpf —» «—: CbhCHECKr
* cohiUPt —> ~2421bp

<“—. CbhCHECKr

>,

~4,837 bp

Abbildung 11: Generelles design zum Austausch des Promotors. A zeigt die native Organisation des cbhl
Locus. B Gibson Assembly (GA) Fragmente, die den Austausch der Promotoren (xynBp) und die Inklusion
des pyrG-Selektionsmarker anzeigen. GA Primer und Primer zur Verifizierung des rekombinanten Locus
(gelb) sind ebenfalls gezeigt. C Organisation des mit GA-Konstrukt transformierten rekombinanten A.
nidulans.

32



Neue A. nidulans Stamme mit funf Xylanasepromotoren (XylAp, XyIBp, XyICp, XyIDp und XylEp) vor
Cbh1l (AN0494) Cellobiohydrolase wurden konstruiert. Zusétzlich sind die Verifizierungsprimer
gezeigt, die genutzt wurden um die Genomintegration in allen rekombinanten Aspergillus Stammen
zu prifen.

Alle DNS-Elemente fir die Modifikationen wurden von Aspergillus nidulans entnommen. Keine DNS
von anderen Quellen war involviert. Vier Xylanasepromotoren wurden zusammen mit dem
Selektionsmarker PyrG mittels Gibson Assemby integriert. Die Transformanten wurden aufgereinigt
und die korrekte genomische Integration analysiert (Abbildung 12). Es war allerdings nicht méglich
einen korrekten Transformant mit XylDp herzustellen.

XvnAp XvnBp XvnCo XvnEp

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Abbildung 12: PCR-Amplifikation von drei diagnostischen Fragmenten die garantieren, dass die
Xylanasepromotoren vor Cbh integriert wurden. Mit XylDp ist keine korrekte Integration gelungen. Es scheint,
dass fur XylAp, XyIBp, XylCp und XylEp die DNS-Stiicke korrekt integriert wurden. Damit misste das CBH-
Gen nun unter der Kontrolle der Xylanaseregulierung liegen.

Um die Produktion von CBH zu testen wurden die Pilze fiir 60 h mit unterschiedlichen Xylosequellen
inkubiert. Abbildung 13 zeigt die produzierte Aktivitdt von CBH mit den vier unterschiedlichen
Promotoren in Medium mit 2 % Xylose, PFI-Hydrolysat (2 % Xylosekonzentration) und 2 %
Hemicellulose. Ebenso wurde die pH-Abhangigkeit getestet.
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Abbildung 13: LINKS: Vier Xylanasepromotoren (XylAp, XylBp, XylCp und XylEp) initieren die Produktion von
CBH in 2 % Xylose (schwarze Balken), PFI-Hydrolysat mit 2 % Xylose (graue Balken) und 2 % Hemicellulose
(0,5 % Hafer, 0,5 % Buchenholz-Xylan, 0,25 % Arabinan, 0,25 % Xyloglucan, 0,25 % Arabinoxylan) (weil3e
Balken). RECHTS: Xylp gefuhrte CBH-Induktion bei kontrolliertem pH. Die CBH-Aktivitat des Wildtyps (WT)
wurde von den Xylp-Stimmen abgezogen und zeigt somit eine korrigierte CBH-Induktion allein basierend auf
Xylose.

Aufgrund verfahrenstechnischer Griinde ist die Enzymproduktion bei pH-Werten < 6
wiinschenswert. Die Ausschittung von CBH war am starksten in Medium mit Xylose. Das PFI-
Hydrolysat fuhrte zur niedrigsten Ausschittung von CBH. Die pH-Abhéngigkeit der einzelnen
Promotoren konnte demonstriert werden. XylCp zeigte hier die besten Ergebnisse bei pH 6. Jedoch
war selbst mit Xylose die CBH Ausschiittung nicht besonders hoch.

Fur das weitere Vorgehen wurde daher eine alternative Strategie gewahlt. Bei vielen Pilzstammen
der Gattung Aspergillus spielt der Transkriptionsfaktor XInR eine sehr wichtige Rolle. Im Allgemeinen
steuern Transkriptionsfaktoren die Expression von Genen. Der Transkriptionsfaktor XInR reguliert
vor allem die Expression der Hemicellulasen. Eine Uberexpression des XInR-Gens steigert somit
die Freisetzung dieser Enzyme ©® Daher wurde beim Transkriptionsfaktor XInR im Wildtyp-Stamm
von Aspergillus nidulans der natirliche Promotor gegen einen Uberexprimierenden Promotor
ausgetauscht. Der so maodifizierte Stamm (PFI-XLN7) wurde in verschiedenen Medien auf die
Xylanaseproduktion hin untersucht. Abbildung 14 zeigt eine deutliche Steigerung der Xylanase-
Produktion. Vor allem die Xylanaseproduktion im PFI-Hydrolysat war am hdchsten. Eine Analyse
des Rohextraktes zeigte, dass ausschlieRlich Xylanase C in den Uberstand abgegeben wurde.
Daher wurde im weiteren Verlauf ausschlief3lich der xynC: Promotor fur die weiteren Modifikationen

eingesetzt.
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Abbildung 14: Xylanaseproduktion is verstarkt induziert durch XInRA-Uberexpression. Mycelium von Wildtyp
(offene Symbole) und von einem XInRA-Uberexprimierenden Stamm (geschlossene Symbole) wurden in

Medium mit 1 % Xylose (Quadrate), 1 % Hemicellulose (Rauten) oder 1 % xylose vom PFI-Hydrolysat (Kreise)
kultiviert.

Auf Basis des Stammes PFI-XLN7 erfolgte im nachsten Schritt die Konstruktion eines Stammes zur
Uberproduktion von Endoglucanasen. Bei zwei verschiedene Endoglucanasen (Egl A & B) wurde
der durch Cellulose induzierbare Promotor durch einen mit Xylose induzierbaren Promotor (xynC)
ersetzt. Abbildung 15 zeigt die Endoglucanase-Aktivitat bei verschiedenen Transformanden. Vor
allem der Stamm TD5X71 mit PFI-EgIA setzte grol3e Mengen an Endoglucanase ins Medium frei.

Der Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm (A7PEX WT) und dem PFI-XLN7 Stamm macht dies sehr
deutlich.
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Abbildung 15: Endoglucanase-Aktivitdit A & B im mit Xylose suppliementierten Minimalmedium (2%) in
verschiedenen Stammen: A7PEX Wt Kontrollstamm, XLN7 XLNR Uberexpriemierten Stamm, TD5X71 und

TD5X72 XLN7 Stamm transformiert mit xynCp::egl A, TE15X72 TE15X73 TE16X71 TE16X72 XLN7 Stamm
transformiert mit xynCp::egl B.
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Nach der erfolgreichen Uberexpression einer Endoglucanase erfolgte im nachsten Schritt die
Konstruktion eines Stammes zur verstarkten Freisetzung von Exoglucanasen (CbH A und B) und
einer B-Glucosidase (BglA). Auch hier diente der Stamm PFI-XLN7 als Basis. Als Promoter wurde
wiederum xynC eingesetzt. Abbildung 16 zeigt die Cellobiohydrolase- und B-Glucosidase-Aktivitat
in xylose-haltigen Medium (2%) nach 72 h Wachstum.
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Abbildung 16: links: Verschiedene Cellobiohydrolase-Aktivitditen (Cbh C & B) bei unterschiedlichen
Transformanden nach 72 h in einem xylose-haltigen Minimalmedium. Alle Transformanden basieren auf dem
PFI-XLN 7 Stamm und wurden durch einen xyn C Promotor induziert, rechts: B-Glucosidase-Aktivitat bei
unterschiedlichen Transformanden nach 72 h in einem xylose-haltigen Minimalmedium. Alle Transformanden
basieren auf dem PFI-XLN 7 Stamm und wurden durch einen xyn C Promotor induziert

Im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle konnten hohe Aktivtaten sowohl bei einer Reihe von
Transformanden von Cbh C, als auch bei Cbh B nachgewiesen werden. Auch die B-Glucosidase-
Aktivitdten waren in den Transformanden deutlich héher als im Wildtyp. Beide Stamme sollten somit
in der Lage grof3e Mengen an Enzymen freizusetzen um zusammen mit der Endoglucanase-Aktivitat
von PFI-Cell eine volle Verzuckerung gewahrleisten zu kénnen.

Somit standen 4 verschiedene modifizierte Stdmme flr weitere Untersuchungen am PFl zur

Verfigung.

Il. 1.1.4 Kultivierung von rekombinanten Stammen zur Enzym-Produktion

Im nachsten Schritt wurden die Stamme am PFl im SSF-Verfahren getestet. Fur die SSF wurde
Weizenstroh bei 160 °C fur 60 min in Gegenwart von 0,33 % Salpetersaure behandelt. Nach der
Behandlung standen zwei Fraktionen zur Verfigung. Eine abgereicherte Feststofffraktion und ein
flissiges Hydrolsat. Vom Weizenstroh und der abgereicherten Feststofffraktion wurde die
Zusammensetzung mittels eines Verfahrens der NREL (National Renewable Energy Laboratory,
Boulder, Colorado (USA)) bestimmt. In Tabelle 14 sind die wichtigsten Bestandteile aufgefiihrt. Es
zeigte sich deutlich, dass durch die Vorbehandlung der groRte Teil der Hemicellulose aus der

Biomasse gelost wurde. Dadurch steigt automatisch der Anteil an Cellulose und Lignin in der
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abgereicherten Biomasse. Fur die spatere Nutzung als Feststoff bei der SSF wurde die

abgereicherte Feststofffraktion getrocknet und bei trockenen Bedingungen gelagert.

Tabelle 14: Analyse der Zusammensetzung des Weizenstroh und der abgereicherten Feststofffraktion nach
der thermochemisch-Vorbehandlung mit einem Verfahren der NREL.

Weizenstroh Abgereicherte Feststofffraktion
Cellulose [%0] 37 54
Hemicellulose [%)] 23 8
Lignin [%] 21 31

Die zweite flussige Fraktion wurde in der HPLC analysiert. In Tabelle 15 sind die wichtigsten
Bestandteile aufgelistet. Die Xylose und Arabinose wurde beim Abbau der Hemicellulose freigesetzt.
Die Glucose wurde beim Teilabbau der Cellulose frei. Furfural und 5-HMF sind Abbauprodukte von
Xylose bzw. Glucose. Diese werden bei Temperaturen Gber 120 °C und in Gegenwart von
mineralischen Sauren freigesetzt. Beide kbénnen das Wachstum von Mikroorganismen storen. Der
pH-Wert der flissigen Hydrolysate lag bei pH 2,1.

Tabelle 15: HPLC-Analyse der Zusammensetzung der flissigen Fraktion nach der thermochemisch
Vorbehandlung von Weizenstroh.

Konzentration [g/L]
Xylose 9,5
Glucose 1,7
Arabinose 1,4
Furfural 0,06
5-HMF 0,6

Durch das hier verwendete Verfahren der thermo-chemischen Vorbehandlung wurde relativ viel
Wasser Uber den Heilddampf eingebracht, wodurch die Zucker-Konzentrationen im Hydrolysat relativ
niedrig waren. Fir eine effektive Kultivierung sind héhere Zucker-Konzentration notwendig. Bei einer
technischen Umsetzung wiirde eine Verdampfung mit Wasser- und Warmertckgewinnung erfolgen,
wodurch der Einsatz an Wasser minimiert und gleichzeitig die Konzentration an Zuckern erhdht
werden wirde. Fir die Experimente im Labor- und Technikumsmalstab wurde das Hydrolysat tiber
einen Rotationsverdampfer eingeengt. Durch die Einengung im Rotationsverdampfer konnten auch
die Konzentrationen an Furfural und 5-HMF gesenkt werden, da beide Substanzen leicht flichtig
sind. Aul3erdem verbesserte sich die Lagerfahigkeit der Flissigkeit, da diese eine pH-Wert von

knapp 1 hatte. In Tabelle 16 sind die Konzentrationen an Zuckern im Konzentrat aufgefthrt.
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Tabelle 16: HPLC-Analyse der Zusammensetzung des Konzentrates nach der Einengung des Hydrolysats
im Rotationsverdampfer.

Konzentration [g/L]

Xylose 212
Glucose 5
Arabinose 38

Fur die Kultivierungen im SSF-Verfahren wurde das Konzentrat wiederum mit Wasser auf die
gewtunschte Konzentration verdinnt. In der Regel wurde eine Xylose-Konzentration von 21 — 25 g/L
eingestellt. Hydrolysate aus Weizenstroh enthalten neben den Zuckern nur wenige Nahrstoffe, daher
wurde fur die Klultivierungen weitere Bestandteile zugegeben. Hierbei handelte es sich um eine
Salz- und Spurenelementldésung. In Tabelle 17 sind die verwendeten Konzentrationen im Medium
aufgefuhrt. Bei den eingesetzten Aspergillus nidulans Stammen handelte es sich um
Mangelmutanten, welche zum Wachsen im Medium p-Aminobenzoesaure (PABA) bendtigten.
PABA spielt bei der Synthese von Folsaure eine Rolle und bei einem Mangel wird die Zellteilung

gestort. FUr das Wachstum wurde eine Konzentration von 1 mg/L PABA dem Medium zugesetzt.

