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Abstract

[l.Abstract

‘Brewers’ spent grain (BSG) is an important renewable resource, as it is a low-value
by-product of the brewing process, which is produced in large quantities every year. In the
present work, BSG of seven different brewing recipes, both self-made and industrially
produced, was analyzed, and classified in terms of the related brewing processes.
Furthermore, BSG was separated into two streams by pressing: a liquid and a solid fraction.
For both fractions, bioprocesses were established to convert the liquid substrate (BSG liquor)
into lactate with a lactic acid bacterium (Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis) and the solid
substrate (BSG residue) into ethanol and acetate with a lignocellulolytic and mixed acid
fermenting strain (Cellulomonas uda). A kinetic model was established, that could (amongst
others) predict lactate formation and cell growth of L. delbrueckii subsp. lactis for three
BSG liquors of different origin, in other words with different nutrient equipment, in a
simultaneous saccharification and fermentation’. Moreover, the developed fermentation
strategies for the utilization of the BSG liquor and BSG residue, as well as the underlying
process monitoring and optimization strategies, were transferred to fermentations with the
same organisms but the substrate gras — another representative of a renewable resource.
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Zusammenfassung

lll. Zusammenfassung

Biertreber stellt einen wichtigen Vertreter eines nachwachsenden Rohstoffes dar, da
es sich dabei um ein niedrigpreisiges Nebenprodukt des Brauprozesses handelt, welches
jedes Jahr in groRen Mengen anféllt. In der vorliegenden Arbeit wurde Biertreber aus sieben
verschiedenen Braurezepten, sowohl aus eigener Herstellung als auch industriellen
Ursprungs, analysiert und in Bezug auf die zugrundeliegenden Braugdnge Klassifiziert.
Daruber hinaus wurde der Treber durch Pressen in zwei separate Stoffstrome aufgeteilt: eine
fliussige und eine feste Fraktion. Fir beide Fraktionen wurden Bioprozesse etabliert, um
einerseits das flissige Substrat (Treberpresssaft) mit einem Milchsaurebakterium
(Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis) zu Milchsaure und andererseits das feste Substrat
(Treberrickstand) mit einem lignocellulolytischen und gemischtsduregarung-betreibenden
Stamm (Cellulomonas uda) zu Ethanol und Essigsdure umzusetzen. AuRerdem wurde ein
kinetisches Modell aufgestellt, welches u.a. die Milchs&urebildung und das Zellwachstum von
L. delbrueckii subsp. lactis fir drei Treberpresssafte unterschiedlicher Braurezepturen, d.h.
mit unterschiedlicher N&hrstoffausstattung, in einer simultanen Verzuckerung und
Fermentation vorhersagen konnte. Des Weiteren konnten die entwickelten
Fermentationsstrategien zur Verwertung des Treberpresssaftes und Treberriickstandes sowie
die zugrundeliegenden Prozesstiberwachungs- und Regelungsstrategien auf Fermentationen
mit den gleichen Organismen aber dem Substrat Wiesenschnitt — also einen weiteren

nachwachsenden Rohstoff — Uibertragen werden.
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ROS Reactive Oxygen Species

SCFA Short-Chain Fatty Acids
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Abklrzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

sog. sogenannte

Sonst Sonstige

sp. Spezies

SSF Simultane Verzuckerung und Fermentation
sucC Bernsteinsaure

uoL Ubiquitol

UON Ubiquinon

USA Vereinigte Staaten von Amerika

u.a. unter anderem

VK1 Vorkultur 1

VK2 Vorkultur 2

Vs. versus

W Bier(-treber) eines Weizen-Bieres
WeBo Bier(-treber) eines Weizenbock-Bieres
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VI.Allgemeines Symbolverzeichnis

Symbol Einheit Bedeutung

°Brix OGlucose’ 100 gHz0t Stammwaurzegehalt in Grad Brix

°C - Grad Celsius

M h? Wachstumsrate

pm - Mikrometer

max ht Maximale spezifische Wachstumsrate

A nkat-mL-1 Cellulase-/ Xylanaseaktivitét

Acell,max nkat-mL-® Maximale Cellulaseaktivitat

AStotal gLt Gesamt-Aminosaurekonzentration

Axyl,max nkat-mL-® Maximale Xylanaseaktivitat

BTM gLt Biotrockenmasse (entspricht Zelltrockenmasse)
BTMuax e ;/Iee}ﬁirr;"n:li(;nBr;o;;c;cel;enmasse (entspricht maximaler
C Zellen-mL-1 Zellzahl

CBiomasse,0d gLt Biomassekonzentration zu Beginn der Fermentation (0. Tag)
CBiomasse,14d gLt Biomassekonzentration am Ende der Fermentation (14. Tag)
CBiomassebestandteil gLt Konzentration eines Biomassebestandteils

Coluc gLt Glucosekonzentration

ClLacmax gLt Maximale Milchs&urekonzentration

CTreberprotein gLt Konzentration Treberprotein

CTrp gLt Tryptophankonzentration

Czucker,Assay gLt Zuckerkonzentration nach Enzymassay
Czucker,Fermentation gLt Zuckerkonzentration in Fermentationsbrihe
Em nm Emissionswellenlange

Emet MJ-kgm? Metabolisierbare Energie

Ex nm Extinktionswellenlange

xg m-s2 Gravitationsbeschleunigung

g - Gram

gac g Masse Essigsaure

OAminosauren g Masse Aminosauren

O™ g Masse Zellen

gcell g Masse Cellulose
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Symbol Einheit Bedeutung

deit g Masse Citronensaure
OEnzym g Masse Enzym

OEtoH g Masse Ethanol
Gew.-% ggt Gewichtsprozent
JGlucose g Masse Glucose

gH20 g Masse Wasser

OLac g Masse Milchsaure
OMaltooligomere g Masse Maltooligomere
OMaltose g Masse Maltose
OMaltotriose g Masse Maltotriose
gprod g Masse Produkt

gpul g Masse Pullulan

Oserin g Masse Serin

JTreber g Masse Treber

Ozucker g Masse Zucker

h - Stunde

HHV MJ-kg? Higher Heating Value
K - Kelvin

kg - Kilogram

kgtm - Kilogram Trockenmasse
KgTreber - Kilogram Treber

kJ - Kilojoule

L - Liter

M mol-L1 Molar

m3 - Kubikmeter

MBiomasse,0d g Lignocellulosehaltige Biomasse zu Beginn der Fermentation
MBiomasse,14d g Lignocellulosehaltige Biomasse am Ende der Fermentation
mg - Milligram

Min - Minute

MJ - Megajoule

mL - Milliliter

mM mmol-L Millimolar
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Symbol Einheit Bedeutung

mm - Millimeter

Molac mol Mol Essigsaure

mMoleton mol Mol Ethanol

MProdukt,0d g Produktmasse zu Beginn der Fermentation (0. Tag)
MProdukt, 14d g Produktmasse am Ende der Fermentation (14. Tag)
Mzellen,0d g Zellbiomasse zu Beginn der Fermentation (0. Tag)
Mzellen,14d Zellbiomasse am Ende der Fermentation (14. Tag)
Mzucker g-pmol* Molekulargewicht Zucker

N rpm Rihrerdrehzahl

nkat nmol-s Nanokat

NL L Normliter (bei 0 °C und 1013 mbar)

nm - Nanometer

ODé600 nm - Optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm
ODé600 nm,max - Maximale optische Dichte bei einer Wellenlédnge von 600 nm
p bar Druck

P iac'Lt-h? Produktivitat

Pin gaccL bt Produktivitat in den ersten 11 h des Prozesses
P1an iac'L-h? Produktivitat in den ersten 14 h des Prozesses
Pisn OracLt-ht Produktivitat in den ersten 15 h des Prozesses
pHist - Aktuell gemessener pH-Wert

pHso - Einzustellender pH-Wert

Pmax gLt Maximale Produkt (Milchséure) Konzentration

On2 L-h? Stickstoffvolumenstrom

g Orac'geTm-ht Biomassespezifische Produkt (Milchsaure) Bildungsrate
gs1 OMmattooligomere’gaTmM 'Lt Substrat 1 (Maltooligomere) Aufnahmerate

gs2 OMaltotriose*gBTM L1 Substrat 2 (Maltotriose) Aufnahmerate

gss3 OMaltose"gBTM L-L Substrat 3 (Maltose) Aufnahmerate

Os4 OGlucose'geTM1-Lt Substrat 4 (Glucose) Aufnahmerate

R2 % Bestimmtheitsmaf3

RZ2adjust % Adjustiertes Bestimmtheitsmald

S - Sekunde

Srotal glL? Gesamt-Kohlenhydratkonzentration
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Symbol Einheit Bedeutung

tassay min Zeitspanne des Enzymassays

u 1,67-108 kat Units

Vassay mL Volumen des Enzymassays

Viultur, st mL Aktuelles Volumen des Fermentationsmediums

VNaoH mL Volumen der 5 M NaOH Zugabe

Vol.-% L-Lt Volumenprozent

Yers gProd-gsunt Pro.(.jukt/_Supstrat-Ausbeute, die nur flissige Produkte
bericksichtigt

Ypicons gProd+Co2-Gsub™t Produkt/Substrat-Ausbeute, die flissige Produkte und
gasférmiges CO2 bericksichtigt

Yeix gprod-geTM ! Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute

Ysix sub'geTm Substrat/Zellbiomasse-Ausbeute

Y x/kH UBTM"GKohlenhydrate™ Zellbiomasse/Kohlenhydrate-Ausbeute

Yxis gsTM'gsub™ Zellbiomasse/Substrat-Ausbeute

XBiomassebestandteil % Anteil einer Komponente an Gesamtheit der Biomasse

Xc % Kohlenstoffanteil des Trebers

XH % Wasserstoffanteil des Trebers

Xo % Sauerstoffanteil des Trebers

XTrp/Gerstenprotein

%

Anteil von Tryptophan an Gerstenprotein
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VII. Symbolverzeichnis des kinetischen Modells

Symbol Einheit Bedeutung

sl ht Wachstumsrate

max ht Maximale spezifische Wachstumsrate

Ala gLt Alanin

ASTotal gL? Gesamt-Aminosauren; im englischen Modellskript: AA
statt AS

f - Dimensionsloser Exponent flr Inhibierung durch
Zelldichte

h - Dimensionsloser Exponent fir Produktinhibierung

ki ht Reaktionskonstante von R

k2 h? Reaktionskonstante von Rz

ks ht Reaktionskonstante von Rs

Kaia h? Reaktionskonstante Alanin

Kas_Total gLt Monodkonstante fir Gesamt-Aminosauren; im englischen

Modellskript: AA statt AS

Keprot gLt Monodkonstante fiir Protein

Ksa glL? Monodkonstante fur Glucose

Kser gLt Monodkonstante flir Serin

Mi g-mol? Molekulargewicht Zucker i

Mi hydrolysiert g-mol* Molekulargewicht Zucker i in der hydrolysierten,

monomeren Form

P gLt Produkt (Milchsaure)

Pm gLt Inhibierende Milchsdurekonzentration

Prmax gLt Maximale Produkt (Milchsaure) Konzentration
Prot gLt Protein

R1 - Enzymatische Reaktion 1

R2 - Enzymatische Reaktion 2

Rs - Enzymatische Reaktion 3

Mo OLac'geTm-ht Biomassespezifische Produkt (Milchsaure) Bildungsrate
Sotal glL? Gesamt-Kohlenhydrate

S1 gLt Maltooligomere

S12 - Massenkorrekturfaktor fir R1

S2 gL? Maltotriose
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Symbol Einheit Bedeutung

So3 - Massenkorrekturfaktor fir Rz

S3 gLt Maltose

Sa4 - Massenkorrekturfaktor fir Rs

Sa gL? Glucose

Ser gLt Serin

X glL? Zellkonzentration

Xm gLt Stationare Zellkonzentration
Xmax gLt Maximlae Zellkonzentration
Yeix OLac'geTm™? Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute
Y x/iAs_Total OBTM QAminoséuren™t Zellbiomasse/Aminosaure-Ausbeute; im englischen

Modellskript: AA statt AS

Y x/prot gBTM"QProtein™t Zellbiomasse/Protein-Ausbeute

Y x/s4 gBTM"JGlucose™ Zellbiomasse/Glucose-Ausbeute

Yxiser OBTM Jserin™ Zellbiomasse/Serin-Ausbeute

a OLac'geTM™? Faktor der wachstumsgekoppelten Produktbildung
B OLac'geTm-ht Faktor der wachstumsentkoppelten Produktbildung
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VIIl. Wissenschaftliche Begriffserklarungen

Baseline- Bezeichnet bei der Auswertung von Chromatogrammen die Trennung zwischen

Separation zwei Spitzenwerten (engl. Peaks), wobei das Signal zwischen diesen Spitzenwerten
bis auf die Grundlinie (engl. Baseline) abfallt.

Batch Diskontinuierlicher Satz-Betrieb eines verfahrenstechnischen Prozesses, welcher
sich dadurch auszeichnet, dass die Reaktanden einmalig vorgelegt werden.

Chemostat Kontinuierlicher verfahrenstechnischer Prozess, welcher sich durch eine
kontinuierliche Zufutterung von Substrat und einen kontinuierlichen Abzug von
Produkt kennzeichnet. Die Steuerung erfolgt beim Chemostaten Uber die
Konzentration eines Reaktanden (zumeist eines Substrates).

Cryo-Kultur Die Cryo-Kultur bezeichnet eine Bakterienkultur, welche fir die dauerhafte
Lagerung bei sehr geringen Temperaturen prapariert wurde.

Fed-Batch Verfahrenstechnischer Prozess, der sich durch eine anfangliche Batch-Phase und
eine (oder mehrere) anschlieBende Zufitterungsphasen (von engl. feed)
kennzeichnet.

Heatmap Bezeichnet die Darstellung von dreidimensionalen Daten in einem
zweidimensionalen Raum in x- und y-Richtung, wobei die z-Richtung zumeist tber
eine Farbskala oder Farbschattierungen dargestellt wird.

Higher Beschreibt die Menge an Warme, die bei kompletter Verbrennung eines Stoffes in

Heating wasserfreier (hier in getrockneter) Form freigesetzt wird. Im Gegensatz dazu

Value bericksichtigt der Lower Heating Value die Energie, welche zur Evaporation von
Wasser bendétigt wird.

Lag-Phase Bezeichnet die erste Phase mikrobiellen Wachstums, in der sich die Zellen an die
Umgebungsbedingungen anpassen.

Préakursor Bezeichnet einen Vorlauferstoff fur die chemische Synthese weiterer Verbindungen.

p-value Beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass die Nullhypothese bei einem statistischen
Test irrtimlicherweise abgelehnt wird.

Resistente Bezeichnet den Anteil der Starke am Biertreber, welcher nicht enzymatisch

Starke zuganglich ist.

Seed Train Der Seed-Train bezeichnet die Strategie zur Anzucht von Mikroorganismen fur
einen bioverfahrenstechnischen Prozess in einer oder mehrerer Vorkulturen. Ziel
des Seed-Trains ist die Bereitstellung einer hinreichend gro3en Anzahl vitaler und
perfekt adaptierter Zellen fur die Hauptkultur des Prozesses.

Shotgun- Beschreibt eine DNA-Sequenz, die durch Nukleasen in mehrere tberlappende

Sequenz kurze DNA-Fragmente gespalten wurde, aus welchen dann der komplette DNA-

Strang rekonstruiert wird.
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IX.Brauspezifische Begriffserklarungen

Ablautern/

Lautern

Bezeichnet das iterative Abwaschen der 16slichen Treberbestandteile.

Anstelltemperatur

Bezeichnet die Temperatur, bei der die Zugabe der Hefe erfolgt.

AussiifZen Es handelt sich um ein Synonym fiir Lautern.

Biertreber Bezeichnet die festen Bestandteile, die aus dem Maischevorgang resultieren.

Darren Bezeichnet den Trocknungsschritt wahrend des Mélzens.

Einmaischen Bezeichnet das Suspendieren des geschroteten Braumalzes in vorgewarmtem
Brauwasser.

Endosperm Bezeichnet einen Teil des Samens einer Pflanze; beim Getreidekorn handelt es

sich um den Speicherort der Starke.

Extraktbildner

Bezeichnet alle Substanzen, die zur Erhéhung des Extraktgehaltes beitragen

(vornehmlich Zucker und Dextrin).

Extraktgehalt

Bezeichnet den Anteil I6slicher Bestandteile (vornehmlich Zucker und Dextrin)

an der Wiirze.

Filterkuchen

Bezeichnet alle Feststoffpartikel, die sich auf der Oberflache eines Filters oder

Siebes ablagern.

Hauptguss Bezeichnet das Wasservolumen, das zum Einmaischen verwendet wird.

Heil3trub Bezeichnet alle festen Wirzebestandteile, die nach dem Hopfenkochen
anfallen.

Hopfenkochen Bezeichnet das Losen von Hopfeninhaltsstoffen bei erhdhter Temperatur.

lon-Negativ/ lod-

Bezeichnung flr eine negative lodprobe mit Lugol’'scher Losung; steht beim

Normal Maischekochen fir einen vollstdndigen Abbau der Starke.

Keimung Bezeichnet den Prozessschritt wahrend des Mélzens, welcher zur
Enzymbildung fuhrt.

Lauterbottich Bezeichnet das GefaR, welches zur Durchfihrung des Lautervorgangs genutzt
wird.

Lautersieb Bezeichnet den Siebboden, der sich im Lauterbottich befindet.

Maischen Bezeichnet den Prozess des Lésens von Malzbestandteilen in Wasser bei
verschiedenen Temperaturstufen.

Mélzen Bezeichnet den Prozess der Malzherstellung.

Malzigkeit Bezeichnet den Geschmack eines Bieres, bei dem der Malzgeschmack
dominant ist; Biere mit einem hohen Anteil unvergorener Zucker schmecken
malzig.

Malzschittung Bezeichnet die Zusammensetzung des eingesetzten Braumalzes.
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Nachguss Bezeichnet das Wasservolumen, welches zum AussiiRen des Trebers
verwendet wird.

Obergérig Bezeichnung fir Bier, welches mit Hefe fermentiert wird, die auf der Oberflache
der Wirze aufschwimmt.

Pudermehl Bezeichnet die feinste Schrotfraktion.

Rast Bezeichnet eine Temperaturstufe wahrend des Maischevorgangs.

Restextraktgehalt Bezeichnet den Extraktgehalt des fermentierten Bieres, d.h. den Anteil
unvergarbarer Substanzen an der Wirze.

Rohwirze Bezeichnung fir die unfermentierte Bierwiirze.

Schroten Bezeichnet die mechanische Zerkleinerung des Malzes.

Spelzen Bezeichnet einen Teil des Samens einer Pflanze; beim Getreidekorn handelt es
sich um die auRRere Schale.

Stammwiirze Bezeichnet den Extraktgehalt des unfermentierten Bieres.

Untergarig Bezeichnung fur Bier, welches mit Hefe fermentiert wird, die am Kesselboden

sedimentiert.

Vollmundigkeit

Bezeichnet den Geschmack beim Antrunk eines Bieres; Biere mit hohem

Alkohol- und Restextraktgehalt gelten als vollmundig.

Vorderwirze Bezeichnung fur den Anteil der Wirze, welcher vor der Zugabe des
Nachgusses abgezogen werden kann.

Weiche Bezeichnet die Befeuchtung des Getreides wahrend des Malzens.

Whirlpool Bezeichnet das “In-Rotation-Versetzen“ der Wirze nach dem Hopfenkochen.
Durch die Zentripetalkrafte setzen sich Feststoffpartikel in der Mitte des Bottichs
ab.

Wirze Bezeichnet die flissigen Bestandteile, die aus dem Maischevorgang

resultieren.

XXVI



Haupttext




Einleitung

1.Einleitung

Lignocellulosehaltige, nachwachsende Rohstoffe, wie z.B. Biertreber, sind bereits seit
geraumer  Zeit Gegenstand von  wissenschaftlichen  Untersuchungen. Die
Biomassevergasung zur Gewinnung von energiereichen Gasen (z.B. aus Torf), als einer der
altesten industriellen Prozesse auf Basis von lignocellulosehaltiger Biomasse, ist bereits seit
rund 200 Jahren bekannt [1]. Da fossile Energietrager — in erster Linie aber Erddl — Uber
Jahrzehnte unbegrenzt verfigbar waren, rickte auch die Technologie der
Biomassevergasung lange Zeit in den Hintergrund (wobei hier eine Ausnahme fir einige
Staaten wahrend der beiden Weltkriege getroffen werden kann). Erst durch die Olkrise des
Jahres 1973 kehrte wieder eine globale Riickbesinnung auf altbekannte Technologien ein,
da fossile Brennstoffe unvermittelt knapp wurden. AuBerdem fiihrte das Jahr 1973 dazu, dass
lignocellulosehaltige Biomasse erneut als Ausgangsstoff zur Energietragerproduktion oder
fur chemische Synthesen in Betracht gezogen wurde. Zudem wurde in den darauffolgenden
Jahrzehnten davon ausgegangen, dass die Olpreise kontinuierlich ansteigen wiirden — nicht
nur wegen diversen politischen und militarischen Konflikten, sondern in erster Linie wegen
der natirlichen Verknappung des Rohéls. In der Realitat anderten sich die Olpreise bis zum
Jahr 2000 aber kaum [2]. Diese Fehleinschatzung bzgl. des Olpreises fiihrte zu
verschiedenen wissenschaftlichen Vorschlagen fiir den Einsatz von lignocellulosehaltiger
Biomasse, z.B. als Diingemittel [3], zur Herstellung von Treibstoffen aus Pflanzenextrakten
[4], aber auch zu einem verstarkten Interesse an der Herstellung von Energietragern wie
Ethanol aus diesem Substrat [5]. Bis heute hat die Forschung zur Nutzbarmachung von
lignocellulosehaltiger Biomasse nicht abgerissen, allerdings steht sie nicht mehr mit der
Verknappung von Rohdl in Zusammenhang — die Zielsetzung hat sich im Laufe der Zeit
deutlich verandert: So wird die Forschung an lignocellulosehaltigen Ausgangsmaterialien
heutzutage mit wichtigen Themen wie der globalen Erderwarmung [6], der
Treibhausgasemission [7], der Einsparung fossiler Ressourcen [8] und der Transformation
von linearen zu zirkuldren Wertschépfungsprozessen [9] in Verbindung gebracht. Die
stoffliche Verwertung von lignocellulosehaltiger Biomasse, insbesondere mit dem Ziel der
Kraftstoffproduktion, wird dabei in jingerer Vergangenheit gerne in vier Generationen
eingeteilt: (a) In der ersten Generation wurden die Produkte aus eigens angebauten
Agrarprodukten, welche auch zum menschlichen Verzehr geeignet sind, hergestellt — z.B.
aus Mais, Getreide oder Zuckerrohr. (b) Die zweite Generation umfasst als Substrat alle
lignocellulosehaltigen Rohstoffe, wie z.B. Stroh, Gras, Holz oder auch Biertreber. (c) Die
dritte und vierte Generation beinhaltet u.A. die Nutzung von Algen als biologischen
Katalysator, wobei sich die vierte Generation von der dritten Generation durch den Einsatz

von gentechnisch-modifizierten Organismen abhebt [10, 11].
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Zielsetzung