Tabelle 17: Zusammensetzung des Mediums fir die Kultivierungen der Aspergillus nidulans-Stamme im SSF-
Verfahren.

Bestandteil Konzentration [g/L]
Natriumnitrat 6
Kaliumchlorid 0,52
Magnesiumsulfat 0,52
Kaliumdihydrogenphosphat 1,52
Spurenelementlésung* 1mL

*Zusammensetzung Spurenelementldsung (1000x): 2,2 g ZnSO4 = 7H20, 1,1 g H3BO3, 0,5 g MnCl2 = 4 H20, 0,5 g FeSO04
= 7 H20, 0,16 g CoCl2 = 5 H20, 0,16 g CuSO4 = H20, 0,11 g Na2MoO4 = 4 H20, und 5 g Na-EDTA in 100 mL

Das mit Nahrstoffen angereicherte Hydrolysat wurde eingesetzt, um mit dem getrockneten
abgereicherten Stroh den gewiinschten Trockensubstanz-Gehalt einzustellen. Die Kultivierungen
erfolgten in 100 mL Kolben mit luftdurchlassigen Stopfen. Die Kolben mit dem Stroh wurden bei 121
°C autoklaviert. Fur die Beimpfung der Kulturen wurden Sporen auf Agar-Platten hergestellt. Bei
dem Medium handelte sich um das gleiche Medium wie das Kultivierungsmedium, allerdings wurde
hier die Xylose mit einer Konzentration von 9 g/L zugegeben. Nach 5 Tagen wurden die Sporen
mittels eines Spatels geerntet und eine konzentrierte Sporen-Suspension hergestellt. Die Beimpfung
der SSF-Kulturen erfolgte mit 1,9 - 10° Sporen/g TS. Die Kultivierung erfolgte fur 72 h bei 37 °C mit
einer Luftfeuchtigkeit von 60 % und einem pH-Wert wurde von pH 6,5. Im Anschluss erfolgte mittels
HPLC eine Zuckeranalyse sowie die Bestimmung der Proteinkonzentration und der Enzymaktivitat.
Fur die Bestimmung der Endoglucanase-Aktivitat wurde ein Standardverfahren mit gel6ster
Cellulose (Carboxymethlycellulose, CMC) eingesetzt. Hierzu wurde die Probe 1:10 mit 0,05 M
Natrium-Citrat Puffer (pH 5,0) verdinnt. Als Substrat wurde eine 0,5 % CMC verwendet (geldst in
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0,05 M Natrium-Acetat Puffer, pH 5,0). Fur den Enzym-Assay wurden 0,9 mL Substrat-LOsung mit
0,1 mL Enzym-L6sung vermischt und fiir 10 min bei 50 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz
mit 1,5 mL einer 0,1 M DNS-L6sung versetzt und fur 10 min in kochendem Wasser inkubiert. Nach
Abkiihlung der Probe wurde die Absorption bei 575 nm gemessen. Uber einen Standard wurde die
Konzentration an freigesetzter Glucose bestimmt. Die Freisetzung von 1 pumol Glucose pro Minute
entsprach einer Aktivitdt von einer Unit (U). Die Bestimmung der Xylanase-Aktivitat erfolgte auf
ahnliche Weise, allerdings wurde statt einer CMC-L6sung eine Losung aus Xylanen (Birkenholz)
verwendet. Die Freisetzung von 1 pmol Xylose pro Minute entsprach wiederum einer Unit. Fur die
Bestimmung der B-Glucosidase-Aktivitat wurde eine 4 mM p-nitrophenyl-B-D-glucoside (pNPRG)
Ldsung (in 50 mM Natrium-Acetat-Puffer) verwendet. Auch hier wurden 0,9 mL der Substrat-Losung
mit 0,1 mL Probe vermischt und ftir 10 min bei 50 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion mit
eiskalter 0,5 M Natrium-Carbonat-Losung gestoppt. Durch die enzymatische Spaltung wird 4-
Nitrophenol freigesetzt. Die Messung der Intensitat erfolgt bei einer Wellenlange von 405 nm. Die
Freisetzung von 1 umol 4-Nitrophenol pro Minute entsprach einer Unit.

Die Bestimmung der Exoglucanase-Aktivitat erfolgte Uber einen modifizierten Filter-Paper-Unit-Test.
Hierflr wurde ein schmaler Streifen Filterpapier (1 cm —4 cm) mit 1 mL 0.05 M Natrium-Citrat-Puffer
bei 50 °C inkubiert. Im Anschluss wurde 0.5 mL Probe zugegeben. Neben der Probe wurde ein Test
parallel mit Blind- und Substratprobe durchgefiihrt. AuBerdem wurde fir jede Enzymprobe ein
Blindwert durchgefihrt um die Konzentration an Zuckern, welche noch in der Probe vorhanden
waren zu berticksichtigen. Nach 60 min bei 50 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 3 mL DNS-
Losung gestoppt. Unmittelbar darauf wurden die Reagenzglaser bei 100 °C inkubiert. 100 mL Probe
wurde mit 1,25 mL Wasser verdiinnt und die Absorption bei 540 nm gemessen. Uber eine zuvor
erstellte Kalibrierungskurve mit Glucose wurde die freigesetzte Menge an Glucose gemessen. Die
Freisetzung von 1 pmol Glucose pro 1 min entsprach einer Unit.

Die Bestimmung der Protein-Konzentration in den Proben erfolgte tiber einen Bradford-Assay. 800
pL der Probe wurden mit 200 pL Bradford-Reagenz versetzt und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte in einem Photometer bei 595 nm. Uber eine zuvor

erstellte mit BSA erstellte Kalibiergerade erfolgte die Berechnung der Protein-Konzentration.

Mit den oben beschriebenen Methoden wurden in den né&chsten Schritten die genetisch modifizierten
Aspergillus nidulans Stamme getestet.

Wie beschrieben, wurde in einem ersten Schritt beim Wildtyp-Stamm Aspergillus nidulans der
Promotor des Transkriptionsfaktors XInR ausgetauscht, so dass dieser konstitutiv stark
Uberexprimiert wurde. Verschiedene Mutanten wurden erzeugt und im synthetischen Medium in den
USA getestet (Daten nicht gezeigt). Die zwei Mutanten mit den hoéchsten Aktivitaten, Xyl 1 und Xyl
2 wurden am PFl im SSF mit Hydrolysat getestet. Abbildung 17 zeigt die enzymatische Aktivitat der
Xylanase im Rohextrakt nach 72 h. Als Referenz wurde die Xylanase-Aktivitat im Rohextrakt des

Wildtyp-Stamm hinzugezogen.
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Abbildung 17: Vergleich der Xylanase-Aktivititen im Rohextrakt nach 3 Tagen SSF-Kultivierung mit TDH-
Stroh und TDH-Hydrolysat bei einem TS-Gehalt von 5 % zwischen einem Wildtyp-Stamm PFI-Wt und den
modifizierten Stammen PFI-Xyl1l und PFI-Xyl2 bei 37 °C.

Die Aktivitdten in den Rohextrakten der beiden Mutanten waren mit 1641 bzw. 1655 U/mL nahezu
identisch. Im Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm waren diese deutlich héher, so lag die Aktivitat hier
nur bei knapp 186 U/mL. Die Protein-Konzentration waren mit 856 bzw. 860 mg/L ebenfalls hoher
als bei Wildtyp-Stamm mit 553 mg/L.

Auf Basis dieses Stammes wurden die weiteren Stamme fur die Ubrigen Enzym-Aktivitaten genetisch
modifiziert. Hierzu wurden die konventionellen Promotoren vor den Endoglucanase-Genen Egl A
und Egl B durch den xylose-induzierten Promotor ersetzt. Die so erzeugten Stdmme sollten somit
sowohl die Endoglucanase A und B Uberexprimieren, als auch die Xylanase. Wie zuvor bei den
Xylanase-Stammen wurden auch hier verschiedene Varianten erzeugt. In Abbildung 18 sind die
Endoglucanase-Aktivitdten im Rohextrakt nach einer 72 h Kultivierung im SSF mit Hydrolysat
dargestellt. Die hochste Aktivitat mit 105 U/mL konnte im Stamm PFI-Egl A erreicht werden.
Verglichen mit dem Wildtyp-Stamm konnte die Aktivitdt um das 2,5-fache gesteigert werden. Die
Steigerung bei der Endoglucanase-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp-Stamm war geringer als bei
der Xylanase, aber trotzdem noch signifikant vorhanden. Die Proteinkonzentrationen im Rohextrakt
lagen bei den Mutanten zwischen 880 — 904 mg/L.
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Abbildung 18: Vergleich verschiedener Endoglucanase-Aktivitditen im Rohextrakt nach 3 Tagen SSF-
Kultivierung mit TDH-Stroh und TDH-Hydrolysat bei einem TS-Gehalt von 5 % zwischen einem Wildtyp-Stamm
PFI-Wt und den modifizierten Stammen PFI-Egl A und PFI-Egl B 1-3 bei 37 °C.

Im nachsten Schritt wurde bei der B-Glucosidase-Gensequenz ebenfalls der native Promotor durch
den Xylose-Promotor Xyn C ersetzt. Auch hier wurde der PFI-Xyl 1-Stamm als Ausgangsstamm
eingesetzt. Eine vielversprechende Mutante wurde im SSF mit TDH-Hydrolsat getestet. In Abbildung

19 ist die B-Glucosidase-Aktivitat im Uberstand im Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm dargestellt.
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Abbildung 19: Vergleich der B-Glucosidase-Aktivitat im Rohextrakt nach 3 Tagen SSF-Kultivierung mit TDH-
Stroh und TDH-Hydrolysat bei einem TS-Gehalt von 5 % zwischen einem Wildtyp-Stamm PFI-Wt und dem
modifizierten Stamm PFI-Bgl bei 37 °C.

Im Vergleich zum Wildtyp-Stamm konnte die Enzym-Aktivitat im Rohextrakt deutlich gesteigert
werden, von 408 U/mL auf 19104 U/mL. Dies entsprach einer 46-fachen Steigerung der Aktivitat.
Verglichen mit der Xylanase- und Endoglucanase-Aktivitat war dies die hdchste Steigerung bei allen

bisher erzeugten Transformanden.
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Im letzten Schritt erfolgte die Modifizierung der Cellobiohydrolase-Aktivitat. Auch hier erfolgte auf
Basis des PFI-Xyl 1 Stammes der Austausch des nativen Promotoren der Cellobiohydrolase durch
Xylose-Promotoren. Aspergillus nidulans besitzt 3 verschiedene Cellobiohydrolase-Gene, zwei
CbhB und ein CbhC-Gene. Cbh B spaltet die Cellulose-Kette von nicht-reduzierenden Ende,
wahrend die CbhC vom reduzierenden Ende spaltet. Bei Tests im synthetischen Medium konnte bei
einer CbhC-Variante die hochste Aktivitat nachgewiesen werden. Diese Variante wurde am PFI im
SSF-Verfahren mit TDH-Hydrolysat getestet. In Abbildung 20 sind die Aktivitaten der
Cellobiohydrolase im Rohextrakt von PFI-CbhC und dem Wildtyp-Stamm aufgefihrt. Im Vergleich
mit dem Wildtyp-Stamm konnte die Aktivitat um den Faktor 4,5 gesteigert werden. Allerdings war die
Grundaktivitat des Wildtyp mit nur 0,07 FPU/ml sehr niedrig. Daher lag, trotz der Aktivitatssteigerung,

auch der optimierte Stamm in Bezug auf die Cellobiohydrolase auf einem niedrigen Niveau.
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Abbildung 20: Vergleich der B-Glucosidase-Aktivitat im Rohextrakt nach 3 Tagen SSF-Kultivierung mit TDH-
Stroh und TDH-Hydrolysat bei einem TS-Gehalt von 5 % zwischen einem Wildtyp-Stamm PFI-Wt und dem
modifizierten Stamm PFI-Bgl bei 37 °C.

Die ersten Tests zur Kultivierung der rekombinanten Aspergillus nidulans Stamme im SSF-Verfahren
mit dem TDH-Hydrolysat waren insgesamt erfolgreich. In allen Félle konnte durch die
Uberexpression des Transkriptionsfaktors XInR eine deutliche Steigerung der jeweiligen
Enzymaktivitat erreicht werden. Dartber hinaus wurde in allen Fallen die Enzymexpression durch
die Xylose im Medium induziert. Insgesamt standen vier verschiedene Stamme zur Verfiigung. Alle
vier Stamme waren in der Lage Xylanasen zu produzieren. Daruber hinaus hatte jeder Stamm mit
Ausnahme des ersten eine separate Aktivitat. In Tabelle 18 sind die hdchsten Aktivitaten

zusammengefasst.
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Tabelle 18: Zusammenfassung der Enzymaktivitaten in den rekombinaten A. nidulans Stdmme im SSF-
Verfahren mit TDH-Hydrolysat.

Aktivitat Stamm
Xylanase 1655 U/mL PFI-Xyl1
Endoglucanase 105 U/mL PFI-Egl A
B-Glucosidase 19104 U/mL PFI-Bgl
Cellobiohydrolase 0,36 FPU/mL PFI-CbhC

Im Anschluss erfolgten vergleichende Tests der rekombinanten Stamme bei ASA. Im Vergleich zu
den Aktivitatstests beim PFI wurden bei der ASA modifizierte Enzymtests mittels CMC-L6sung und
Avicel-Losung durchgefihrt.

Tabelle 19 zeigt die erzielten Ergebnisse aller modifizierten Stammen. Der beste hier getestete
naturliche Produzent hatte eine maximale Exocellulase-Aktivitdit von 2 U/mL. Die hdchsten
Endoglucanase- und Xylanase-Aktivitdten lagen bei 184 bzw. 44 U/mL. Eine nennenswerte [3-
Glucosidase-Aktivitat konnte bei P. funiculosum nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 19: Bildung von Enzymen mit verschiedenen A. nidulans-Stdmmen auf MMX-Medium

Enzymaktivitat [U/ml]
nach Tagen
3 4 5 6 7

exo-Cellulase
A. nidulans PFI-Xyl 1 - 0 0 0 0
A. nidulans PFI-Egl A - 0,1 0,08 0,04 0,1
A. nidulans PFI-bgl 0 0 0 0,02 0
A. nidulans PFI-Cel 1 0,1 0 0 0 0

Endo-Cellulase
A. nidulans PFI-Xyl 1 - <10 <10 <10 <10
A. nidulans PFI-Egl A - 513 492 574 563
A. nidulans PFI-bgl <10 <10 <10 <10 <10
A. nidulans PFI-Cel 1 <10 <10 <10 <10 <10

Xylanase

A. nidulans PFI-Xyl 1 - 221 97 140 96
A. nidulans PFI-Egl A - 187 171 143 139
A. nidulans PFI-bgl 218 262 163 202 172
A. nidulans PFI-Cel 1 272 76 141 55 130

3-Glucosidase
A. nidulans PFI-Xyl 1 - 0 0 0 0
A. nidulans PFI-Egl A - 0
A. nidulans PFI-bgl 2,7 4,1 7.8 4.9 7.7
A. nidulans PFI-Cel 1 0,01 0 0 0 0
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Somit zeigt sich eine deutliche Uberlegenheit der Stamme OSE 8, 12 und 13 gegeniiber den nicht-
rekombinanten Pilzstdmmen. Ausnahme ist die Expression von exo-Cellulase, die nur von P.
funiculosum und A. fissitis in verwertbaren Mengen produziert wird. Auf3erdem wurde das Maximum
der Enzymbildung schon sehr schnell erreicht (3- 4 Tage). Weiterhin ist anzumerken, dass der
Stamm PFI-bgl der einzige war, der eine gute B-Glucosidase-Aktivitat besitzt.

Il. 1.2 Statische SSF

Il. 1.2.1 Optimierung der SSF-Kultivierung zur Enzymproduktion

Im ndchsten Schritt wurden verschiedene Parameter des SSF-Verfahrens optimiert. Hierzu zéhlen
der pH-Wert, der Einfluss des Hydrolysats bzw. die Medienzusammensetzung, die
Kultivierungsdauer und der TS-Gehalt.

Die Kultivierungen in Abschnitt 1.1 wurden ausschliefZlich bei einem pH-Wert von 6,5 durchgefiihrt.
Hier liegt das Wachstumsoptimum fur den Aspergillus nidulans. Aus der Literatur ist bekannt, dass
Aspergillus nidulans eine sehr hohe pH-Toleranz besitzt ®®. Das eingesetzte TDH-Hydrolysat hat
einen pH-Wert zwischen 2,0 — 2,5. Fur die Einstellung des erforderlichen pH-Wertes von 6,5 waren
somit grof3e Mengen an Natronlauge notwendig. Kultivierungen bei niedrigeren pH-Werten wiirde
die einzusetzende NaOH Menge verringern und die Gefahr von Kontaminationen reduzieren.

Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymaktivitaten im Rohextrakt zu untersuchen wurden
SSFs mit dem Stamm PFI-Egl A bei pH-Werten zwischen pH 2,5 und pH 6,5 durchgefihrt. In
Abbildung 21 sind die Endoglucanase-Aktivitaten im Rohextrakt nach dreitdgiger Kultivierung
dargestellt. PFI-Cell wuchs bis pH 3,5 und setzte gréf3ere Mengen an Endoglucanasen mit hoher
enzymatischer Aktivitat frei. Bei pH 2,5 konnte nur noch ein geringes Wachstum beobachtet werden.
Noch geringere pH-Werte hemmten das Wachstum vollstandig. Im Vergleich zu pH 6,5 konnten die
Enzymaktivitaten deutlich gesteigert werden. Vor allem bei pH 5,0 wurde mit 336 U/mL die hdchste
bis dahin gemessene Aktivitat nachgewiesen. Bei pH 6,5 lag der Wert nur bei 106 U/mL. Im Bereich
von 5,0 bis 3,5 sinkt die Enzymaktivitat auf knapp 80 % der maximalen Aktivitat ab. Aus der Literatur
ist ein &hnliches Verhalten fir Aspergillus nidulans bekannt. Auch hier wurde bei Kultivierungen mit
einem pH-Wert von 5,0 und einer Temperatur von 37 °C die héchsten Endoglucanase-Aktivitaten
gemessen ©®. Allerdings war zu beachten, dass die eingestellten pH ausschlieBlich am Beginn der
Kultivierung validiert werden konnten. Wahrend der Kultivierung konnte der pH-Wert nicht tiberwacht
werden. Verglichen mit dem Wildtyp konnte die Enzymaktivitdt um fast das 9-fache gesteigert
werden. Aufgrund der hohen Steigerung bei der Enzym-Freisetzung wurden die weiteren

Experimente bei pH 5,0 durchgefiihrt.
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Abbildung 21: Vergleich verschiedener Endoglucanase-Aktivitditen im Rohextrakt nach 3 Tagen SSF-
Kultivierung mit TDH-Stroh und TDH-Hydrolysat bei verschiedenen pH-Wert am Beginn der Kultivierung.

Die eingesetzten TDH-Hydrolysate enthielten neben den Zuckern verschiedene potentielle
Hemmstoffe wie z.B. Furfural oder 5-HMF. Darlber hinaus werden durch den partiellen Abbau des
Lignins bei der TDH auch phenolischen Verbindungen freigesetzt, welche das Wachstum hemmen
konnen. Zur Untersuchung mdoglicher Hemmeffekte wurden drei Medienvarianten getestet. Das
bisher verwendete Medium mit dem TDH-Hydrolysat und den Bestandteilen des Minimalmediums,
reines TDH-Hydrolysat ohne zusatzliche Bestandteile und ein definiertes Minimalmedium. In
Abbildung 22 sind die Endoglucanase-Aktivitditen im Rohextrakt nach 3 Tagen Kultivierung
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Abbildung 22: Vergleich verschiedener Endoglucanase-Aktivitdten im Rohextrakt bei einer SSF-Kultivierung
nach 3 Tagen bei unterschiedlichen Medien-Zusammensetzungen.

Es zeigte sich, dass der Stamm PFI-Egl A auch in der Lage war in reinem TDH-Hydrolysat zu
wachsen. Im Vergleich zur Referenz mit den Bestandteilen des Minimalmediums waren die

Enzymaktivitaten allerdings geringer. Mit 185 U/mL konnten nur 55 % der maximalen Aktivitat bei
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der Referenz erreicht werden. Im Ansatz mit dem Minimalmedium wurden mit 300 U/mL ca. 90 %
der maximalen enzymatischen Aktivitét erreicht. Die héchste Aktivitdt wurde im Ansatz mit dem TDH-
Hydrolysat und den Bestandteilen des Minimalmediums gemessen. Exemplarisch konnte ein
negativer Effekt des TDH-Hydrolysates auf die Aktivitat der Endoglucanase somit nicht beobachtet
werden. FUr die anderen Aktivitaten lasst es sich nicht 100%ig ausschlie3en, aber es ist davon
auszugehen, dass dies auch hier nicht der Fall ware.

Bei vorherigen Untersuchungen wurden die Kultivierungen nach spatestens 3 Tage abgebrochen.
Die Zucker waren zu diesem Zeitpunkt nahezu vollstdndig aufgebraucht. Allerdings besitzen alle
modifizierten Stamme eine deutlich erhohte Xylanase-Aktivitat. Wie in Tabelle 14 dargestellt enthalt
das TDH-Stroh nach der Vorbehandlung von einem Xylan-Anteil von 8 %. Somit ware es maoglich,
dass durch einen Abbau des restlichen Xylans weitere Xylose freigesetzt wird. Dies wiirde wiederum
die Expression der Enzyme aufrechterhalten. AuRerdem wird beim xynC Promotor die Expression
nicht ausschlieBlich durch Xylose induziert. Auch das Vorhandensein von Xylanen kann eine
Expression des xynC Promotors auslésen ©”. Somit sollte der Stamm theoretisch auch nach dem
Aufbrauchen der Xylose in der Lage sein, weitere Enzyme zu produzieren, so lange im TDH-Stroh
noch Xylane vorhanden waren. Die Kultivierungszeit wurde daher von 3 Tagen auf 6 Tage
verlangert, um zu Uberprifen ob die Aktivitat noch gesteigert werden konnte. Abbildung 23 zeigt die
Endoglucanase-Aktivitdt im Rohextrakt. Die Endoglucanase-Aktivitat blieb Uber den gesamten

Zeitraum von 6 Tagen stabil bei knapp 277 U/mL.
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Abbildung 23: Endoglucanase-Aktivitat in Rohextrakten bei einer verlangerten Kultivierungsdauer von 6
Tagen nach einer SSF-Kultivierung.

Die im TDH-Stroh noch vorhandenen Xylanen scheinen somit keinen Einfluss auf die weitere
Enzym-Expression nach dem Verbrauch der Xylose zu haben. Unter Umstanden war die freigesetzte
Menge nicht ausreichend genug. Somit kann die Kultivierung nach der vollstdndigen Nutzung aller

Zucker im Hydrolysat abgebrochen werden.
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Das SSF-Verfahren hat im Vergleich zum konventionellen Submers-Verfahren eine Reihe von
Vorteilen. So liegt der Pilz in seiner natirlichen Wachstumsform vor, was im Vergleich zum Submers-
Verfahren u.a. hohere Cellulasen-Ausbeuten zur Folge hat. AuRerdem ist in der Regel die Protease-
Aktivitat niedriger ¢ 38, Bei vorherigen Experimenten wurde ein TS-Gehalt von 5 % eingesetzt.
Weizenstroh welches zuvor in der TDH behandelt wurde hat in der Regel einen TS-Gehalt zwischen
15— 20 %. Daher wurde in weiteren Versuchen der TS-Gehalt sukzessive erhéht werden. Abbildung
24 zeigt die Endoglucanase-Aktivitat im Rohextrakt nach dreitagiger Kultivierung von PFI-Cell bei
TS-Gehalten zwischen 5 -10 % bei 37 °C. Die hoéchsten Endoglucanase-Aktivitaten wurden bei
einem TS-Gehalt von 5 % gemessen. Bei 7,5 bzw. 10 % TS sank die Aktivitdt um ca. 20 %. Im hier
beobachteten Fall sind somit niedrige TS-Gehalte sind somit vorteilhafter fir eine hohe Enzym-
Produktion. Unter Umstanden fiihrt die nicht vorhandene Durchmischung im statischen SSF zu
Nahrstoffproblemen, was sich wiederum negativ auf die Enzym-Produktion auswirkte. Bei einem TS-
Gehalt von 5 % war der Feststoff komplett in der Fliissigkeit, wahrend bei h6heren TS-Gehalten das
TDH-Stroh frei lag. Durch die komplette UmschlieRung mit Flissigkeit kommt es wahrscheinlich zu
einer besseren Versorgung mit Nahrstoffen und es verbessert die Wachstumsbedingungen fir den
Pilz.
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Abbildung 24: Endoglucanase-Aktivitdt in Rohextrakten von SSF-Kultivierungen bei verschiedenen TS-
Gehalten.

Fur eine hohe Enzym-Produktion mit den modifizierten Stdmmen waren pH-Werte zwischen pH 5
und 3,5 optimal. Hierdurch konnte die Menge an bendétigter Lauge reduziert und gleichzeitig das
Risiko einer Kontamination reduziert werden.

Das TDH-Hydrolysat wirkte sich nicht negativ auf das Wachstum (Optisch) oder die Enzym-Aktivitat
aus. Bereits nach 3 Tagen waren alle Zucker aufgebraucht, so dass danach bei den hier
eingesetzten Zucker-Konzentrationen von knapp 25 g/L die Kultivierung abgebrochen werden
konnte. Hohere TS-Werte des Substrates wirken sich negativ auf die Enzym-Aktivitaten im
Rohextrakt aus. Unter Umstanden gab es hier Versorgungsprobleme durch die nicht vorhandene

Durchmischung im statischen SSF.
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Il. 2. Entwicklung eines Trommelreaktors (AP 2)

Autoren: S. Droge, P. Ballmann (PFI)

Ziel des Arbeitspaktes 2 war die Entwicklung eines Trommelreaktors fur die Produktion von
cellulolytischen Enzymen mit den in AP 1 entwickelten Pilzstammen. In AP 1.2 wurden Versuche mit
statischen SSFs durchgefiuihrt. Hier konnte festgestellt werden, dass es durch die fehlende
Durchmischung eventuell zu Problemen bei der Nahrstoffversorgung kommt. Ziel war es daher durch
eine Durchmischung diese Probleme zu lésen und gréRere Mengen an Enzym bereitzustellen. Mit
einem Teil des vorbehandelten Weizenstrohs und dem TDH-Hydrolysat sollten somit die benétigten
Enzyme Dbereitgestellt um dann das restliche vorbehandelte Stroh in dem Trommelreaktor
hydrolysieren zu kdnnen. Erstes Ziel bestand darin den entsprechenden Trommelreaktor zu

entwickeln. Im zweiten Schritt wurde die Stamme im Trommelreaktor getestet.