2. Zielsetzung

Biertreber stellt einen kostengunstigen Rohstoff dar, der zuverlassig — in Deutschland
und weltweit — in groRen Mengen anfallt (Kapitel 3.2). Es gibt unzahlige Vorschlage zur
Verwendung dieses Stoffstroms in der tierischen oder menschlichen Ernahrung (Kapitel 3.2.1
und 3.2.2) sowie zur Energietrager- oder Chemikalienproduktion (Kapitel 3.2.3 — 3.2.5). Die
ganzheitliche Verwertung von Biertreber zur Chemikalien- oder Energietragerproduktion (im
Rahmen einer Bioraffinerie) ist allerdings nur in seltenen Fallen groRRtechnisch gegeben
(Kapitel 3.2.6). Aulerdem werden ca. 20% des jahrlich anfallenden Biertrebers auf der
Mulldeponie entsorgt und die Anwendung als Viehfutter stellt die Landwirte vor grof3e
logistische und Haltbarkeit-bedingte Hiirden. Uberdies werden die Auswirkungen der
Getreide- bzw. Biertreber-basierten Fitterung auf die Milch- und Fleischqualitat kontrovers
diskutiert (Kapitel 3.2.1).

Daher sollen in dieser Arbeit bioverfahrenstechnische Methoden zur Produktion von
Milchséaure, Essigsdure und Ethanol auf Basis von Biertreber, als Vertreter eines
nachwachsenden Rohstoffs, untersucht werden, da diese Stoffe die Grundlage fur eine
Vielzahl von technischen Anwendungen bilden (Kapitel 3.3.2, 3.3.4 und 3.3.5). Zu diesem
Zwecke sollen die Organismen Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (Kapitel 3.3.1) und
Cellulomonas uda (Kapitel 3.3.3) genutzt werden, um bioverfahrenstechnische Prozesse zur
Produktion dieser Wertstoffe zu etablieren (und optimieren) sowie die zugrundeliegenden
biologischen Vorgange mit Hilfe analytischer Methoden und kinetischer Modellierung besser
verstehen zu kdnnen. Um geeignete Substrate fir die Prozesse zu identifizieren, sollen
zudem Vergleiche zwischen der Biertreberzusammensetzung, in Bezug auf feste und
flissige Bestandteile, und der zugrundeliegenden Braurezeptur gezogen werden. Die
kinetische Modellierung soll tiberdies einen Beitrag dazu leisten, die kinetischen Daten der
Prozesse bereits aufgrund der vorausgegangenen Rohstoffanalyse abschéatzen zu kénnen.
Um die Nutzung im industriellen MaR3stab in Aussicht zu stellen, soll der Fokus bei allen
entwickelten Prozessen auf hohe Produktkonzentrationen und Ausbeuten, gute kinetische
Parameter sowie milde Prozessbedingungen, ohne die Verwendung von hydrothermalen
Vorbehandlungsmethoden (bei hohen Driicken und Temperaturen), sowie die Minimierung
des Zusatzes von weiteren Nahrstoffen gelegt werden. Um eine breite Anwendbarkeit zu
gewahrleisten, sollen die entwickelten Prozesse zudem auf Biertreber unterschiedlichster
Braurezepturen und andere Biomassearten (in diesem Falle Wiesenschnitt) Ubertragen

werden.




Grundlagen & Stand der Technik

3.Grundlagen & Stand der Technik

Die Moglichkeiten zur (stofflichen) Nutzung lignocellulosehaltiger, nachwachsender
Materialien, zu denen auch Biertreber gezahlt wird, stellen ein sehr breites Feld dar. Dies ist
einerseits auf die komplexe Zusammensetzung der Materialen mit unterschiedlichen
chemischen Stoffklassen (Kohlenhydraten, Proteinen, Fetten, etc.) zurlickzufiihren, die
zudem noch von geografischen und jahreszeitlichen Einflissen vergré3ert wird. Andererseits
sind potenzielle Anwendungsfelder enorm divers und umfassen die Verwendung als
Reinstoff, in der fraktionierten Form oder im Verbund mit anderen Materialien [12]. Daher soll
im folgenden Kapitel ein Ausschnitt der (wichtigsten) Forschungs- und tatsachlichen,
industriellen Anwendungsfelder flir Biertreber sowie einige Eigenschaften der verwendeten
Organismen und hergestellten Produkte dargestellt werden. Zunachst soll aber der
industrielle Prozess, in welchem Biertreber akkumuliert, etwas naher beleuchtet werden: Der

Brauprozess (Abbildung 1).

3.1. Kurzer Abriss Uber den Brauprozess

In Vorbereitung auf den Brauprozess muss das verwendete Getreide (zumeist
Gerste, mitunter aber auch Weizen, Roggen, Dinkel, etc.) zunachst in Malz umgewandelt
werden. Der Prozess des Malzens unterteilt sich dabei in drei Teilschritte: Die Weiche, die
Keimung und das Darren. Wéahrend der Weiche werden die gereinigten Getreidekdrner in
einem Wassertank bei einer Temperatur zwischen 5 °C und 18 °C fiir ca. 2 Tage eingeweicht,
wobei das Wasser alle 6 h erneuert wird. Durch diesen Prozess erhtht sich der
Feuchtegehalt der Getreidekdrner auf ca. 45%, wodurch im Korn die Keimung ausgelost wird.
Im zweiten Schritt des Malzens, der Keimung, werden die Getreidekdrner unter standiger
Umschichtung, z.B. durch Extruder-Schnecken, dazu gebracht, Enzyme wie Amylasen und
Proteasen zu produzieren, die im spateren Brauprozess von enormer Bedeutung sind. Dabei
wird die Temperatur fir 7 — 9 Tage durch standige Begasung mit feuchter Luft im Bereich
zwischen 12°C und 21°C gehalten. Beim darauffolgenden Darren werden die
Getreidekdrner bei einer Temperatur zwischen 40 °C und 60 °C getrocknet, wodurch die
Keimung — und die enzymbildenden biochemischen Vorgange — zum Erliegen kommen. Je
intensiver das Darren erfolgt, d.h. je hher die Temperatur und je langer die Einwirkzeit, desto
dunkler wird das Malz, was im spateren Bier nicht nur die Rostaromen bedingt, sondern auch
mafgeblich fur die Farbe des Bieres verantwortlich ist. Am Ende des Darrens haben die
Getreidekdrner einen geringen Wassergehalt von 4% —5%, wodurch eine lange
Lagerungsbestandigkeit des Malzes gewahrleistet wird.

Vor dem eigentlichen Braugang wird die strukturelle Integritdt der Malzkorner
mechanisch aufgebrochen, um das Endosperm — d.h. den starkehaltigen Mehlkérper der
Korner — freizulegen. Dieser Prozess wird als Schroten bezeichnet. Die geschroteten

Getreidekdrner werden dann im sogenannten Maischevorgang in vorgewarmtem Wasser bei
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einer Temperatur von etwa 45°C eingemaischt, d.h. suspendiert. Nun wird ein
150 bis 180-minttiges Temperaturprofil abgefahren. Die einzelnen Temperaturstufen, in der
brauspezifischen Fachsprache auch Rasten genannt, entsprechen dabei den
Temperaturoptima der Enzymklassen, welche in der Keimung gebildet wurden. Bei der
ersten Rast — der Proteinrast — bauen die Proteinasen bei einer Temperatur zwischen 45 °C
und 55 °C Getreideeiweif3 zu Aminosauren ab. Bei der zweiten Rast — der Maltoserast —
sorgen [B-Amylasen bei einer Temperatur zwischen 60 °C und 65°C durch ihre
Exoglucanaseaktivitat fir den Abbau der Starkemolekile zu Maltose. In der dritten und
letzten Rast — der Verzuckerungsrat — werden verbliebene Starkemoleklle durch die
a-Amylasen (Endoglucanaseaktivitat) zu Dextrin abgebaut. Dextrin besteht dabei aus
unverzweigter Amylose (a-1,4-glykosidisch verkniupft) sowie verzweigtem Amylopektin
(0-1,4- und a-1,6-glykosidisch verknlpft) unterschiedlicher Kettenldngen. Wahrend die
Aminoséauren und die Maltose der Hefe in der spateren Garung als Substrate dienen, kann
Dextrin nicht von der Hefe metabolisiert werden und tragt daher maf3geblich zum Geschmack
(Stichwort: Vollmundigkeit, Malzigkeit) und zum Kaloriengehalt des Bieres bei.

Sofern die Maische lod-Negativ (lod-Normal) ist, wird die heiRe Wuirze in den
Lauterbottich umgefillt. Auf den, im Lauterbottich enthaltenen, Siebbdden bildet sich ein
Filterkuchen aus, der maf3geblich von den Spelzen der Malzkorner, d.h. der mechanisch
aufgebrochenen Schale, gebildet wird. Im Lauterprozess wird zunéchst die sogenannte
Vorderwirze abgezogen, um anschlieRend in einem iterativen Prozess den restlichen Extrakt
(d.h. Zucker, Dextrin, Aminosduren, etc.) mittels vorgewarmten Wassers vom Treber
abzuwaschen. Der Rohstoff ,Biertreber” fiir das, in dieser Dissertation beschriebene,
Forschungsvorhaben kann nun aus dem Brauprozess entnommen werden. Hierbei lasst sich
gut erkennen, wie verschiedene Prozessschritte des Brauens ineinandergreifen und sich
gegenseitig beeinflussen: Im Mehlkdrper der Malzkérner befindet sich der grof3te Anteil der
Extraktbildner (Stéarke und Eiweil3), welche mdglichst vollstandig gelést werden sollen, um
Ausbeuteverluste zu minimieren. Daher ist einerseits eine feine Schrotung gewtnscht, um
die Oberflache des Mehlkorpers zu vergrofiern und damit die Loslichkeit zu erhéhen, aber
andererseits ist durch die PorengréRe des Lautersiebes — und vor allem die
Undurchlassigkeit des Filterkuchens bei sehr feinen Schroten — auch eine untere Grenze fir
die durchschnittliche Partikelgré3e gegeben.