Il. 2.1 Entwicklung eines Trommelreaktors im Labormal3stab

Zunachst erfolgte die Entwicklung eines Systems im Labormal3stab mit einer 2 L
Weithalsschottflasche und passiver Beliiftung. Hierzu wurde eine spezielle Membran auf dem
Deckel gespannt, welche einerseits das Austrocken der Kultur verhindern sollte, aber gleichzeitig
eine Versorgung mit Sauerstoff sicherstellte. Um eine Durchmischung zu gewahrleisten wurde die
Flasche in einem Kunststoffrohr in Rotation versetzt. Uber einen Motor lieR sich die Geschwindigkeit
steuern. Abbildung 25 zeigt den Trommelreaktor. Die gesamte Apparatur konnte in einen
Klimaschrank untergebracht werden, um bei 37 °C und 70 % Luftfeuchtigkeit die idealen

Wachstumsbedingungen gewahrleisten zu kénnen.

Abbildung 25: Version 1 eines Trommelreaktors fur eine dynamische SSF-Kultivierung mit Steuereinheit zur
Variation der Drehzahl der Trommel. Die ganze Einheit konnte in einen Klimaschrank eingesetzt werden.
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Mittels dieses Trommelreaktors wurden erste Versuche unternommen (siehe 2.2 Trommelreaktor
SSF). Im zweiten Schritt erfolgte die Entwicklung einer Anlage im technischen Maf3stab. Bei dieser
Anlage wurde die Trommel fest auf einer Welle gelagert. Somit sollte eine konstantere und
reproduzierbarere Drehung der Trommel mdoglich sein. Auf3erdem sollte die Trommel komplett
verschlossen sein, so dass eine Austrocknung ausgeschlossen werden konnte. Wahrend im
Laborreaktor die Sauerstoffversorgung passiv iiber eine Membran und Léchern im Deckel erfolgte,
konnte im neuen Trommelreaktor aktiv Luft in das Innere der Trommel gepumpt werden. Somit sollte
die Pilzkultur ausreichend mit Sauerstoff versorgt sein. Um einen austrocken der Kultur durch das
hindurchpumpen von Luft zu vermeiden wurde die Luft zuvor Uber eine Wasserflasche angefeuchtet.
Abbildung 26 zeigt die einzelnen Bestandteile des Trommelreaktors und die Edelstahlbehalter in den
die Kultivierungen der Pilzstamme durchgefihrt werden. Beide Edelstahlbehalter sind auf eine Welle
montiert. Die ganze Vorrichtung wurde in einem 100 L Rohrreaktor gelagert. Der Reaktor lasst sich
uber einen Doppelmantel temperieren. Uber den Motor wird die Umdrehungsgeschwindigkeit der

Trommel eingestellt.

Abbildung 26: Oben links: Edelstahlbehélter fur die Kultivierung montiert auf der Antriebswelle; Oben rechts:
100 L Reaktor von Innen fir den Einbau der Trommel; Unten links: 100 L Reaktor von auf3en (seitlich); Unten
rechts: Antrieb fir den 100 L Reaktor.
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Il 2.2 Trommelreaktor SSF

Die Versuche im statischen SSF-Verfahren hatten gezeigt, dass mit steigendem TS-Gehalt die
Aktivitdten im Rohextrakt abnahmen. Auch das Wachstum des Mycells war insgesamt schlechter.
Hier spielt unter Umstanden die Versorgung mit Nahrstoffen eine zentrale Rolle. Um eine bessere
Versorgung zu gewahrleisten, wurden die Versuche im Trommelreaktor der 1. Version wiederholt.
Drei verschiedene TS-Gehalten mit 5 %; 7,5 % und 10 % wurden getestet. Alle Kultivierungen
wurden mit 1,9 10° Sporen/g TS beimpft. Die Umdrehungszahl betrug 50 RPM. Die Kultivierung
erfolgte bei 37 °C und 70 % Luftfeuchtigkeit mit dem Stamm PFI-Cell. Abbildung 27 zeigt die
enzymatische Aktivitdit bei 3 verschiedenen TS-Gehalten nach dreitdgiger Kultivierung im
Rohextrakt.

Wie schon bei den statischen SSF konnte bei einem TS-Gehalt von 5 % mit 336 U/mL die hdchste
Endoglucanase-Aktivitat im Rohextrakt nachgewiesen werden. Mit knapp 260 bzw. 265 U/mL waren
die Aktivitaten bei 7,5 % und 10 % deutlich niedriger. Bei der Xylanase-Aktivitat im Rohextrakt war
ebenfalls ein Rickgang der Aktivitat feststellbar.
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Abbildung 27: SSF-Kultivierungen vom PFI-Cell Stamm in einem Trommelreaktor bei unterschiedlichen TS-
Gehalten. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 70 % Luftfeuchtigkeit in einem Klimaschrank. Die
Umdrehungszahl lag bei knapp 50 RPM. Alle Kulturen wurden mit 1,9*10% Sporen/g TS beimpft.

Die oben gemessen Enzym-Aktivitdten zeigten, dass eine dynamische SSF-Kultivierung keine
messbaren Vorteile gegeniiber der statischen SSF-Kultivierung bringt. Zur Uberprifung sowie zur
Testung der Lagestabilitat (Lagerung bei 4 und -20 °C) wurden Proben zum Projektpartner ASA
geschickt.

In Tabelle 20 sind die Aktivititen aufgefihrt. Wie schon bei den Untersuchungen am PFI wurden
auch hier die héchsten Endoglucanase-Aktivitdten bei den Proben aus der SSF bei einem TS-Gehalt
von 5 % gemessen. Auch die Xylanase-Aktivitaten waren deutlich hoher. Die Lagerung der Enzyme
hatte keinen signifikanten Einfluss, was wiederum fir eine hohe Enzymstabilitat sprach.

50



Tabelle 20: Enzymaktivitaten in verschiedenen Proben aus dem Trommelreaktor mit abweichenden
Enzymtests.

Ansatz Enzymaktivitat [U/ml]
exo-Cellulase endo-Cellulase Xylanase

5 % TS Gehalt, Kuihlschrank 0,12 1.363 51,8
5% TS Gehalt, -20 °C 0,19 1.428 64,6
7,5 % TS Gehalt, Kuhlschrank 0,12 885 38,3
7,5 % TS-Gehalt, -20 °C 0,25 864 38,4
10 % TS-Gehalt, Kiihlschrank 0,10 1.050 37,4
10 % TS-Gehalt, -20 °C 0,18 1.098 34,1

Weiterfuhrende Versuche wurden im groBen Trommelreaktor mit bis zu 20 % TS-Gehalt
durchgefiihrt. FUr diese Untersuchungen wurde ausschlieBlich die Endoglucanase-Aktivitat
gemessen. Da bei TS-Gehalten tber 10 % keine freie Flissigkeit vorlag, wurde nach der Kultivierung
Flussigkeit hinzugefiigt, um den TS-Gehalt auf 5 % einzustellen und eine Probe fir die Analytik zu
entnehmen. Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleisten zu kénnen, wurde die
enzymatische Aktivitdt mit der Konzentration an den im Hydrolysat befindlichen Zuckern korreliert,
d.h. wie viel U enzymatische Aktivitat pro g Zucker konnte erzielt werden. Zum Zeitpunkt tO waren
5,3 g Glucose, 19 g Xylose und 4 g Arabinose im Medium vorhanden. Die Gesamtmenge an Zuckern

lag bei 28,3 g. Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse aus den SSF im gro3en Trommelreaktor.
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Abbildung 28: Endoglucanse-Aktivitat bezogen auf die Gesamtzuckermenge bei verschiedenen TS-Gehalten
im grof3en Trommelreaktor nach 72 h.

Alle Zucker waren nach 72 h aufgebraucht. Abbildung 29 zeigt Aufnahmen nach 3 Tagen
Kultivierung bei einem TS-Gehalt von 5 bzw. 10 %. Es ist deutlich zu sehen, dass sich bei 5 % TS-
Gehalt kein sichtbar festes Mycell bilden konnten. Auch bei 10 % TS-Gehalt konnte nur wenig

Mycellbildung nachgewiesen werden.
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Abbildung 29: Fotografische Aufnahme von SSF-Kultivierungen im grolden Trommelreaktor nach 72 h bei 5
% TS (rechts) und 10 % TS (links).

Im Gegensatz zu vorherigen Versuchen wurde mit einem TS-Gehalt von 5 % mit 761 U/g Zucker
deutlich weniger Aktivitdt gemessen, als bei den hdheren TS-Gehalten. Ein Grund kdnnte die relativ
hohe Drehgeschwindigkeit sein. Bei einem TS-Gehalt von 5 % liegt sehr viel Flissigkeit in der
Trommel vor. In Kombination mit der Drehgeschwindigkeit hatte der Pilz wahrscheinlich Probleme
ein festes Mycell zu bilden. Bei htheren TS-Gehalten lag keine bzw. nur wenig Flissigkeit vor, so
dass es zu weniger Scherkraften kam und somit das Pilzwachstum begunstigt wurde. Insgesamt
zeigte sich allerdings auch hier, dass mit steigendem TS-Gehalt die Enzym-Aktivitdten sinken. So
lag die Aktivitat bei 10 % TS mit 5647 U/ g Zucker héher als bei 20 % TS mit 4923 U/ g Zucker. Zum
Vergleich wurde ein Versuch mit einer statischen SSF mit 5 % durchgefihrt. Hier konnten mit 8090
U/ g Zucker deutlich hohere Aktivitaten erzielt werden. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass sich
im Vergleich zu statischen SSF durch das dynamische Verfahren in einem Trommelreaktor kein
signifikanter Vorteil ergibt. Vielmehr scheint der entscheidende Faktor ausschlieZlich die
Verfugbarkeit der Xylose zu sein. Diese |6st die Expression der Enzyme aus. Bei konventionellen
SSFs erfolgt hingegen die Expression der Enzym-Freisetzung durch die im Feststoff vorhandene
Cellulose. Hohere TS-Gehalt steigern somit auch die Freisetzung von Enzymen. Bei einer xylose-
induzierten Expression hat dieses allerdings keinen positiven Einfluss.

Unter den oben genannten Bedingungen ist eine statische Kultivierung der dynamischen
Kultivierung vorzuziehen. Allerdings bleiben im SSF-Verfahren immer noch die Probleme mit der
schlechteren Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Auf3erdem muss beim Downstream-
Prozess zusatzliche Flissigkeit eingesetzt werden, um die Enzyme herauswaschen zu kénnen.
Dadurch kommt es zu einem nicht unerheblichen Verdiinnungsprozess. Dariiber hinaus ergeben
sich beim SSF-Verfahren auch prozesstechnische Schwierigkeiten. Bei den bisherigen Versuchen
wurde mit einer maximalen Zucker-Konzentration von unter 30 g/L gearbeitet. Durch den Einsatz
von héheren Zucker-Konzentrationen kdnnen unter Umsténden die Enzymmengen weiter gesteigert
werden. Hohere Zucker-Konzentrationen kénnen bei den Pilzen allerdings Wachstumshemmungen

ausldsen bzw. die Produktion von Enzymen reduzieren. Ursache hierfur ist die sogenannte Carbon
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Catabolite Repression (CCR). Diese verhindert auf molekularer Ebene durch genetische Regulation
eine Enzymproduktion bei hoheren Glucose, aber auch Xylose-Konzentrationen. Naturlicherweise
verhindert der Pilz somit eine Uberproduktion von Enzymen in einer Umgebung mit geniigend
Zuckern zum Wachsen. Statische SSF-Kultivierungen sind klassische Batch-Versuche, eine
Futterung mit zuséatzlichen Zuckern ist nicht vorgesehen bzw. moglich. Somit ist die Menge an
Zuckern die bei jedem Ansatz eingesetzt werden kann nur begrenzt.

Die hier durchgefuhrte genetische Modifizierung der Stamme bietet allerdings eine weitreichende
Losung des Problems. Durch die Xylose-induzierte Expression der Zielenzyme sind die hier
eingesetzten Stamme nicht mehr auf die im Stroh enthaltene Cellulose zur Induzierung der Enzym-
Expression angewiesen. Somit ist der Pilz auf den Feststoff nicht angewiesen. Daher wurde im
nachsten Ansatz eine statische Kultivierung im Hydrolysat ohne Feststoff durchgefihrt. Als Stamm
wurde PFI-Egl A eingesetzt. Nach drei Tagen hatte sich ein Pilzmycell am Rand zwischen Glas und
Flussigkeitsoberflache gebildet. In der Flussigkeit selber waren einzelne Mycell-Bestandteilung

sichtbar. Abbildung 30 zeigt den Ansatz zum Zeitpunkt to und tz2.