Um ein fertiges Bier zu brauen, bendtigt es allerdings noch eine ganze Reihe weiterer
Schritte: Nach der Abtrennung der festen Bestandteile (Biertreber), werden die
verbliebenden flissigen Bestandteile (Wurze) fir ca. 100 Minuten zum Kochen gebracht und
klassischerweise zweimal mit Hopfen versetzt, was neben der Sterilisation der Wirze und
der Prazipitation von Uberschiissigem Protein durch die hydrophoben Hopfenpolyphenole

vor allem geschmacksgebende Aufgaben erfillt. Einerseits werden (maf3geblich durch die
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erste Hopfengabe) o-S&auren in Losung gebracht und zu den bitteren iso-a-S&uren
isomerisiert. Andererseits kommt es (vor allem durch die zweite Hopfengabe) zur Lésung
vieler aroma- und geruchsbestimmender Substanzen, welche bereits bei sehr geringen
Schwellwerten (ug-L* bis mg-L?) fur fruchtige, zitrusartige und krauterwiirzige Geruchs- und
Geschmacksstoffe sorgen. Nach dem Hopfenkochen wird der sogenannte Heil3trub,
bestehend aus festen Hopfenpartikeln und agglomeriertem Eiweil3, abgetrennt. Dies erfolgt
meist mittels des sogenannten Whirlpools, durch welchen die Feststoffpartikel am Boden des
konisch zulaufenden Behélters sedimentieren. Nach Abkuhlung auf Anstelltemperatur kann
die Rohwiirze, je nach Braurezept, durch obergarige Hefen (15 °C — 20 °C) oder untergarige
Hefen (4 °C — 9 °C) fermentiert werden. Nach einer Hauptgarzeit von ein bis zwei Wochen
sind alle vergarbaren Substanzen in Ethanol, CO> und Hefe-Zellbiomasse konvertiert
worden. Im Anschluss daran erfolgt eine Nachgarphase (Reifung), in welcher das Bier durch
zahlreiche biochemische und mikrobielle Vorgadnge seinen charakteristischen Geschmack
erhalt. Zum Schluss kann das Bier (ggfs. nach einem Filtrationsschritt) in Fasser oder
Flaschen abgefullt, mit technischer Kohlensaure versetzt und an den Kunden verteilt werden
[13-16].

\Vasserzugabe Hopfenzugabe

Malz-Silo Malschpfanne Lauterbottich Malztreber Wiirzepfanne Whiripool 1 ‘ W
Hefezugabe ‘ ‘ l
i

Wiirzekiihler

| Y=

1 "\\\Kon!rollleren Verschliefen Etikettieren
X

S
Gértank (berschusshefe Lagertank Flaschen relnigen

Abbildung 1: Der Brauprozess. Die Abbildung stellt einen Ausschnitt einer Abbildung des Deutschen Brauer
Bundes e.V. dar [17].

3.2. Eckdaten zu Biertreber

Biertreber (Abbildung 2) stellt ein, in groBen Massen anfallendes,
lignocellulosehaltiges Nebenprodukt eines industriellen Prozesses — des Brauprozesses —
dar [18, 19]. Da die weltweite jahrliche Bierproduktion 2019 bei 1.913 Mio. Hektolitern lag
[20], und pro Liter Bier etwa 0,2 kg Biertreber anfallen [21], ergaben sich daraus weltweit
etwa 38,26 Mio. Tonnen Biertreber. Von diesen rund 38 Mio. Tonnen entfielen ca. 8 Mio.

Tonnen auf die Europaische Union und ca. 1,8 Mio. Tonnen auf Deutschland [18]. Auch in
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den Vorjahren lag der weltweite Bierausstof? mit 1.905 Mio. Hektolitern im Jahr 2018 [22]
bzw. 1.952 (1.951) Mio. Hektolitern im Jahr 2017 (2016) [23] in einer &hnlichen
GroRenordnung, sodass von einer gleichbleibenden Verfligbarkeit von Biertreber
ausgegangen werden kann. Biertreber hat am Weltmarkt einen Preis von ca. 35 € pro Tonne,
womit es sich um einen niedrigpreisigen Rohstoff handelt [19]. Im Brauprozess stellt
Biertreber den mengenmafig groRRten, festen Nebenproduktstrom dar: Wahrend ca. 85% der
Brauereirlickstande auf Biertreber entfallen, ergeben sich fur Heil3trub (Hopfenbestandteile)
und Brauhefe in Summe 15% [13]. Dabei kann als Faustregel angenommen werden, dass
die Brauhefe in etwa 1,5% — 3,0% des produzierten Bieres ausmacht, wohingegen auf den
Heil3trub ca. 0,2% — 0,4% entfallen [24, 25]. Zusétzlich entstehen pro produziertem Liter Bier
etwa 2,5 — 6 Liter Abwasser [26].

Aufgrund des Lautervorgangs hat der Biertreber direkt nach dem Brauprozess einen
hohen Feuchtegehalt, welcher je nach Quelle mit Werten zwischen 70% — 85% angegeben
wird [21, 27-29]. In der Trockensubstanz des Trebers sind jedoch zahlreiche interessante
Inhaltsstoffe enthalten [18, 21]: So finden sich in der Trockenmasse, neben den festen
Bestandteile Cellulose, Hemicellulose, Protein, Lignin, Lipid und Asche, ebenfalls
anhaftende, l6sliche Komponenten, bei denen es sich vor allem um kurzkettige Zucker und
Dextrin (in geringerem Umfang auch um Aminosauren und Peptide) aus dem Brauprozess

handelt, welche durch das Lautern nicht vollstandig entfernt wurden [13, 19, 30].

Abbildung 2: Biertreber direkt nach dem Brauprozess, d.h. als Nasstreber.

3.2.1. Die Verwendung von Biertreber in der Landwirtschaft

Biertreber wird zu ca. 70% in der Viehmast eingesetzt [31], wobei der Uberwiegende
Anteil fur die Fltterung von Milchkiihen und Mastrindern aufgewendet wird [32, 33]. Die
Anwendung als Futtermittel wurde allerdings auch fur Tiere wie Fische [34, 35], Schweine
[36] und Huhner [37] untersucht. Die Nutzung als Futtermittel ist vornehmlich auf den hohen

Proteingehalt von bis zu 30% zurlickzufihren [38], welcher im Vergleich zur Rohfrucht —
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bedingt durch die Starkedegradation im Brauprozess — verdoppelt ist [27]. Allerdings kann
von wiederkdauendem Vieh auch 32% der Rohfaser (d.h. der Cellulose- und
Hemicellulosefraktion) bei Weizenbiertreber bzw. 52% bei reinem Gerstentreber verdaut
werden. Da es bei Biertreber, im Gegensatz zu Soja oder Raps, keines gesonderten Anbaus
bedarf, sondern Biertreber jahrlich sowieso in grol3en Mengen anfallt, stellt dieses
Nebenprodukt aus dem Brauprozess ein interessantes Kraftfutter fir viele Landwirte dar.
Aufgrund der hohen Nahrstoffverfigbarkeit hat Biertreber(-silage) zudem eine
metabolisierbare Energie von 10,8 — 11,1 MJ-kgrw™ und liegt damit nur leicht hinter anderen
Futtermitteln wie Soja- oder Rapsextraktionsschrot mit 11,8 — 13,7 MJ-kgrw [27]. Neben den
Okonomisch interessanten Aspekten der Biertreberfiitterung wird die Auswirkung auf die
Milch- und Fleischqualitat allerdings kontrovers diskutiert. Einerseits wurde fur &thiopische,
reinrassige Milchkihe gezeigt, dass Baumwollsamen komplett oder anteilig durch Biertreber
als Kraftfutter ersetzt werden kénnen, ohne dass es zu relevanten Ausbeuteverlusten von
Milch oder einer drastischen Nahrwertminderung in Bezug auf Milchfett, Milchprotein und den
Lactosegehalt kam [32]. Des Weiteren wurde fur friesische Milchkiihe eine Ertragssteigerung
um 15% beschrieben, sofern die Kihe mit Biertreber gefittert wurden, wobei sich der
Gesundheitszustand der Kihe (bezogen auf die Blutplasmawerte) nicht veranderte [33].
Allerdings wurde aber auch gezeigt, dass die Ausstattung an Fettsduren, Antioxidantien und
Vitaminen in Fleisch aus Grasfltterung, im Vergleich zu Fleisch aus getreidebasierter
Futterung, verbessert ist [39]. Bei Schweizer Milchvieh wurde zudem ermittelt, dass der
Verzicht auf Kraftfutter (wie z.B. Getreide) zugunsten der Grasflitterung zwar eine
Reduzierung der Milchausbeute, aber andererseits auch hohere Milchfett- und
Milchproteinanteile und damit eine Qualitatssteigerung, mit sich bringt [40].

Der Feuchtegehalt von Treber (70% — 85%) wird im Vergleich zu Soja- oder
Rapsextraktionsschrot (11%) deutlich héher angegeben, was die Landwirte vor zahlreiche
Probleme stellt [21, 27-29]: Aufgrund des hohen Wasser- und Nahrstoffgehaltes ist
Biertreber leicht verderblich, was sich in einer Besiedelung durch Organismen wie
Clostridium butyricum [28], diverse Schimmelpilze wie Aspergillus, Fusarium, Mucor,
Penicilium, Rhizopus [13] und Hefen [27] zeigt. Aufgrund der hohen Temperaturen beim
Maischen (Kapitel 3.1) und der Einfullung im heiRen Zustand in sog. Trebersilos, gilt Treber
als praktisch keimfrei, wenn er die Brauerei verlasst und hat deshalb Lebensmittelqualitat
[27]. Allerdings totet der Maischevorgang thermophile, aerobe Bakterien-Sporen nicht ab,
wodurch mikrobielle Kontaminationen innerhalb von wenigen Stunden auftreten kénnen [41].
Spatestens nach 1,5-3 Tagen ist die schnelle Verderblichkeit durch die genannten
Mikroorganismen aber sensorisch nachweisbar, was sich in einem intensiven Schimmel-
bzw. Ammoniakgeruch zeigt [27]. Problematisch ist zudem, dass die genannten Organismen

eine Vielzahl an Mycotoxinen produzieren kdénnen, wie dies z.B. flr Fusarium culmorum
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gezeigt wurde [42]. Zum Schutz vor Kontaminationen wird Biertreber deshalb haufig in
silierter Form gelagert [43]. Allerdings werden von der bayrischen Landesregierung selbst flr
silierten Biertreber 12% der Proben als ,qualitdtsgemindert® und nochmals 12% als
,verdorben® deklariert, was in erster Linie auf das Siliermanagment zurtckgefihrt wird [27].
Dies ist insofern beachtlich, da die Grenzwerte flur Schimmelpilze bezlglich
gualitatsgeminderter Biertreber (3:10* KBE"Qrrebert), verdorbener Biertreber
(2:10° KBE-grreber!) und eines separaten Grenzwertes fir Hefen (1-108 KBE-Qrreer?)
beispielsweise im Vergleich zu den Grenzwerten fur Trinkwasser (102 KBE-mL?) deutlich
hoher ausfallen [27, 44].