Abbildung 30: Statische Kultivierung von A. nidulans PFI-Egl A in TDH-Hydrolysat bei 37 °C. Links zum
Zeitpunkt tound rechts nach 72 h kurz vor der Probenahme.

Die Endoglucanase-Aktivitat im Rohextrakt lag bei 133 U/mL. Die Gesamtzucker-Konzentration zu
Beginn der Kultivierung war bei 30 g/L. Nach 72 h war nur ein Bruchteil der Zucker abgebaut, so
waren immer noch 24,6 g/L Zucker enthalten. Zwar konnte der Stamm Enzym freisetzen, allerdings
war das Wachstum nur sehr eingeschrankt. Ohne das Stroh fehlte dem Pilz eine Oberflache zum
Wachsen, so dass der Pilz ausschlie3lich am Glasrand ausreichend wachsen konnte.

Eine alternative zum Stroh als Wachstumsmatrix sind Fullkérper aus Kunststoff. Diese besitzen
durch den spezifischen Abbau eine vergroRerte Oberflache auf dem der Pilz wachsen kann. In
Abbildung 31 sind diese Fullkérper vor und nach einer Kultivierung in einem Kolben dargestellt.
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Abbildung 31: atische Kultivierung von A. nidulans Cellin TDH-Hydrolysat mit Kunststofffullkérpern bei 37
°C. Links zum Zeitpunkt to und rechts nach 72 h kurz vor der Probenahme.

Nach 72 h zeigte sich ein deutliches Wachstum auf den Fullkérpern. Das Hauptwachstum lag auf
der Unterseite, welche im Kontakt mit der Flissigkeit steht. Im Gegensatz zur rein flissigen Kultur,
waren fast alle Zucker aufgebraucht. Die Gesamt-Zucker-Konzentration nach 72 h lag bei 4,6 g/L.
Die Glucose war hierbei komplett verbraucht, wahrend noch Reste von Xylose und Arabinose im
Medium vorhanden waren. Die Endoglucanase-Aktivitat im Rohextrakt betrug 228 U/mL und war
somit deutlich héher als in der reinen Flissigkultur. Durch die fehlende Durchmischung beschréankte
sich das Wachstum fast ausschlie3lich auf die Unterseite der Flllkdrper.

Im néchsten Schritt erfolgte die Implementierung des Versuchsansatzes im Labor- Trommelreaktor.
Durch eine langsame Durchmischung der Flissigkeit sollte eine bessere Verteilung der Nahrstoffe
erreicht werden. Abbildung 32 zeigt den Versuch nach 72 h. Die Umdrehungszahl lag bei 14
Umdrehungen pro Minute. Auffallig war, dass das Wachstum ausschlie3lich an den Fllkdrpern
stattgefunden hat. Das Hydrolysat war nahezu eine klare Losung ohne Mycellreste. Im Gegensatz
zu den statischen SSF-Versuchen mit TDH-Stroh konnten hier auch Proben im Verlauf der
Kultivierung gezogen werden. In Abbildung 24 ist ein Verlauf der Endoglucanase-Aktivitat tber die
72 h dargestellt.
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Abbildung 32: Endoglucanase-Aktivitat im Verlauf einer Kultivierung mit Aspergillus nidulans Egl1 in einem
Trommelreaktor mit Hydrolysat und Kunststoff-Fillkérpern bei 37 °C und pH 5,0.
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Zum Anfang der Kultivierung standen insgesamt 0,51 g Zucker zur Verfigung. Nach 72 h waren alle
Zucker im Hydrolysat aufgebraucht. In den ersten 24 h gab es den hoéchsten Zuwachs bei der
Endoglucanase-Aktivitat. Nach 72 h wurde mit 227 U/mL die hochste Aktivitat erreicht. Im Vergleich
zur statischen Kultivierung wurde keine Steigerung erzielt, allerdings war das Hydrolysat hierbei
nahezu komplett klar. Bezogen auf die Gesamtzuckermenge lag die Aktivitat bei 8466 U/ g Zucker.
Im statisch SSF-Verfahren mit Weizenstroh konnten 8090 U/ g Zucker erreicht werden. Abbildung
34 zeigt exemplarisch den Abbau der Zucker tuber 72 h. Nach 48 h war die komplette Glucose
verbraucht. Simultan dazu wurde ebenfalls die Xylose verwertet. Vor allem zwischen 24 — 48 h stieg
der Verbrauch an Xylose stark an. Interessanterweise war die héchste Enzymproduktion in den
ersten 24 h zu verzeichnen auf 169 U/mL. Zwischen 24 h und 48 stieg die Enzym-Aktivitat nur
unwesentlich auf 177 U/mL. Nach 48 h sank die Xylose-Konzentration auf unter 5 g/L. Am Ende der
Kultivierung war auch die Arabinose komplett verbraucht. Ahnlich wie bei den Kultivierungen mit
Fullkérpern und der reinen Flissigkeiten wurde auch hier ein gro3er Teil der Zucker nicht primar fir
die Enzym-Herstellung benutzt. Durch den kompletten Verbrauch der Xylose nach 72 h kam die
Enzymproduktion zum Erliegen. Abbildung 33 zeigt die bewachsene Fillkérper im Trommelreaktor
nach den 72 h.

Abbildung 33: Kultivierung von Aspergillus nidulans Egll nach 72 h im Trommelreaktor mit
Kunststofffullkérpern und TDH-Hydrolysat.

Alle Fullkdrper waren relativ gleichméafig mit Mycell bewachsen. Das Hydrolysat selber war
hingegen relativ klar. An der Glasrandung kam es nur zu vereinzelten Wachstum. Somit wéare es
moglich ohne grol3e Probleme den Rohextrakt zu entnehmen und weiter zu bearbeiten ohne dass
dieser wie beim SSF-Verfahren verdinnt wird. Ein erneutes beflllen mit Fliissigkeit ware ebenfalls
moglich. Auf die Zugabe von PABA konnte in dem Falle vollstandig verzichtet werden, da das Mycell
schon vorhanden ware. Somit kénnte die Enzym-Produktion bezogen auf die Zuckermenge noch

gesteigert werden.
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Abbildung 34: Zuckerverbrauch im Verlauf einer Kultivierung mit Aspergillus nidulans Egll in einem
Trommelreaktor mit Hydrolysat und Kunststoff-Fillkérpern bei 37 °C und pH 5,0.

Die HPLC-Analyse der Rohextrakte zeigte dariiber hinaus eine signifikante Bildung von Ethanol im
Verlauf der Kultivierung. So wurden schon bei der statischen Kultivierung der Hydrolysat mit und
ohne die Fullkérper bis zu 9 g/L Ethanol gebildet. Hier liegt vermutlich auch die Ursache fir die
Stagnation bzw. geringe Zunahmen der Enzym-Produktion nach 24 h. Die Ethanol-Bildung ist auf

eine zumindest phasenweise nicht ausreichende Versorgung mit Sauerstoff zurtickzufihren.

In AP 1 konnte gezeigt werden, dass es mit den modifizierten Stammen maoglich war, grol3e Mengen
an Xylanasen, Endoglucanasen und B-Glucosidasen zu produzieren. Die Cellobiohydrolase-Aktivitat
hingegen war noch relativ gering. Die Ursache hierfiir war noch nicht bekannt. Um an dieser Stelle
weitere Erkenntnisse zu gewinnen, wurde der Stamm OSE 13 im Trommelreaktor mit Fullkorpern
kultiviert. Hier war es moglich, im Gegensatz zur SSF, regelmafig Proben zu nehmen und den
Verlauf der Enzym-Aktivitat zu analysieren. Zusétzlich zur Enzym-Aktivitéat und dem Verbrauch der
Zucker wurde die Protein-Konzentration und die Protease-Aktivitdt im Rohextrakt gemessen. Eine
erhOhte Protease-Aktivitat kann eine mogliche Ursache fur niedrige Cellobiohydrolase-Aktivitaten
sein. Die Kultivierungsdauer lag bei 72 h. Abbildung 35 zeigt den Verlauf der Cellobiohydrolase-
Aktivitat und Protease-Aktivitat. Die Cellobiohydrolase-Aktivitdt schwankt in den 72 h signifikant. So
wurden nach 24 h 9,3 U/mL erreicht. Nach 48 h sank der Wert auf 5,5 U/mL. Die Protein-
Konzentrationen verhielten sich ahnlich. Auch erfolgte ein Einbruch von 903 mg/L auf 588 mg/L.
Nach 72 h lag die Protein-Konzentration wiederum bei 900 mg/L. Die Protease-Aktivitat stieg im
Verlauf der Kultivierung stetig auf bis zu 160 U/mL an. Nach 72 h waren alle Zucker im Hydrolysat

verbraucht.
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Abbildung 35: Cellobiohydrolase- und Protease-Aktivitat im Rohextrakt bei einer Kultivierung von PFI-Ose 13
Uber 72 h in einem Trommelreaktor mit Flllkorpern bei 37 °C.

Im Gegensatz zur Endoglucanase (siehe Abbildung 24) kam es bei der Cellobiohydrolase zu keiner
stetigen Aufkonzentrierung. Sowohl die Enzym-Aktivitaten als auch die Protein-Konzentrationen
schwanken im Verlauf der 72 h. Aus der Literatur ist bekannt, dass Cellobiohydrolasen empfindlicher
gegeniuber Protease-Aktivitaten sind als z.B. Endoglucanase-Aktivitdten. In der Regel besitzen
Cellobiohydrolasen ein spezifisches Glykolysierungsmuster, welches das Enzym schiitzt ©®,.©9),
Unter Umstanden kommt es durch die Uberexpression der Cellobiohydrolase zu einer vermehrten
Ausschuttung, allerdings ist der Pilz nicht in der Lage die Glykosilierung korrekt durchzufiihren,

wodurch es zu einem verstarkten Abbau durch Proteasen kommt.

Il. 3. Enzymatische Hydrolyse von TDH-behandelten Weizenstroh (AP3)

Autoren: S. Droge, P. Ballmann (PFI)

Nachdem es gelungen war in AP 1 die entsprechenden Stamme zur Enzym-Produktion zu
entwickeln und in AP 2 ein Verfahren zu entwickeln um diese bereitzustellen, sollten die Enzyme in
Arbeitspaket 3 am behandeltem Weizenstroh getestet werden. Im ersten Schritt wurden die
Aufschlussbedingungen fur das Weizenstroh optimiert. Ziel war es, hohe Enzym-Ausbeuten zu
erreichen, aber gleichzeitig auch bei der spateren enzymatischen Hydrolyse ausreichende

Voraussetzungen fur eine effektive Verzuckerung zu schaffen.

Il. 3.1 Anpassung der Aufschlussbedingungen
Bei der Optimierung der Aufschlussbedingungen spielen zwei Faktoren eine wichtige Rolle.
Einerseits mussen diese so gewahlt sein, dass der Pilzstamm unter optimalen Bedingungen auf dem

vorbehandelten Stroh bzw. im Hydrolysat wachsen und Enzyme produzieren kann. Auf der anderen

Seite muss das Stroh ausreichend vorbehandelt sein, um bei der Folgenden enzymatischen
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Hydrolyse eine effektive Freisetzung der Glucose sicherstellen zu kdnnen. Versuche in AP 1 mit
dem nattrlichen Produzenten Penicillium funiculosum auf vorbehandelten Stroh hatten gezeigt, dass
die besten Ergebnisse beim der Kultivierung mit Stroh erzielt wurden, welches bei relativ hohen
vorbehandelt wurden. Allerdings werden unter diesen Bedingungen auch die meisten Hemmstoffe
freigesetzt.

Zunachst wurden verschiedene Prozessparameter variiert, um maoglichst geringe Konzentrationen
an Hemmstoffen ins TDH-Hydrolysat freizusetzen. Drei verschiedene Aufschlusstemperaturen
zwischen 140 °C und 160 °C bzw. Behandlungszeiten von 30 oder 60 Minuten wurden getestet. In
Tabelle 21 sind die Konzentrationen der wichtigsten Zucker und Nebenprodukte im TDH-Hydrolysat
dargestellt. Mit Ausnahme von 140 °C waren die Glucose-Konzentrationen mit knapp 2 g/L bei
Temperaturen ab 150 °C sehr ahnlich. Die Xylose-Konzentrationen gingen bei hdheren
Temperaturen leicht zuriick, wahrend die Furfural-Konzentrationen anstiegen. So wurden bei 150
°C jeweils knapp 9,5 g/L Xylose im Hydrolysat gemessen. Bei 160 °C sank die Konzentration auf 8,8
g/L. Wie weiter oben beschrieben ist Furfural ein Abbauprodukt der Xylose. Bei den harscheren
Bedingungen wurde somit ein Teil der freigesetzten Xylose zu Furfural abgebaut. Damit einher geht
ein Masseverlust von ungefahr 35 %. 5-HMF tritt hingegen nur in geringen Konzentrationen auf.
Durch die niedrigen Konzentrationen an Glucose wurde selbst bei harschen Bedingungen nur wenig

5-HMF aus der Glucose gebildet.