Zudem ergeben sich bei der Distribution des Trebers an die Landwirte einige
Probleme: Wahrend die Bereitstellung von Biertreber fur die Viehmast durch grofde
Brauereien aufgrund der Vielzahl an Braugéngen pro Tag reibungslos funktioniert, kommt
diese Art der Verwendung bei kleineren Brauereien an ihre Grenzen, da haufig nur zwei bis
vier Braugange pro Woche durchgefiihrt werden. Die unregelméfige Bereitstellung von
Biertreber stellt fur den Landwirt ein untberwindbares Problem dar, sodass kleine Brauereien
haufig nicht als Lieferant fiir Viehmastbetriebe dienen kénnen [45]. Auch wenn diese Analyse
bereits 20 Jahre in der Vergangenheit liegt, ist die Relevanz aufgrund der Craft-Bier-
Revolution, welche zu einem exponentiellen Anstieg von kleinen und mittelstandischen
Brauereien in vielen westlichen Industrienationen seit 2010 gefuhrt hat, nach wie vor relevant
[46, 47]. Aufgrund des dezentralen Anfalles und der genannten Problematik mit kleineren
Brauereien, ist das Angebot an Biertreber zum Teil gro3er als die Nachfrage [18], sodass ca.
20% des Biertrebers auf der Mulldeponie entsorgt werden [31, 48].

Neben dem Einsatz als Futtermittel kann Biertreber auch direkt oder indirekt als
Dungemittel eingesetzt werden. Allerdings wurde gezeigt, dass sich Biertreber aufgrund des
hohen Feuchtegehaltes, des pH-Wertes und eines unvorteilhaften C/N-Verhaltnis nicht
sonderlich gut fur die direkte Kompostierung eignet [29]. Andererseits wurde zum Beispiel
die Herstellung von Kompost durch den, im Erdreich lebenden, Wurm Eisenia fetida
beschrieben, welcher Biertreber in einem 5-monatigen Prozess in stickstoffreichen Diinger
verwandeln konnte [49]. AuRerdem wurde gezeigt, dass die Einbringung von Biokohle (aus
pyrolysiertem Biertreber) in den Boden das Wachstum verschiedener Hopfenpflanzen
(Hallertauer, Perle, Spalter) signifikant verbessern kann [50]. Darlber hinaus konnte
aufgezeigt werden, dass der Zusatz von Treber die Kultivierung des Pilzes
Beauveria bassiana verbessern kann, welcher als biologisches Insektizid in der
Landwirtschaft eingesetzt werden kann [51].

3.2.2. Anwendung von Biertreber fir die menschliche Ernahrung
Aufgrund der zahlreichen Hiirden bei der Nutzung von Biertreber als tierisches

Futtermittel, werden vermehrt auch andere Anwendungsfelder untersucht. Dabei wird
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Biertreber aufgrund eines hohen Faseranteils und antioxidativer Eigenschaften auch fur die
menschliche Ernahrung vorgeschlagen. So kénnen wasserldsliche Arabinoxylane des
Trebers durch die Mikroflora im Darm (z.B. Bifidobacterien und Lactobacillen) zu
kurzkettigen Fettsauren (SCFA) umgesetzt werden, denen pathogen-hemmende,
cholesterin-senkende und antitumorale Eigenschaften zugeschrieben werden [19]. Des
Weiteren wird B-Glucan bei einer faserreichen Erndhrung mit einer Resistenz gegenuber
Bluthochdruck, Diabetes und Ubergewicht verbunden [52]. Phenolische Substanzen, welche
in Biertreber u.a. in der Form von Hydroxyzimtsauren (z.B. p-Coumarsaure, Ferulasaure,
Kaffeeséure oder Sinapinsaure) vorkommen und der Ligninfraktion entstammen, werden mit
dem Zell- bzw. DNA-Schutz vor Reactive Oxygen Species (ROS) und daher
antikarzinogenen Eigenschaften in Verbindung gebracht [19, 53, 54]. Aufgrund dieser
positiven Attribute wird die potenzielle Anwendbarkeit in zahlreichen Produkten, wie z.B. in
(Sauerteig-)Brot, Geback, Pasta oder Tortillas genannt [13, 55, 56]. Aufgrund von
geschmacksgebenden Einflissen und der dunklen Farbe von Treber sind der Nutzung
allerdings in Bezug auf den zugesetzten Anteil am Produkt und der Art des Produktes
(Anwendung nur in Vollkornprodukten méglich) gewisse Grenzen gesetzt [13]. Zudem muss
der Treber zumeist in der Form von Mehl eingesetzt werden, was wiederum eine
energieintensive Trocknung und Vermahlung voraussetzt.

Ferner kann Biertreber nicht nur in seiner Gesamtheit fiir die menschliche Ernahrung
eingesetzt werden — es besteht auch die Moglichkeit diverse Fraktionen aus dem Treber zu
isolieren. So kann eine feste Proteinfraktion durch hydromechanische Vermahlung in einer
Kolloidmiihle gewonnen werden, welche z.B. Ol-Wasser Emulsionen stabilisieren kann [57].
Andererseits wurde gezeigt, dass die Proteinfraktion des Trebers durch enzymatischen
Abbau gewonnen werden kann (und ggfs. in Lebensmitteln Anwendung finden kdnnte),
wohingegen sich der Nahrwert des Treberrlickstandes dieser Behandlung fur Wiederkauer
nur geringfligig anderte [58]. Auch die gesundheitsférdernden Polyphenole kénnen aus dem
Treber mittels ethanolischer oder acetonbasierter Extraktion gewonnen werden, waobei sich
hierfir Biertreber mit hellen Malzschittungen als vorteilhaft im Vergleich zu Trebern aus stark
gerosteten Malzschittungen herausgestellt haben [59]. Aufgrund der zahlreichen
gesundheitsférdernden Eigenschaften wird daher die Anwendung von Biertreber oder
Biertreberfraktionen als Zusatz in sog. ,functional food* diskutiert [60].

3.2.3. Anwendung von Biertreber zur Energiegewinnung

Des Weiteren kann Biertreber zur Energieproduktion genutzt werden: Dabei kann
Biertreber, nach Trocknung auf einen Wassergehalt von maximal 55-60 Gew.-%, verbrannt
werden [18, 61]. So wird z.B. die Verbrennung von Mischungen aus Biertreber und
Illinois No. 6 Kohle als Mdéglichkeit genannt, um den Anteil erneuerbarer Kraftstoffe am

Gesamtmarkt zu erhéhen, ohne dass dafir grol3e Investitionen getéatigt werden miissen [62].
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Darlber hinaus wird auch die Verbrennung von reinem Biertreber zur Energiegewinnung und
Nutzung der produzierten Energie direkt in der Brauerei diskutiert, wobei der Heizwert von
Biertreber mit etwa 63% des Heizwertes von Kohle angegeben wird [63]. Biertreber kann
auch mittels Mikroorganismen in Biogasanalagen zu gasférmigen Energietragern wie Methan
umgesetzt werden [64-66], wobei es sich hierbei um eine tatsdchlich praktizierte
Anwendungsform handelt, welche fur ca. 10% der Biertreberverwertung verantwortlich ist
[31]. Des Weiteren kann Biertreber zu fliissigen Kraftstoffen wie Ethanol [67] oder Butanol
[68] umgesetzt werden. AuRRerdem kann Biertreber durch Pyrolyse bei Temperaturen
zwischen 350 °C — 450 °C in die Energietrager Kohle (29%), Bio-Ol (51%) und Gas (19%)
Uberfuhrt werden [48]. Allerdings wurde auch berichtet, dass bei der Verbrennung von
Protein-extrahiertem Biertreber die gesetzlichen Grenzwerte fir die NOy-Emission von
500 mg-m= und Feinstaub von 50 mg-m nicht immer eingehalten werden konnten [61].
3.2.4. Sonstige Anwendungsmadglichkeiten von Biertreber

Neben den Hauptanwendungsfeldern fur Biertreber in der Viehmast (70%) und der
Biogasproduktion (10%), gibt es unzéahlige weitere Vorschlage, wie der ungenutzte Biertreber
(20%) einem Wertschopfungsprozess zugefihrt werden kénnte oder wie die bestehenden
Anwendungsfelder nachhaltiger bzw. 6konomisch sinnvoller gestaltet werden koénnten.
Zahlreiche dieser Vorschlage im Bereich der menschlichen Erndhrung sowie auf dem Feld
der Dungemittel- und Energieproduktion wurden bereits angesprochen — daneben sollen
aber auch ausgewahlte weitere Anwendungsfelder kurz genannt werden: So konnte gezeigt
werden, dass Biertreber in Kohlenstoff-Mikro-Tubes oder in Hydrokohle [69] konvertiert
werden kann. Die Produkte besitzen jeweils eine sehr hohe Oberflache und kénnten daher
potenziell als Adsorbens in zahlreichen industriellen Prozessen genutzt werden [70].
AuRerdem wurde, durch Schneckenpressen thermo-mechanisch vorbehandelter, Biertreber
als Fllmaterial fiir polymere Verbundstoffe vorgeschlagen [71]. Uberdies wurde die
Anwendung von Biokohle aus der Biertreberpyrolyse als Elektrodenmaterial untersucht.
Dabei wurde der Biertreber-Grafit mittels der sogenannten Drop-Casting-Technik mit
Glutaraldehyd quervernetzt, wodurch sogar verbesserte Eigenschaften im Vergleich zu
kommerziellem Grafit erzielt werden konnten [72]. Des Weiteren wird die Anwendung in
Holzspanplatten diskutiert, wobei sich durch die Zumischung von Biertreber verschlechterte
mechanische Eigenschaften des Materials ergaben [73].
3.2.5. Biertreber als Substrat fir Mikroorganismen

In dieser Arbeit soll es allerdings schwerpunktmaflig um Biertreber als Substrat fiir
die mikrobielle Produktion von Plattformchemikalien gehen. Diese Nutzungsmadglichkeit wird
in der Literatur seit geraumer Zeit diskutiert, wurde aber bisher nicht im industriellen Maf3stab

umgesetzt.
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Sofern Biertreber als Rohstoff zur Chemikalien-Produktion genutzt werden soll,
werden klassischerweise zwei- oder dreistufige Prozesse beschrieben, welchen gemein ist,
dass die strukturelle Integritat der lignocellulosehaltigen Biomasse aufgebrochen werden
soll, um die Zuganglichkeit fur eine folgende Hydrolyse durch technische Enzyme zu
erhdhen. Die gangigsten Vorbehandlungsmethoden fir Biertreber umfassen dabei u.a. die
Behandlungen mit verdinnter Schwefelsaure [74, 75], verdiinnter Phosphorsaure [76], Alkali-
Behandlungen [77-79], Liquid-Hot-Water (LHW) Aufschlisse [80-83], Organosolv (OS)
Aufschliisse [84, 85] sowie Mikrowellen-unterstiitze Aufschllsse [86, 87], welche allesamt
zumeist bei hohen Temperaturen zwischen 110 °C und 155 °C durchgefiihrt werden. Die
anschlielende, enzymatische Hydrolyse wird mit technischen Cellulase- bzw.
Hemicellulasemixturen durchgefihrt, wodurch eine zuckerhaltige Losung gewonnen wird,
welche durch Mikroorganismen zu den gewiinschten Produkten umgesetzt werden kann.
Zum Teil werden auch Co-Fermentationen beschrieben, in welchen zunachst ein
lignocellulose-hydrolysierender Stamm verwendet wird, um in einem zweiten Schritt die
entstandenen Zucker durch einen heterotrophen Produkt-produzierenden Stamm zu
verwerten [88]. Viele Studien weisen diesen Technologien positive Eigenschaften in Bezug
auf akute globale Probleme, wie. z.B. die Treibhausgasemission oder die Erderwéarmung, zu
(Kapitel 1). Allerdings gibt es auch Studien, welche dies weitaus kritischer beurteilen und z.B.
postulieren, dass der Bedarf fossiler Energietrager bei der Nutzung von Mais, Gras, Holz,
Sojabohnen oder Sonnenblumen zur Produktion von Bio-Ethanol oder Bio-Diesel um 27% —
118% hoher ausféllt als die Energie, welche in den hergestellten Produkten vorhanden ist
[89].