Tabelle 21: Konzentration in g/L von den Hauptbestandteilen in der flissigen Phase nach der thermisch-
chemischen Vorbehandlung von Weizenstroh bei unterschiedlichen Bedingungen.

TDH 1[150°C,50 | TDH 2[160 °C, 60 | TDH 3[160 °C, 30
. ) ) TDH 4 [140 °C, 60
min, 0,33 % min, 0,33 % min, 0,33 % )
min, 0,33 HNOj3]
HNO3] HNO3] HNO3]
Glucose 2,03 2,16 2,02 1,5
Xylose 9,60 8,81 9,58 9,45
Arabinose 1,60 1,31 1,33 1,24
Essigsaure 0,86 1,02 1,04 0,72
5-HMF 0,07 0,09 0,09 0,03
Furfural 0,59 1,01 0,79 0,32

Zu berlcksichtigen ist, dass die Aufschlussbedingungen einen starken Einfluss auf die Ausbeuten
der enzymatischen Hydrolyse haben. Bei zu milden Bedingungen sind zwar die Hemmstoff-
Konzentrationen niedrig sein, aber gleichzeitig sinkt die Ausbeute an Glucose nach der
enzymatischen Hydrolyse. Um dies zu zeigen, wurde das TDH-Stroh mit einem kommerziellen
Enzympréparat (Cellic CTec 2 von Novozymes) fir 72 h behandelt und die Zucker-Ausbeuten
bestimmt. Tabelle 22 zeigt die Glucose-Ausbeuten nach der enzymatischen Hydrolyse. Mit
niedrigeren Aufschlusstemperatur sanken auch die Glucose-Ausbeuten. So wurden bei 140 °C nur
noch 70,2 % der enthaltenen Glucose freigesetzt. Da vorherige Versuche im AP1 und AP2 gezeigt

hatten, dass die bei bis zu 160 °C auftretenden Konzentrationen an potentiellen Hemmestoffen keine
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signifikanten Wachstumsprobleme verursachten, wurde diese Temperatur wurde die weiteren

Untersuchungen verwendet.

Tabelle 22: Glucose-Ausbeuten nach der enzymatischen Hydrolyse von verschiedenen TDH-Fraktionen bei
50 °C nach 72 h Inkubationszeit mit einer Enzym-Dosierung von 12,5 FPU g TS.

TDH 1 TDH 2 TDH 3 TDH 4
Glucose-Ausbeuten [%)] 78,2 80,1 77,3 70,2

I. 3.2 Enzymatische Hydrolyse mit selbstproduzierten Enzymen

Bei der Umsetzung der enzymatischen Hydrolyse mit den zuvor produzierten Enzymen wurden zwei
verschiedene Ansétze getestet. Im ersten Ansatz wurden die drei Stamme OSE 8, 12 und 13
getrennt im SSF-Verfahren mit TDH-Stroh fir 72 h kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt sollten nach den
Erfahrungen aus AP 1 alle Zucker aufgebraucht sein. Das TDH-Stroh wurde bei 160 °C fur 60 min
behandelt. Nach Beendigung dieser ersten Phase wurden alle Ansatze mit dem Stroh und der
Pilzbiomasse in einen Kolben zusammengefihrt und im Anschluss die enzymatische Hydrolyse bei
50 °C gestartet. Wenn noétig, so wurde der pH-Wert auf pH 5,0 eingestellt. Die Kultivierung erfolgte
im Schuttelwasserbad. Ein weiteres Wachstum der Pilze sollte bei 50 °C nicht mdglich sein, wodurch
auch kein Zuckerverlust zu erwarten war.

Tabelle 23 zeigt die Enzym-Aktivtaten der SSF-Kultivierungen nach 72 h. Die Xylanase-Aktivitat

wurde gemessen, nachdem die drei SSFs zusammengegeben wurden.

Tabelle 23:Enzym-Aktivitaten nach einer 72 h SSF mit verschiedenen rekombinanten A. nidulans Stammen

Enzym Enzym-Aktivitat [U/mL]
Endoglucanase 252
Exoglucanase 20
B-Glucosidase 240
Xylanase 4644

Die Aktivitdten entsprachen in etwa den Werten, welche auch in AP 2 erzielt worden sind. Die
Xylanase-Aktivitat waren deutlich hoher. Eine HPLC-Analyse der Uberstande zeigte, dass alle
Zucker aufgebraucht waren. Der pH-Wert lag bei pH 6,7, so dass dieser mittels 1 M HCI-L6sung auf
pH 5 eingestellt wurde.

Abbildung 36 zeigt den Verlauf der Ausbeuten an Glucose, Xylose und Arabinose Uber den
Versuchszeitraum von 72 h. Bereits nach 4 h waren die restlichen Arabiane im zuvor behandelten
Stroh komplett abgebaut. Die Xylane waren nach 72 h bis zu 92 % abgebaut. Beim Cellulose-Abbau
wurde eine maximale Ausbeute von knapp 27 % erreicht werden. Wahrend in den ersten 21 h
vergleichsweise viel Cellulose abgebaut wurde, waren die Zuwachse in den nachsten 51 h nur noch

marginal. Insgesamt zeigte sich, dass die vorhandenen enzymatischen Aktivitdten in den

59



Rohextrakten in der Lage waren das behandelte TDH-Stroh weiter abzubauen. So konnte die
restliche Hemicellulose nahezu komplett abgebaut werden. Bei der Cellulose wurde allerdings nur
ein Teil der Cellulose abgebaut. Wahrscheinlich sind einzelne Aktivitdten nicht hoch genug um die
Cellulose komplett abzubauen.
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Abbildung 36: HPLC-Analyse des Uberstandes einer enzymatischen Hydrolyse von vorbehandeltem
Weizenstroh tber 72 h mit den Endoglucanasen, Cellobiohydrolasen, B-Glucosidasen und Xylanasen aus
SSFs mit den genetisch modifizierten Stammen PFI-Egl A, PFI-CbhC und PFI-bgl

Um diese Frage zu klaren wurden Versuche mit den Rohextrakten durchgefiihrt. Hierzu wurden in
einem ersten Versuch verschiedene Mischungen von den unterschiedlichen Rohextrakten erstellt
und Uber einen enzymatischen Test die FP-Aktivitdt bestimmt. Das Gesamtvolumen der Mischung

betrug jeweils 1 mL.

Tabelle 24: Mischungsverhaltnis von verschiedenen Enzym-L&sung und die daraus resultierende FP-Aktivitat
nach einem Filter-Paper-Test.

Ansatz Cellobiohydrolase | Endoglucanase | B-Glucosidase Wasser FP-Aktivitat
[%] [%] [%] (%] (U/mL]
1 100 0 0 0 1,56
2 50 25 25 0 1,45
3 60 20 20 0 2,05
4 70 15 15 0 2,1
5 80 10 10 0 1,42
6 60 10 10 20 1,16
7 60 10 20 10 1,67
8 60 10 30 0 1,61

Die Ergebnisse in Tabelle 24 zeigten, dass fur eine hohe FP-Aktivitat prinzipiell alle Aktivitdten
notwendig waren. So wurden in Ansatz 3 und 4 die héchsten Aktivitaten erreicht. Eine Verringerung

der Endoglucanase-Aktivitat und B-Glucosidase-Aktivitat von Ansatz 4 auf 5 verringerte wiederum
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die FP-Aktivitat. Allerdings zeigte sich auch, dass vor allem die Cellobiohydrolase-Aktivitat von
grof3er Bedeutung beim Abbau der Cellulose war. Diese war der Hauptbestandteil der Mischungen.
Um dies naher zu untermauern wurde eine Cellobiohydrolyse-Rohextrakt-Losung mittels
Ultrafiltration um den Faktor 8 — 9 auf konzentriert. Mit dieser Losung wurden wiederum
verschiedene Mischungsverhéltnisse erstellt. In Tabelle 25 sind die Ergebnisse dargestellt.

Tabelle 25: Mischungsverhéaltnis von verschiedenen Enzym-Ldsung und die daraus resultierende FP-
Aktivitdt nach einem Filter-Paper-Test.

Ansatz Cellobiohydrolase | Endoglucanase | B-Glucosidase Wasser FP-Aktivitat
(%] [%] [%] (%] (U/mL]
1 100 0 0 0 3,30
2 60 20 20 0 3,30
3 70 15 15 0 4,21

Wie in Tabelle 25 zu sehen konnte alleine durch eine Konzentrierung der Cellobiohydrolase-Lésung
eine deutliche Steigerung der FP-Aktivitat von 1,56 auf 3,30 U/mL erzielt werden. Eine Verringerung
auf 70 % mit der Zugabe von jeweils 15 % der anderen beiden Aktivitdten brachte mit 4,21 U7mL
die hochste Aktivitdt. Eine Verringerung der Cellobiohydrolase-Aktivitat wiederum senkte die
Aktivitat wieder auf 3,30 U/mL.

Im nachsten Schritt wurde mit der Mischung 70/15/15 % ein Test mit vorbehandeltem Weizenstroh
durchgefihrt. Hierzu wurde ein TS-Gehalt von 5 % fir die enzymatische Hydrolyse gewahlt. Der pH-
Wert der Losung wurde auf pH 5,0 eingestellt. Die Hydrolyse wurde bei 50 °C durchgefihrt.
Abbildung 37 zeigt den Verlauf der Glucose- und Xylose-Ausbeuten Uber 80 h. Die maximalen
Glucose- und Xylose-Ausbeuten lagen bei 21 bzw. 74 %. Auch hier konnte die Cellulose nur
unzureichend abgebaut werden. Es muss davon ausgegangen werden, dass die
Cellobiohydrolyase-Aktivitat trotz der Steigerung im Vergleich zum Wildtyp-Stamm noch nicht hoch

genug war, um eine vollstandige Verzuckerung gewahrleisten zu kénnen.
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Abbildung 37: HPLC-Analyse des Uberstandes einer enzymatischen Hydrolyse von vorbehandeltem
Weizenstroh tber 72 h mit den Endoglucanasen, Cellobiohydrolasen, B-Glucosidasen und Xylanasen aus
Rohextrakten.
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Auf Basis der durchgefihrten Versuche konnte gezeigt werden, dass mit den genetisch modifizierten
Stammen eine sehr weitgehende Hydrolyse der Hemicellulose sowie eine partielle Verzuckerung
der Cellulose erreicht werden kann. Um einen weitergehenden Verzuckerungsgrad zu erzielen bietet
sich, flr eine spatere technische Anwendung, die Kombination mit P. funiculosum an welcher eine
ca. 10-fach hohere Cellobiohydrolase-Aktivitat aufweist als die modifizierten Aspergillus nidulans
Stdmme. Im Rahmen des untersuchten Verfahrens ware hierzu allerdings eine genetische
Modifizierung von P. funiculosum notwendig um eine xylose-induzierte Enzymproduktion zu

realisieren.

Il. 4. Charakterisierung der Enzyme (AP4)

Autor: Arno Cordes (ASA)

Il. 4.1 Charakterisierung der Hydrolasen

Aus den Uberstanden der Fermentationen wurden Lyophilisate hergestellt und diese hinsichtlich
ihrer Enzymaktivitaten charakterisiert.

Danach wurden fur ausgewdahlte Enzymaktivitdten der A. nidulans-Klone die Einflisse von pH und
Temperatur ermittelt und mit den der Pilzstdmme A. fissitis und P. funiculosum verglichen.

Die Ergebnisse der Enzymspektren der einzelnen Lyophilisate sind in Tab. 26 dargestellt.

Dabei zeigte sich, dass A. nidulans OSE 8 die mit Abstand hdchsten Aktivitaten fur endo-Cellulase,
Xylanase und R-Glucanase exprimiert. Die endo-Cellulase-Aktivitdt war ca. vierfach und die
Xylanase-Aktivitat ca. siebenfach im Vergleich zu P. funiculosum erhéht.

Nur die exo-Cellulase-Aktivitat ist bei den rekombinanten A. nidulans-Stammen praktisch gar nicht
vorhanden.

Interessant fur weitere Anwendungen scheint neben A. nidulans OSE 8 noch OSE 12, der tber recht
hohe 3-Glucosidase-Aktivitat verfugt.

Tabelle 26: Enzymaktivitaten der Lyophilisate

Bezeichnung Enzymaktivitaten [U/g]

Lyophilisate Endo- B-Gluco- 813 ()
exo-Cellulase Cellulase sidase Xylanase Glucanase

A. nidulans TE15x 72 0 381 0 12.926 -

A. nidulans OSE 8 3.4 34.790 0 14.931 12.593

A. nidulans OSE 12 1,1 <200 207 11.218 1.764

A. nidulans OSE 13 0,5 <200 2 5.831 1.619

P. funiculosum 64 7.970 - 1.790

A. fissitis 47 2.230 - 946
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Fur die Versuche zur pH- und Temperaturabhangigkeit wurden die endo-Cellulase und Xylanase
des Stammes A. nidulans OSE 8 ausgewahlt.