In Tabelle 1 sind die (aktuellen) Entwicklungen in Bezug auf diese klassischen
(stofflichen)  Verwertungsmdglichkeiten  fir  Biertreber  zur  Produktion  von
Plattformchemikalien inclusive Prozessaufbau, maximalen Produkttitern und Ausbeuten
sowie Publikationsjahr aufgezeigt. Dabei wird ein Fokus auf die, auch in dieser Arbeit
produzierten, Produkte Milchsaure und Ethanol gelegt. Strategien zur Produktion von
Essigsaure aus Biertreber, welche in dieser Arbeit ebenfalls verfolgt wurden, sind bisher
allerdings nicht beschrieben worden. So konnten nach hydrothermaler Vorbehandlung in
einer simultanen Verzuckerung und Fermentation Ethanol-Konzentrationen von
42,27 geon-L? erzielt werden [67]. Fur eine Fed-Batch-Fermentation von Phosphorséaure-
und enzymatisch vorbehandeltem Biertreber wurden sogar Milchsdurekonzentrationen von
bis zu 70,17 giac'L™ berichtet [90]. Allerdings ist der Vergleich der Prozesse nicht immer
trivial, da zur Beurteilung der Prozesseffektivitdt in der Literatur zahlreiche Grof3en
herangezogen werden: Die gegebenen Ausbeuten beziehen sich zum Teil auf die
eingesetzte Menge an Treber und zum Teil auf die verfigbare Menge an Kohlenhydraten im

Treber, wobei sich die Berechnung hierbei teils auf den Gesamt-Kohlenhydratanteil im
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Rohstoff und teils auf die (enzymatisch) hydrolysierten Zucker bezieht. Da bei ethanolischer
Garung durch Hefen, aufgrund der obligatorischen CO»-Produktion wahrend der
Fermentation, eine maximale theoretische Ausbeute von 0,51 geionQzucker - €rzielt werden
kann, wird die Ausbeute in manchen Literaturstellen zudem als Prozentsatz dieser
theoretischen Maximalausbeute angegeben.

Daneben wird Biertreber fur die Produktion von zahlreichen weiteren Stoffen
vorgeschlagen, von welchen hier einige genannt werden sollen: So wurde beispielsweise die
Produktion von Butanol in einer ABE-Fermentation mit C. beijenrinckii nach vorherigem
Mikrowellen-Aufschluss des Biertrebers beschrieben [91]. Nach einem OS-Aufschluss,
gefolgt von einer enzymatischen Verzuckerung, konnte zudem die Produktion von
Itakonsaure mittels des Organismus U. maydis MB215Acyp3APriai::Peetr  bewerkstelligt
werden [85]. AuRerdem konnte mit dem Organismus C. guilliermondii aus xylosehaltigen
Treberhydrolysaten Xylitol in hohen Konzentrationen (62,3 g-L™*) gewonnen werden [92]. Des
Weiteren finden sich techno-6konomische Analysen zum Zwecke der Xylitol-, Ethanol-
und/oder Polyhydroxybutyrat-Produktion aus Biertreber [93].

Dabei wurde das Potenzial von Biertreber, abseits der mehrstufigen Prozesse (incl.
Aufschluss, enzymatischer Verzuckerung und Fermentation) auch zur Nutzung in einstufigen
mikrobiellen Prozessen beschrieben, wobei sich die Anwendung zumeist auf das
Lebensmittelsegment und/oder die Enzymproduktion fokussiert.

Tabelle 1: (Teil 1) Zusammenfassung der aktuellen Prozesse zur stoffichen Nutzung von Biertreber in
klassischen zwei- oder dreistufigen Verfahren bezuglich maximaler Produktkonzentration Pmax, Produkt/Substrat-
Ausbeute Ypis (bezogen auf hydrolysierte, |6sliche Zucker oder eigesetzten Treber) sowie Publikationsjahr;
Prozentsatz von maximal maglicher theoretischer Ausbeute; 2bezogen auf verbrauchten Treber [11].

Yp/s / YP/S /
gProd'gZucker_1 gProd'gTreber-1
a) Vorbehandlung mit Milchsaure / 0,99 - 2007 [74]
Schwefelséure bei 120 °C 35,54 grac'L?

b) Enzymatische

Verzuckerung

¢) Fermentation mit

L. delbrueckii in

supplementiertem Hydrolysat

a) Vorbehandlung mit Ethanol / 0,28 - 2015 [94]
Schwefelsdure und NaOH 12,79 geon-Lt

bei 120 °C

b) Enzymatische

Verzuckerung

¢) Fermentation mit

S. cerevisae

Verzuckerung mit Ethanol / - 0,09 2016 [88]
filamentdsen Pilzen, z.B. 37 geton-L?

A. oryzae, und parallele

Fermentation mit Hefen, z.B.

S. cerevisiae

Prozess-Schema Pmax / gproda-L™ Jahr  Quelle
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Tabelle 1: (Teil 2) Zusammenfassung der aktuellen Prozesse zur stoffichen Nutzung von Biertreber in
klassischen zwei- oder dreistufigen Verfahren bezuglich maximaler Produktkonzentration Pmax, Produkt/Substrat-
Ausbeute Ypis (bezogen auf hydrolysierte, losliche Zucker oder eigesetzten Treber) sowie Publikationsjahr;
1Prozentsatz von maximal moglicher theoretischer Ausbeute; 2bezogen auf verbrauchten Treber.

a) Vorbehandlung mit Milchséaure / 0,81 - 2017 [90]
Phosphorsaure 39,38 grac'L?

b) Enzymatische

Verzuckerung

¢) Fermentation mit
L. rhamnosus in
supplementiertem Hydrolysat

a) Vorbehandlung: Ethanol / 0,94¢ 0,17 2018 [67]
Autohydrolyse bei mind. 42,27 getonL?
150 °C

b) Enzymatische
Verzuckerung und parallele
Fermentation mit S. cerevisae

(SSF)

a) Vorbehandlung mit Ethanol / 0,4 0,18 2018 [76]
Phosphorséaure bei 155 °C 16 geton-L?

b) Enzymatische

Verzuckerung

¢) Fermentation mit E. coli

a) Vorbehandlung einer Milchséaure / 0,93 - 2018 [24]
Mischung aus Biertreber und 28,43 grac'L? (Batch)

Malzkeimlingen (Batch)

mit Phosphorséaure

b) Enzymatische 70,17 grac'L? 0,95

Verzuckerung (Fed-Batch) (Fed-

¢) Fermentation mit Batch)

L. rhamnosus unter Zusatz
von Brauhefe-Extrakt

a) Vorbehandlung mit Ethanol / 0,71 0,23 2019 [95]
Schwefelséure bei mind. 27 Qeton-L?

110 °C

b) Fermentation mit S. stipidis

und E. coli

a) Vorbehandlung mit Ethanol / 0,71 0,23 2019 [95]
Schwefelséure bei mind. 27 geton-L?

110 °C

b) Fermentation mit S. stipidis

und E. coli

Fermentation von Gemischt- - 0,41 2021 Diese
abgepresstem Biertreber mit sauregarung / Arbeit
C. uda 8,96 g-L! [11]
Fermentation von Gemischt- - 0,15 2021 Diese
abgepresstem Biertreber mit sauregarung / Arbeit
C. uda 36,03 g-L? [11]

So wurde zum Beispiel gezeigt, dass der Nahrstoffgehalt des Biertrebers bzgl. Aminoséuren,
Vitaminen und Antioxidantien durch Fermentationen mit Rhizopus oligosporus oder

Bacillus subtilis WX-17  verbessert werden kann, was eine Anwendung im
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Lebensmittelsegment nahelegt [96, 97]. Uberdies konnte der Zusatz von Treber zu
fermentiertem Brot, welches ebenfalls mit dem Ziel der Verbesserung der
Nahrstoffausstattung in einer Feststofffermentation prozessiert wurde, eine Verbesserung
der Brot-Textur erzielen [98]. AuRerdem wurde die Nutzung von Biertreber zur Produktion
von Cellulasen, Lipasen und Laccasen mit Organismen wie Yarrowia lipolytica,
Aspergillus fumigatus oder Trametes versicolor ATCC 20869 beschrieben [99, 100]. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich Saccharose-supplementierter Biertreber als
Substrat fir die Kultivierung von L. pseudomesenteroides DSM 20193 and W. confusa A16
zum Zwecke der Produktion von Dextran eignet, welches als Lebensmittelzusatzstoff genutzt
werden kann [101]. Erstmalig wurde zudem die Produktion von organischen Sauren und
Ethanol in einem einstufigen Prozess mit dem Organismus C. uda beschrieben (diese Arbeit)
[11].

Bei fast allen genannten (mehrstufigen) Prozessen wird keine Unterscheidung
zwischen festen und ldslichen, anhaftenden Biertreberbestandteilen getroffen. Die feste
Fraktion (Cellulose, Hemicellulose, Lignin, etc.) wird also nicht separat betrachtet, sondern —
wie aus dem Brauprozess kommend — inclusive aller anhaftenden Molekile (Zucker, Dextrin,
etc.) verwertet. Um die klassischen, mehrstufigen Verfahren anwenden zu kdnnen, ist es
mitunter aber ratsam, die I6slichen Treberbestandteile abzutrennen. Dies kann entweder
durch Pressen (vorliegende Arbeit), Waschen [74, 76], Membrantrenntechnik [102] oder
durch Autoklaven-unterstitze Vorbehandlungen bei 100 °C erfolgen, da sich die Ldslichkeit
der anhaftenden Molekile mit steigender Temperatur ebenfalls erhéht [83, 103]. Des
Weiteren kommt in neueren Brauereien auch der sogenannte Presstreber vor, bei welchem
der Treber im Sudhaus zum Zwecke der Ausbeutesteigerung von einem Wassergehalt von
ca. 80% auf 72% abgepresst wird [27]. In den meisten Publikationen wird fiir diese l6slichen,
anhaftenden Treberbestandteile keine Nutzungsmdglichkeit aufgezeigt. Zudem wird dieser
Stoffstrom auf sehr unterschiedliche Art und Weise bezeichnet, wobei die Bezeichnung
zumeist einen Bezug zur Gewinnungsmethode der flissigen Fraktion nimmt. In allen
beschriebenen Fallen handelt es sich aber um die (Malz-)Zucker und Dextrin-haltige fliissige
Bier(treber-)fraktion, sodass in dieser Arbeit — wieder in Bezug zur Herstellungsmethode —
der Begriff Treberpresssaft verwendet wird.

Einige, zumeist altere Studien, beschreiben den Treberpresssaft und zeigen zum Tell
auch potenzielle Nutzungsmaglichkeiten auf, welche in Tabelle 2 zusammengefasst sind:
1975 wurde erstmals das Wachstum von A. niger und die Zitronensaureproduktion
ausgehend von Brewery Spent Grain Ligquor beschrieben [104]. Im gleichen Jahr wurde
zudem die Produktion von Einzellerprotein mit Pilzen wie Calvatia gigantea und
Candida steatolytica beschrieben, wobei durch das Wachstum mit Grain Press Liquor und

anderen flussigen Brauereiabfallen eine Reduzierung des biochemischen Sauerstoffbedarfs
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(BSB) im Kulturmedium erfolgte [105, 106]. Folglich wurden durch die Kultivierung eher

abwasserreinigende als wertstoffproduzierende Ziele verfolgt.

Tabelle 2: Zusammenfassung der Prozesse zur stofflichen Nutzung von Treberpresssaft beziiglich maximaler
Produktkonzentration Pmax, Produkt/Substrat-Ausbeute Yr;s und Publikationsjahr.

Prozess-Schema Pmax / 9proa'LY  Ypis/ gprod*Qzuckers  Jahr  Quelle
Wachstum von C. gigantea und Zellbiomasse / 0,66 1975  [106]

C. steatolytica auf (supplementiertem) 15,19 getm-L?

Treberpresssaft

Fermentation von A. niger auf Zitronensaure / 0,82 1986  [107]

Treberpresssaft mit Zn2* 21,08 gcirL?

Supplementation

Fermentation von A. pullulans auf Pullulan / 0,48 1999  [108]

(supplementiertem) Treberpresssaft 11,0 gpurL?

Fermentation von R. glutinis in Carotenoide / - 2013  [109]

Glucose-supplementiertem 1,2 mg-L?

Treberpresssaft Lipide / 0 mg-L*

Fermentation von Milchséaure / 0,89 2020 Diese
L. delbrueckii subsp. lactis in 79,06 Qrac'L? Arbeit
supplementiertem Treberpresssaft [30]

Im Jahr 1976 wurde ein Extrakt aus Biertreber zudem als Antischaumzusatz fiir Bioreaktoren
vorgeschlagen [110]. Ein Jahrzehnt spater wurde Spent Grain Liquor erneut als Nahrmedium
zur Produktion von Zitronensdure [107, 111] und im Jahr 1999 zur Pullulan-Produktion
vorgeschlagen [108]. Aktuell wurden wachstumsfordernde Effekte von Brewery effluents auf
das Wachstum von Bacillus Stammen [112] und die mikrobielle Lipid- sowie
Carotenoidproduktion (zur Verwendung als Biodiesel bzw. Pigment) aus Brauerei-
Prozesswasser mittels Rhodotorula glutinis untersucht [109]. Des Weiteren wurden in
jungerer Vergangenheit potenzielle Anwendungsfelder fiir die stoffliche Nutzung von
Treberwasser in Lebens- oder Nahrungserganzungsmitteln beschrieben [102]. Zudem wurde
die Milchsaureproduktion ausgehend von Treberpresssaft mit hohen finalen Titern und guten
Ausbeuten in einer simultanen Verzuckerung und Fermentation demonstriert (diese Arbeit)
[30].

Auch fir andere biologische Abfallstoffe wurde festgestellt, dass der Fokus der
aktuellen Forschung zumeist nur feste Substrate fur die Weiterverarbeitung in Betracht zieht,
wahrend flussige Abfallprodukte haufig herkbmmlich entsorgt werden. So wurde
beispielsweise beschrieben, dass Nutztierexkremente sowohl eine flissige als auch eine
feste Fraktion beinhalten. Wahrend fir die feste Fraktion zahlreiche Anwendungsfelder, z.B.
zur Methan, Bio6l- oder Biokohle-Gewinnung diskutiert werden, wird die fliissige Fraktion
zumeist in der direkten Umgebung entsorgt, was zahlreiche Umweltprobleme zur Folge
haben kann [113].
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3.2.6. Industrielle Nutzung von Biertreber in Bioraffinerie-Konzepten

Ein Bioraffinerie-Konzept beschreibt die Anwendung von interdisziplindren
Technologien zur Nutzung eines Reststoffes als Substrat, die Fraktionierung in verschiedene
Stoffstrome in Analogie zur Erddlraffinerie und schlielich die Herstellung von Produkten des
taglichen Bedarfs aus diesen Fraktionen [114, 115]. Diese Strategien untergliedern sich nach
zahlreichen Gesichtspunkten, wobei zumeist eine Klassifizierung anhand des verwendeten
Substrates getroffen wird. So wird beispielsweise folgende Unterteilung vorgeschlagen: (a)
Die Ganzpflanzenbioraffinerie, in welcher z.B. Getreide oder Mais genutzt wird, (b) die Griine
Bioraffinerie, in welcher feuchte Griinpflanzen, wie z.B. Wiesenschnitt verwertet werden und
(c) die Lignocellulose-Bioraffinerie, in welcher natirlich-getrocknete Pflanzenabfélle genutzt
werden [115]. Ausgehend von dieser Klassifizierung wirde es sich bei der Biertreber-
Bioraffinerie um eine Mischform der drei genannten Bioraffinerie-Typen handeln, da zwar (bis
auf das Endosperm) das komplette Getreidekorn verwendet wird und es sich bei Malz um
ein (industriell) getrocknetes Substrat handelt, aber andererseits der Feuchtegehalt durch
den Maische- und Lauterprozess wieder deutlich erhéht wurde. Daneben gibt es aber auch
noch zahlreiche weitere Bioraffineriekonzepte, welche z.B. die Nutzung von CO-, H>- und
CO;- reichem Synthesegas mittels chemolitoautotropher Mikroorganismen (Synthesegas-
Bioraffinerie) [116] oder die Nutzung von stadtischem Abfall als Substrat vorschlagen (Abfall-
Bioraffinerie) [117, 118]. Des Weiteren finden sich Konzepte, bei welchen die verwendeten
Mikroorganismen bzw. das erzielte Produkt namensgebend sind, was z.B. auf die Algen-
Bioraffinerie [119, 120] oder die Biogas-Bioraffinerie [121, 122] zutrifft.

Neben den zahlreichen wissenschaftlichen Publikationen zur Verwertung von
Biertreber (Kapitel 3.2.1 —3.2.5), sind die tatsachlichen industriellen Anwendungen (im
Rahmen einer Biertreber-Bioraffinerie) allerdings rar gesat. In Osterreich hat die Brauerei
GoOss aus Loeben im Jahr 2015 eine Biogasanlage fir Biertreber errichtet, welche die
formalen Kriterien fur die ganzheitliche Nutzung im Rahmen einer Bioraffinerie erfillt. Mit
dieser Anlage konnen rund 16.500 Tonnen an Brauereiriickstdanden, welche in dieser
Brauerei jahrlich anfallen, verwertet werden. Dabei wird entstehendes Hei3wasser sowohl in
der Brauerei als auch in der Biogasanlage zu Heizzwecken genutzt und produziertes Biogas
entweder direkt zur Befeuerung der Sudkessel (anstelle von Erdgas) oder zur Produktion von
Okostrom verwendet, welcher ins Stromnetz eingespeist werden kann. Alle Garreste der

Anaerobic Digestion (AD) werden im Anschluss als Dunger verwendet [123].

3.2.7. Industrielles Upcycling von Biertreber

Daruber hinaus sind einige (zumeist junge) Unternehmen aus dem Alpenraum,
Deutschland oder den USA bekannt, welche Biertreber in verschiedenster Weise nutzbar
machen — allerdings kein klassisches Bioraffinerie-Konzept verfolgen, sondern eher die

Anwendung im sogenannten ,functional food“ vorantreiben. So hatte beispielsweise die
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Schweizer Fohrenbier Manufaktur zeitweise ein Musli auf Treberbasis im Angebot; die
Produktion wurde aber aufgrund des grof3en Produktionsaufwandes wieder eingestellt [124].
Auch die Schweizer Brauerei Locher AG aus Appenzell hat Produkte auf Treberbasis im
Angebot, u.A. werden Chips und Pizza verschiedener Geschmacksrichtungen vertrieben
[125]. Die US-amerikanischen Firmen Regrained und Rise produzieren hingegen Mehl aus
Biertreber, welches im Falle von Regrained noch zu diversen gesalzenen Snacks
weiterverarbeitet wird [126, 127]. Eine ahnliche Idee verfolgt das Darmstadter Unternehmen
[RE]BERT, welches sowohl Treberbrot als auch diverse Energieriegel auf Treberbasis
vertreibt [128]. Die Griunder der Firma Eco Sixpack-Ring entwickelten zudem eine
umweltfreundliche Verpackung aus Biertreber, welche u.a. flr Pakete aus vier bzw. sechs
Bierdosen genutzt werden kann [129].
3.3.  Verwendete Mikroorganismen und produzierte Plattformchemikalien

Um die stoffliche Nutzung des Trebers zu untersuchen, werden in dieser Arbeit
verschiedene Fermentationsstrategien fur die loslichen und festen Treberbestandteile
untersucht. In Bioraffineriekonzepten werden haufig Ethanol und Milchsaure als Zielprodukte
genannt, da somit sowohl der Treibstoffbedarf (Bioethanol und Biodiesel) als auch der
Plastikbedarf (Polymilchsaure) adressiert werden kann [8]. Daher soll auf den Stoffwechsel
und die produzierten Produkte der verwendeten Organismen
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis (Nutzung des Treberpresssaftes zZur
Milchsaureproduktion) und Cellulomonas uda (Nutzung des festen Treberrlickstandes, u.A.

zur Ethanolproduktion) naher eingegangen werden.

3.3.1. Der Stoffwechsel von Lactobacillen

Bei Milchsaurebakterien handelt es sich um Gram-positive, nicht-sporulierende, nicht-
bewegliche, fakultativ anaerobe Kokken oder Stabchen [130]. Sie werden in insgesamt sechs
Familien eingeteilt, welchen allesamt gemein ist, dass sie Milchsdure als priméres
Stoffwechselendprodukt besitzen. In flnf der sechs aufgeflihrten Familien finden sich zudem
Vertreter, welche seit alters her zur Verarbeitung von Lebensmitteln eingesetzt werden, z.B.
zur Produktion von Sauermilchprodukten, Sauerteig oder Sauerkraut [12, 131]. Wahrend die
meisten Milchsaurebakterien wenige Mikrometer lang werden, bildet
L. delbrueckii subsp. lactis hingegen deutlich langere Stadbchen aus (Abbildung 3) [132].