Die Ergebnisse fur pH-Abhangigkeit der endo-Cellulasen sind in Abb. 38 dargestellt. Man sieht,
dass das Optimum des Enzyms aus A. nidulans wie bei A. fissitis bei pH 6,0 liegt und im sauren
Bereich etwas aktiver ist.
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Abbildung 38: Abhéngigkeit der endo-Cellulase-Aktivitat verschiedener Pilzstdmme vom pH-Wert
Bei der Xylanase-Aktivitat ergibt sich ein anderes Bild (Abb. 39): Hier fallt die Aktivitdt des Enzyms

aus A. nidulans im Neutralbereich im Gegensatz zu dem aus P. funiculosum nicht weiter deutlich

ab, sondern scheint stabil zu bleiben.

120,0
100,0 = e=gm= P funiculosum
80,0 - anlfles A, fissilis

e A, nidulans OSE 8

60,0

40,0 \
N\

0,0 - - \\4 .

Xylanase-Aktivitat [%]

Abbildung 39: Abhangigkeit der Xylanase-Aktivitat verschiedener Pilzstamme vom pH-Wert

Weiterhin wurde das pH-Verhalten der beiden 3-Glucanasen 3-1,3(4)-Glucanase und Xylanase
aus A. nidulans OSE 8 miteinander verglichen. Abb. 40 zeigt, dass die 3-1,3(4)-Glucanase eine
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deutliche hthere Aktivitat im neutralen pH-Bereich hat.
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Abbildung 40: Vergleich der pH-Abh&ngigkeit zweier 3-Glucanasen von A. nidulans OSE 8

Die Untersuchungen zur Temperaturabhangigkeit ergaben einige deutliche Unterschiede bei den
Enzymen aus A. nidulans zu denen der anderen Pilzstamme.
Die endo-Cellulase aus A. nidulans erwies sich als deutlich thermostabiler und erreichte auch bei

70°C noch kein Optimum (Abb. 41).
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Abbildung 41: Abhangigkeit der endo-Cellulase-Aktivitat verschiedener Pilzstdmme von der Temperatur

Demgegenuber zeigte die Xylanase einen deutlich starkeren Aktivitatsabfall oberhalb von 50°C

(Abb. 42).
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Abbildung 42: Abhangigkeit der Xylanase-Aktivitat verschiedener Pilzstamme von der Temperatur pH-Wert

Der Vergleich der Temperaturabhangigkeiten der beiden 3-Glucanasen 3-1,3(4)-Glucanase und
Xylanase aus A. nidulans OSE 8 ergab, dass das Optimum der 3-1,3(4)-Glucanase um 10°C auf
60°C verschoben ist und auch der Aktivitatsabfall darliber geringer als bei der Xylanase ausfallt

(Abb. 43).
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Abbildung 43: Vergleich der Temperaturabhangigkeit zweier 3-Glucanasen von A. nidulans OSE 8
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Il. 4.2 Untersuchungen zu Synergieeffekten mit Laccasen

Laccasen sind in der Lage, die phenolischen Bestandteile im Lignin umzusetzen. Durch die
Kombination von Laccasen und Cellulasen wurde eine Verbesserung der enzymatischen Hydrolyse
erwartet, da das Lignin die Cellulose ummantelt und eine sterische Hinderung fir hydrolytische

Enzyme darstellt und diese Hinderung durch die Laccase-Reaktion reduziert werden kénnte.

Es wurde versucht, die zu erwartenden Synergieeffekte durch die Laccase wurde anhand folgender
Versuche nachzuweisen:

e Zugabe der Laccase zum Enzympraparat: Die Laccase wurde mit den Enzympraparaten
einen besrtimmten Zeitraum inkubiert und dann der exo- Cellulase-Test durchgefuhrt.

e Einfluss der Laccase auf den Cellulase-Test: Hier wurde die exo-Cellulase- Aktivitat
aus verschiedenen Pilzarten mit Cellulosepulver als Substrat in An- und Abwesenheit
der Laccase gemessen

¢ Einfluss der Laccase auf die Umsetzung von TDH A2-Strohgranulat: Der exo- Cellulase-
Test wurde mit Strohgranulat als Substrat (anstatt Cellulose- Pulver) durchgefuhrt und

dabei die Laccase-Menge variiert.
Bei der Zugabe der Laccase zu den Enzympraparaten konnte eine leichte Erhéhung der Cellulase-

Aktivitat zwischen 2 und 8% gemessen werden. Ein ahnliches Ergebnis erbrachte die Zugabe der

Laccase zu den Trommelreaktorproben. (Tab. 27).

Tabelle 27: Einfluss von Laccase auf die exo-Cellulase-Aktivitat bei Zugabe zum Enzympraparat

Probe exo-Cellulase-Aktivitat [U/ml]
exo-Cellulase ohne Laccase mit Laccase
Cellulase T. reesei 58,1 63,0
Cellulase A. fissitis 12,2 12,5
Cellulase P. funiculosum 13,8 14,3

Proben aus Trommelreaktor:

TR 9% TS SSF90; Ernte 05.02.16; -20°C 0,12 0,14
05C8 TR 10% TS; 08.02.16; -20°C 0,14 0,11
TR 7,5%; -20°C 0,10 0,11

Bei Zugabe der Laccase zum exo-Cellulase-Test ergaben sich deutliche Aktivitatserh6hungen um
mehr als das doppelte (Tab. 28). Die einzige Ausnahme war die Probe aus dem Trommelreaktor mit

10% TS, die auch schon in Tab. 27 keine Aktivitdtserhbhung zeigte.
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Tabelle 28 : Einfluss von Laccase auf die exo-Cellulase-Aktivitat bei Zugabe zum Enzymtest

Probe exo-Cellulase-Aktivitat [U/ml]
exo-Cellulase ohne Laccase mit Laccase
Cellulase T. reesei 61,2 131,4
Cellulase A. fissitis 12,2 23,6
Cellulase P. funiculosum 13,0 27,4
Proben aus Trommelreaktor:

TR 9% TS SSF90; Ernte 05.02.16; -20°C 0,12 0,32

05 C8 TR 10% TS; 08.02.16; -20°C 0,14 0,10

TR 7,5%; -20°C 0,10 0,35

Auch bei der Umsetzung von TDH A2-Strohgranulat durch die exo-Cellulase konnte durch

die Laccase ein positiver Effekt erzielt werden: Schon bei einer Zugabe von 0,5 mg

Laccase pro Testansatz konnte eine Zunahme von ber 70% gemessen werden. Eine

Steigerung der Laccase-Menge erbrachte keine weitere Verbesserung (Tab. 29).

Tabelle 29: Einfluss von Laccase auf die exo-Cellulase-Aktivitat aus Trichoderma reesei im Enzymtest mit TDH

A2-Strohgranulat

Zugabe Laccase

exo-Cellulase

[mg] [U/ml] Zunahme [%]
0 0,94 0

0,5 1,66 76

1,0 1,61 71

2,0 1,60 70

4,0 1,28 36
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Il. 5. Machbarkeitsanalyse einer On-Site-Enzym-Herstellung im Pilotmal3stab
(AP 5)

Autoren: S. Droge (PFI)

Rahmenbedingungen

Grundlage fur die Machbarkeitsanalyse ist eine mogliche Umsetzung einer On-Site-Enzym-
Herstellung am Energiepark Pirmasens Winzeln. Das PFI| betreibt am Standort eine Praxis-
Biogasanlage (550 kW installierte elektrische Leistung) sowie eine Demonstrationsanlage zur
biologischen Methanisierung (Power2Gas). Mittelfristig soll der Standort zu einer Bioraffinerie zur
kombinierten stofflichen und energetischen Nutzung von lignocellulosereichen Substraten
ausgebaut werden. Im Rahmen eines Forderantrages ist die Errichtung einer Stroh-
Aufschlussanlage am Standort geplant. Dabei soll Weizenstroh vorbehandelt werden, um es in einer
Biogas-Anlage als alternative Biomasse nutzen zu konnen. Langfristig ist allerdings auch eine
stoffliche Nutzung des Weizenstrohs geplant. Fir eine solche stoffliche Nutzung ist eine
enzymatische Hydrolyse des vorbehandelten Strohs notwendig. An dieser Stelle wiirde das Konzept
der On-Site-Enzym-Herstellung ansetzen, d.h. die Errichtung eines zusatzlichen Moduls fur die
Herstellung der bendétigten Enzyme und der Hydrolyse des vorbehandelten Strohs.

Die Ergebnisse in AP 3 haben gezeigt, dass eine vollstdndige Verzuckerung aufgrund der geringen
Cellobiohydrolase-Aktivitat nicht moglich war. Durch eine Steigerung dieser Aktivitéat, liel3e sich der
Verzuckerungsgrad sukzessive steigern. Daher ware flir eine erste Entwicklungsstufe geplant, nur
einen Teilstrom des Strohs fir die Enzym-Herstellung mit anschlie3ender Hydrolyse zur Herstellung
von Zucker-Lésungen geplant. Das behandelte Stroh kdnnte somit in dieser ersten Stufe noch
groRtenteils in die Biogas-Anlage gefahren werden. Die geplante Strohaufschlussanlage hat eine
vorgesehene Jahreskapazitat zur Behandlung von ca. 3000 Tonnen Stroh. In der Machbarkeits- und
Wirtschaftlichkeitsbetrachtung wird davon ausgegangen, dass zunachst 1/3 dieser Menge (ca. 1000
t/a) in eine Onsite-Enzymanlage genutzt werden. Als Produkt der Onsite-Enzymanlage wird eine,
mit Glucose angereicherte, fermentierbare LOsung betrachtet welche zur Produktion von

biotechnologischen Produkten genutzt werden kann.

Technische Auslegung und Wirtschaftlichkeit

Auf der Grundlage der im Projekt gemachten Erfahrungen wir fur die technische Auslegung ein
zweistufiges Verfahren favorisiert. Nach dem thermischen Strohaufschluss wird das flissige mit
Xylose angereichte Hydrolysat zunachst abgetrennt. Das Hydrolysat wird anschlieend mittels
Vakuumdestillation auf die Zielkonzentration von ca. 30 g/l Xylose eingeengt. Das Medium wird im
Anschluss zur xylose-induzierten Produktion der Enzyme in einem separaten Festbett-Reaktor
genutzt. Die produzierte Enzymlsung wird nachfolgend in einen zweiten Behéalter Gber den Feststoff
perkoliert und zur Glukoseproduktion genutzt. Betrachtet wird eine Anlage mit einer Jahreskapazitat
von 1000 t Stroh pro Jahr. Zur Umsetzung werden die nachfolgend aufgefihrten wesentlichen

Aggregate und Behélter bendétigt.
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e Behdlter 1 — Enzymproduktion; Festbettreaktor mit 55 m® Bruttovolumen — Investkosten ca.
150.000 €

e Behalter 2 — Zuckerproduktion; Flachboden mit Perkolation, 60 m?® Bruttovolumen —
Investkosten ca. 96.000 €

e Vakkumdestillation mit 30 kW Anschlussleistung und 350 | Stundenleistung — Investkosten
ca. 136.000 €

e Separationsanlage — Investkosten ca. 26.000 €

¢ Verrohrung, Pumpen, Steuerung — Investkosten ca. 46.000 €

Fur die nachfolgende Wirtschaftlichkeitsbetrachtung werden die oben aufgefiihrten
Hauptkomponenten auf 10 Jahre abgeschrieben und 6 % Kapitalkosten angesetzt. Nicht
Berlicksichtigt sind die Kosten fur die Strohaufschlussanlage da deren Wirtschaftlichkeit zun&chst
auf der energetischen Strohnutzung durch Biogasprodutkion beruht. Beriicksichtigt sind allerdings
anteilige Strohbezugskosten nach teilweise energetischer Nutzung in Hohe von 30 €/t. Als
Maximalmenge an Glucose welche aus einer Tonne Stroh gewonnen werden kann werden 400 kg
angesetzt. In Bezug auf die Verfahrensproduktivitat werden drei Szenarien betrachtet. Eine
Verzuckerung unter ausschlie3licher Verwendung der im Projekt untersuchten Aspergillus nidulans
Stammen mit partieller Cellulose-Verzuckerung (Szenario 1). Alternativ eine mogliche Kombination
von A. nidulans mit P. funiculosum unter der Annahme einer Steigerung der Cellulose-Verzuckerung
auf 55 % (Szenario 2) sowie 75 % (Szenario 3). Auf Basis der vereinfachten
Wirtschaftlichkeitsberechnung in Tabelle 30 wird deutlich das eine Produktion auf Basis des
Szenario 1 nicht wirtschaftlich ist. Bei entsprechend hoheren Verzuckerungsraden koénnten
allerdings Herstellungskosten von unter 0,70 € erzielbar sein. Legt man aktuelle Weltmarktpreise fur

Weilkzucker von ca. 0,40 €/kg zugrunde konnte eine Wirtschaftlichkeit mittelfristig gegeben sei.

Tabelle 30: Abschéatzung der Produktionskosten einer Onsite-Enzymproduktion

Parameter Szenario 1 Szenario 2 Szenario 3
Menge Stroh 1000 t 1000 t 1000 t
Produktionsmenge 110.000 kg 220.000 kg 300.000 kg
Glucose

Investkosten 454.000 € 454.000 € 454.000 €
Abschreibung (10 J mit 55.380 € 55.380 € 55.380 €
6 %)

Versicherung (1,5 %) 6.810 € 6.810 € 6.810 €
Wartung (3,5 %) 15.890 € 15.890 € 15.890 €
Rohstoff (30 €/t) 30.000 € 30.000 € 30.000 €
Energie 18.650 € 20.515 € 22.380 €
Labor/Analytik 25.000 € 25.000 € 25.000 €
Personal 40.000 € 44.000 € 48.000 €
Summe Kosten 191.730 € 197.595 € 203.460 €
Kosten je kg Glucose 1,74 € 0,89 € 0,68 €

Daruber hinaus ergeben sich tber eine Lignocellulose-basierte Zuckerproduktion hinaus weitere

Vermarktungsmoglichkeiten. Die Ergebnisse aus den Arbeitspaketen 1 - 4 haben gezeigt, dass
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bestimmte enzymatische Aktivitdten wie Xylanase, Endoglucanase- und B-Glucosidase mit den
Produktionsstammen in sehr groRen Mengen hergestellt werden kdnnen. Hieraus ergibt sich die
Option einer spezifischen Herstellung bestimmter Enzyme auf Basis des hydrolysierten
Hemicelluloseanteils des aufgeschlossenen Strohs. Eine vereinfachte Berechnung zu den
madglichen Produktionsmengen cellulolytischer Enzyme beruht auf den nachfolgenden Annahmen.
Das eingesetzte Weizenstroh bestand zu 37 % aus Cellulose und 23 % Hemicellulose bzw. Xylan.
Aus einem Xylan-Anteil von 23 % ergibt sich eine theoretische Zucker-Ausbeute von 253 g Xylose
pro kg Weizenstroh. Durch die TDH-Behandlung wurde im Mittel eine Xylose-Ausbeute von 160 g
Xylose pro kg Stroh erzielt. Dies entsprach einer Ausbeute von knapp 61 %. Neben der Xylose
enthielt das Hydrolysat auch Glucose und Arabinose. Die erzielten Ausbeuten lagen bei 40 ¢
Glucose bzw. 23 g Arabinose pro kg Weizenstroh. Somit ergab sich eine Gesamtzuckermenge von
223 g Zucker pro kg Weizenstroh. Auf Basis der Untersuchungen im Labor- und
Technikumsmalfstab konnten pro g Zucker 2692 U Endoglucanase und 16150 U Xylanase
freigesetzt werden. Bei einer Gesamtzuckermenge von 223 g pro kg Weizenstroh ergeben sich
hieraus 600 kU Endoglucanse und 3601 kU Xylanase. Fir die B-Glucosidase ergibt sich bezogen
auf 1 kg Weizenstroh ein Wert von 22969 kU. Die Cellobiohydrolase-Aktivitdten waren hingegen mit
0,37 FPU gering. Die Gesamtaktivitdt im Ansatz lag somit bei 11 FPU, dies entsprach 3 FPU pro g
Zucker. Die Gesamtaktivitat pro kg Weizenstroh liegt somit bei 669 FPU. Fur die Enzyme
Endoglucanse, Xylanase und B-Glucosidase sind die spezifischen Produktionsmengen erheblich.
Hieraus konnte sich mittelfristig eine weitere kommerzielle Nutzung des Verfahrensansatzes in

Kombination mit den verfiigbaren Produktionsstdmmen ergeben.

70



Il. 6. Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse

Im Rahmen des Projektes konnten mehrere rekombinante Aspergillus nidulans Stamme konstruiert
werden, welche in der Lage waren groRen Mengen an cellulolytischer Enzymen zu produzieren.
Besonderes Merkmal der Stamme war eine xylose-induzierte Uberexpression der der Enzyme.
Daruber hinaus waren alle Stamme in der Lage mit Xylose als Substrat zu wachsen. Eine Hemmung
im Wachstum oder Produktion von Enzymen durch Inhibitoren konnte nicht nachgewiesen werden.
Die im Projekt eingesetzten TDH-Hydrolysate kdnnten somit als glinstiges Substrat fur eine Enzym-
Produktion genutzt werden. Neben den rekombinanten Stdmmen konnten auch natirliche
Produzenten gefunden werden, die unter anderem grof3e Mengen an Exocellulasen produzieren
kénnen. Hier sind vor allem P. funiculosum und A. fissitis zu erwéhnen, die auf dem vorbehandelten
Weizenstroh im SSF-Verfahren gutes Wachstum und gute Enzym-Ausbeuten erzielten. Bis auf die
Exoglucanase-Aktivitat, waren bei den rekombinanten Stammen allerdings die Ubrigen Aktivitaten
deutlich héher. AuBerdem war die Wachstumsgeschwindigkeit bei den rekombinanten Stammen
hoher. Fur die Kultivierungen wurden bei den natirlichen Stdmmen auch Bestandteile eine
Komplexmedium (Maisquellwasser) benétigt. Auf diesen konnte bei den rekombinanten Stammen
verzichtet werden.
Ein weiterer Schwerpunkt, neben der Bereitstellung von nattrlichen oder rekombinanten Stammen
zur Enzym-Produktion war die Etablierung eines Verfahrens zur Enzym-Produktion.
Klassischerweise werden bei der Enzym-Herstellung haufig Submers-Verfahren eingesetzt, die aber
verschiedene Nachteile haben, wie z.B. hohe Scherkrafte. Eine Alternative sind SSF-Verfahren,
welche dem Pilz ein Wachstum in seiner nattrlichen Form erlauben. Allerdings kommt es hier haufig
zu Versorgungsproblemen mit Nahrstoffen oder Sauerstoff. Ziel war es daher ein dynamische SSF-
Verfahren im Trommelreaktor zu etablieren, um eine bessere Versorgung zu gewahrleisten. Im
Rahmen des Projektes wurden Trommelreaktoren in zwei verschiedenen Grof3en konstruiert und
betrieben. Allerdings zeigten verschiedene Tests einer dynamischen SSF mit Stroh, dass im
Vergleich zum statischen SSF keine signifikanten Produktivitdtsverbesserungen erzielt werden
konnten. Eine vielversprechende Alternative konnte allerdings ein kombinierter Ansatz sein.
Aufgrund der Tatsache, dass bei den rekombinanten Stammen die Enzym-Expression durch Xylose
ausgeldst wurde, sind die Stamme nicht auf die Cellulose als Induktor im Stroh angewiesen. In
verschiedenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Stamme auch im Hydrolysat ohne das
Stroh wachsen konnen. Allerdings war das Wachstum schlechter, da die Pilze keine feste Matrix
zum Wachsen hatten. Diese Funktion des Strohs konnte allerdings durch Kunststofffullkérper
erfolgreich ersetzt werden. Kultivierungen im Trommelreaktor mit den Fullkdrpern im Hydrolysat
erzielten anndhrend gleiche Ausbeuten. Das Wachstum beschrénkte sich dabei komplett auf die
Fullkorper, d.h. die Flussigkeit war nahezu klar. Dies erleichterte enorm die Ernte, da hier beim SSF-
Verfahren mit zusatzlicher Flussigkeit gearbeitet werden musste, was wiederum die Rohextrakte
verdiinnen wirde. Dies war im Falle der Flussigkultivierung nicht notwendig. Mittels dieser neuen
Dynamic State Fermentation (DSF) lie3en sich die Vorteile einer Submers-Kultivierung und die einer
SSF-Kultivierung gut verbinden. Die ersten Versuche im Rahmen dieses Projektes waren sehr
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vielversprechend und es zeigte sich, dass hier ein sehr grof3es Potential fir die Zukunft vorhanden
ist.

Die im Rahmen des Projektes erzielten Ergebnisse zu den Verzuckerungsversuchen mit den
selbstproduzierten Enzymen haben gezeigt, dass das Potential zur enzymatischen Hydrolyse von
Lignocellulose vorhanden ist. Insbesondere die erzielten spezifischen Aktivitdten der Endoglucanse,
Xylanase und [(-Glucosidase lagen auf bzw. oberhalb des Niveaus industriell genutzter
Produktionsorganismen. Allerdings ist die erzielte Cellobiohydrolase-Aktivitdt noch zu gering, um
eine ausreichende Verzuckerung der Cellulose gewahrleisten zu kénnen. Zwar konnte im Rahmen
des Projektes die Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp-Stamm deutlich gesteigert werden. Es zeigte
sich allerdings das die Grundaktivitat beim Ausgangsstamm zu gering war. In Bezug auf die
Cellobiohydrolase-Aktivitat erscheint eine Kombination der rekombinanten Stdmme mit einem
weiteren Stamm sinnvoll. Auf Basis der Untersuchungen zur Cellobiohydrolase-Aktivitat
verschiedener natlrlicher Produzenten erscheint insbesondere P. funiculosum aussichtsreich.
Dieser hat von Natur aus eine hohe Exocellulase (Cellobiohydrolase)-Aktivitat. Allerdings wére eine
Kultivierung im Hydrolysat ohne Stroh nicht mdglich, da hier die Expression der Aktivitdt durch
Cellulose Induziert wurde. Eine Mdéglichkeit ware es auch hier die Expression der Exoglucanase
unter die Kontrolle eine Xylose-Promotors zu stellen. Somit kénnte eine Kombination aus
verschiedenen Stammen zu einer vollstandigen Verzuckerung des vorbehandelten Weizenstrohs
eingesetzt werden. Ein weiterer Ansatz hinsichtlich einer weiteren Steigerung der Exocellulase-
Aktivitdt ergab sich aus den Untersuchungen zu den Effekten einer Laccase-Zugabe. Im
verschiedenen Enzymtesten konnten Aktivitatssteigerungen von 70 — 100 % durch eine Laccase-

Zugabe demonstriert werden.

Il. 7. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Arbeiten wurden entsprechend der Planungen durchgefiihrt, wie in den Arbeitspaketen
beschrieben. Der Projektablauf und die erzielten Ergebnisse, u.a.

e Die erfolgreiche Konstruktion von rekombinanten Aspergillus nidulans-Stammen zur
Produktion grolRer Mengen Xylanase, [-Glucosidase, endo-Glucanasen und
Cellobiohydrolase auf Strohhydrolysaten

o Die Entwicklung natiirlicher Hochleistungsstdmme zur Gewinnung von Exocellulasen wie
z.B. P. funiculosum und A. fissitis.

e Die Entwicklung des neuen Dynamic State Fermentation (DSF)-Verfahrens, welches die

Vorteile einer Submers-Kultivierung und die einer SSF-Kultivierung gut verbindet,

zeigten, dass im Projektzeitraum zentrale Projektziele erreicht werden konnten. Die urspringlich

geplanten Arbeitsaufwendungen waren daher notwendig und angemessen.
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Il. 8. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die beiden im Rahmen dieses Projektes entwickelten Aspergillus nidulans-Stamme OSE 8 und OSE
12 zeigten eine hohe endo-Cellulase- und R-Glucanase-Expression, die durchaus mit der von
kommerziell einsetzbaren Hochleistungsstammen vergleichbar ist. Dariiber hinaus bildet OSE 12
auch R-Glucosidase-Aktivitat. Daher wird der Projektpartner ASA nach Projektende die
Einsatzmdglichkeit dieser als Enzymproduzenten fiir den Bereich Biogas untersuchen. Bei positiver
Eignung ist gegebenenfalls eine Vermarktung der resultierenden Enzympraparate im Bereich Biogas
maglich.

Der Uberraschend positive Einfluss von Laccase auf die Cellulase-Aktivitat konnte Gegenstand einer
Patentanmeldung werden. Hierzu muissten allerdings noch weitere Versuche durchgefiihrt werden.
Dies konnte z.B. im Rahmen eines Folgeprojektes erfolgen.

Daruiber hinaus bilden die folgenden Projektergebnisse Ansatzpunkte fir ein Folgeprojekt:

Die neu entwickelte Dynamic State Fermentation (DSF) stellt eine interessante Moglichkeit zur
Produktion extracellularer Enzyme dar. Allerdings sind hier noch weiterfuhrende
Optimierungsarbeiten notewendig.

Die im Rahmen des Projektes erzielten Ergebnisse zu den Verzuckerungsversuchen zeigen, dass
das Potential zur enzymatischen Hydrolyse mit den selbstproduzierten (On-site-) Enzymen durchaus
vorhanden ist. Allerdings musste die Cellobiohydrolase-Aktivitdt noch deutlich gesteigert werden,
um eine vollstandige Verzuckerung der Cellulose gewahrleisten zu kdnnen. Auf Grundlage einer
Wirtschaftlichkeitsbetrachtung sollte eine Verzuckerungsgrad der Cellulose von mindestens 75 %
erzielt werden.

Aussichtsreiche Moglichkeiten waren hier die Nutzung des natlrlichen Produzenten P. funiculusom,
welcher von Natur aus eine hohe Exocellulase (Cellobiohydrolase)-Aktivitat exprimiert, oder auch
die Expression der Exoglucanase unter die Kontrolle eine Xylose-Promotors zu stellen. Somit kdnnte
eine Kombination aus verschiedenen Stdmmen zu einer weitgehenden Verzuckerung des

vorbehandelten Weizenstrohs eingesetzt werden

Il. 9. Erkenntnisse von Dritten

Nach Kenntnisstand der Zuwendungsempfanger liegen bisher noch keine Untersuchungen oder

Ergebnisse von dritter Seite vor, die die Durchfiihrung des Vorhabens wesentlich beeinflussen.
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