Es gibt sowohl hetero- als auch homofermentative Milchsdurebakterien, wobei
L. delbrueckii subsp. lactis zu den homofermentativen Vertretern gezahlt wird [133].
Wahrend bei heterofermentativen Milchsdurebakterien Nebenprodukte wie Essigsaure oder
Ethanol gebildet werden, wird bei den homofermentativen Bakterien nur Milchsaure als
finales Stoffwechselendprodukt in das Medium sekretiert [130, 131, 134].
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Abbildung 3: Lichtmikroskopische Aufnahme von L. delbrueckii subsp. lactis in MRS-Medium; aufgenommen mit
einem Wasserimmersionsobjektiv (40 x 0,65 «/0,17 WD 0,56) bei 40-facher VergrofRerung und unter
Verwendung von Phasenkontrast Phl.

Beim Wachstum mit Glucose wird dabei ein Mol Glucose durch die Enzyme Aldolase
und Lactatdehydrogenase in 2 Mol Milchsdure umgesetzt, wobei ein dquimolares Verhaltnis
von ATP gebildet wird (Abbildung 4). Da L. delbrueckii subsp. lactis keine grof3en Mengen
kohlenstoffhaltiger Nebenprodukte produziert, was wiederum hohe Milchsaureausbeuten
erlaubt [135], und gute kinetische Parameter, wie z.B. eine hohe Wachstumsrate, aufweist
[136], stellt der Stamm einen interessanten Vertreter fir technische Anwendungen dar. Einer
der gro3ten Vorteile der bioverfahrenstechnischen Milchs&ureproduktion findet sich zudem
in der Fahigkeit vieler Lactobacillen enantiomerenreine Milchsaure herzustellen. So kann
auch L. delbrueckii subsp. lactis optisch reine, linksdrehende D(-)-Milchsaure bilden [135,
137], wahrend andere Stamme rechtsdrehende L(+)-Milchs&ure herstellen kénnen.

Glucose

v
Fructose-1-6-bis-P

[Aldolase]

v
2 Triose-3-P
2 ADP

|2 NADH| 2 ATP
2 Pyruvate

2 NADH
2 NAD*
2 Lactate

Abbildung 4: Mechanismus der homofermentativen Milchsaurebildung aus Glucose. Die Abbildung stellt einen
Ausschnitt einer Abbildung aus Géanzle (2015) dar [131].
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3.3.2. Okonomische Relevanz von Milchs&ure

2-Hydroxypropanoat, d.h. das Anion der Milchsaure, stellt eine wichtige
Plattformchemikalie dar, welche in den letzten Jahren zunehmend durch mikrobielle
Verfahren hergestellt wurde. Wéahrend 1990 noch 65% der damaligen Jahresproduktion von
65.000 Tonnen fermentativ hergestellt wurden [138], gibt es heutzutage eine jahrliche
Produktionskapazitat von bis zu 400.000 Tonnen [139]. Dabei handelt es sich um ein
Paradebeispiel fur eine Plattformchemikalie, die mittlerweile (berwiegend aus
nachwachsenden Rohstoffen hergestellt wird, da rund 90% — 95% der aktuellen Produktion
auf fermentative Gewinnungsmethoden zurtickzufiihren sind [12, 140].

Milchsaure besitzt eine groBe Relevanz als Prakursor fur die Produktion von
zahlreichen weiteren Chemikalien [135]: So kann Milchsaure tber eine Reduktion zu 1,2-
Propandiol, Uber eine Oxidation zu Pyruvat und Uber eine Dehydratisierungsreaktion zu
Produkten wie Acetaldehyd, Acrylsaure oder 2,3-Pentandion umgesetzt werden [140]. Eine
weitere wichtige Anwendung ist der Einsatz in der polymerisierten Form als Polymilchsaure
(PLA). Dieser biokompatible und biologisch abbaubare Polyester hat zahlreiche
Anwendungen in Verpackungsmaterialien, Biomull-Tuten, der Medizin (Faden, Prothesen,
Medikamentenbeschichtungen) und als Lebensmittelzusatzstoff [140]. Der steigende Bedarf
an PLA ist auch maRgeblich fir die grol3e Nachfrage nach Milchsaure in den letzten Jahren
verantwortlich [141]. Insbesondere stereokomplexes PLA, welches aus Mischungen von
L-Lactyl- und D-Lactyl-Oligomeren besteht, zeigte dabei vorteilhafte mechanische,
thermische und hydrolysebesténdige Eigenschaften [142]. Aufgrund dieser zahlreichen
Anwendungsmdglichkeiten ist die Herstellung von Milchsédure von hohem wirtschaftlichen

Interesse [82].

3.3.3. Der Stoffwechsel von Cellulomonadaceae

Cellulomonas uda ist ein Gram-positives, nicht-sporulierendes, nicht-bewegliches,
fakultativ anaerobes Bakterium mit einer Lange von ca. 1-2 um (Abbildung 5), welches zur
Familie der Cellulomonadaceae gehotrt. Die Zellen haben die Fahigkeit, Cellulose,
Hemicellulose sowie Chitin zu hydrolysieren und mit diesen Substraten eine klassische
Gemischtsduregarung durchzufihren. Dabei werden die Carbonsauren Bernsteinsaure,
Ameisensaure, Milchsaure, Essigsdure sowie das Solvens Ethanol in das
Fermentationsmedium sekretiert. AufRerdem entsteht durch den Stoffwechsel der
Cellulomonadaceae, neben der Bildung dieser l6slichen Produkte, haufig gasformiges CO»
[143-147].

Cellulomonadaceae exprimieren eine breite Palette an membrangebundenen und
freien, sekretierbaren Cellulasen und Hemicellulasen [148, 149]. So wurde die Expression
von [-Glucanasen und B-Glucosidasen z.B. fur C. biazotea [150] und C.uda [151]

nachgewiesen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass C. uda membrangebundene 3-Xylanase-
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und B-Xylosidase-Aktivitat aufweist, welche sowohl konstitutiv vorhanden ist, aber auch
durch Xylotriose induziert und durch Xylose inhibiert werden konnte [152]. Fr
Cellulomonas sp. wurden neben der membrangebundenen Xylanaseaktivitdt auch freie
Enzyme fur den Abbau von Hemicellulose identifiziert [153]. Die industrielle Anwendbarkeit
von Cellulomonadaceae wurde bisher zur Entfernung von Schwermetallen und
Radionukliden aus Abwassern [154], zur Produktion von Einzellerprotein [155], zur Cellulase-
und Xylanaseproduktion [156, 157] und zur Erzeugung von Elektrizitat in mikrobiellen
Brennstoffzellen diskutiert [158]. Das Interesse an diesem Genus zeigt sich auch an der
grol3en Anzahl kirzlich isolierter und neu beschriebener Stamme, u.a.: C. telluris [159],
C. timonesis [160], C. endophytica [161], C. aurantiaca [162] und C. algicola [163].

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahme von C. uda in einem Medium bestehend aus 5 Gew.-% MB-Treber
in 0,2 M MOPS-Puffer pH =74, aufgenommen mit einem Wasserimmersionsobjektiv
(40 x 0,65 «/0,17 WD 0,56) bei 40-facher VergréRerung ohne Phasenkontrast; Anmerkung: Zentral ist ein
Treberpartikel zu sehen; bei den kleinen Punkten handelt es sich um die Zellen; MB, Maibock.

Im Gegensatz zu L. delbrueckii subsp. lactis ist der Zentralstoffwechsel von C. uda
nicht bekannt. In der Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-Datenbank (KEGG) sind
allerdings die annotierten Gene der artverwandten Organismen C. gilvus (CP002665.1),
C. fimi (CP002666.1) und C. flavigena (NC_014151.1) hinterlegt.

3.3.4. Okonomische Relevanz von Ethanol

Ethanol hat seit Jahrtausenden eine grof3e Relevanz in der Form von vergorenen
Getranken, z.B. in der Form von Bier, Wein oder Sake. Die historisch-bedingte menschliche
Fokussierung auf diese psychoaktive Substanz konnte dabei urspringlich auf die
jahreszeitliche Verbindung zwischen Fruchtreife und dadurch bedingte groRRe
Nahrstoffbereitstellung, aber auch Vergdrung durch Hefen bei weiter fortschreitender
Fruchtreife, zurtckzufiihren sein [164]. Auch in der aktuellen Zeit stellt Ethanol einen
interessanten Wertstoff dar, da er z.B. fur die Kraftstoff- oder H-Herstellung genutzt werden

kann, sodass Ethanol aus agroindustriellen Reststoffen einen Beitrag zur Energieversorgung
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der Zukunft leisten kann [94, 165]. Weitere Anwendungsfelder fur Ethanol umfassen u.a. die
Anwendung als Desinfektionsmittel [166] oder die Nutzung als Ausgangsstoff zur Synthese
weiterer Chemikalien [167].

Im Jahre 2000 lag die weltweite Produktion von Ethanol noch bei jahrlich
29,2 Mio. m3, wovon ca. 59% auf die Biokraftstoffherstellung entfielen. Im Jahr 2018 wurden
bereits 127,6 Mio. m® Ethanol produziert und davon 84% fir die Kraftstoffsynthese
aufgewendet [168], was recht genau mit der, im Jahr 2018 produzierten,
Bioethanolproduktion von 110 Mio. m? Uibereinstimmt, die in anderen Quellen genannt wird
[169]. Im Jahr 2020 wurden bereits, allein durch fermentative Methoden, 131 Mio. m® Ethanol
hergestellt [167]. Allerdings wurden 2020 ca. 96% des Bioethanols aus
Nahrungsmittel-relevanten Agrarerzeugnissen, wie z.B. aus Mais, Weizen oder Zuckerrohr,
produziert. Aufgrund der sogenannten Teller/Tank-Diskussion ist diese 1. Generation an
Biotreibstoffen jedoch in die Kritik geraten. Dementsprechend entfielen im Jahr 2020 nur 4%
der weltweiten Bioethanolproduktion auf die Biokraftstoffe 2.,3., und 4. Generation, sprich auf
Basis von lignocellulosehaltiger Biomasse sowie aus Algenfermentationen bzw.
Fermentationen unter Zuhilfenahme gentechnisch modifizierter Algen [10].
3.3.5. Okonomische Relevanz von Essigsaure

Essigsaure stellt eine wichtige Chemikalie dar, wobei nur ca. 10% der weltweiten
Produktion fermentativ und 90% mittels Synthese aus Methanol, Acetaldehyd, Butan oder
Ethylen hergestellt werden [170]. Im Jahr 2015 wurden weltweit ca. 13 Mio. Tonnen
Essigsaure produziert [171], wohingegen die Produktionsmenge in den kommenden Jahren
noch auf bis zu 17,3 Mio. Tonnen ansteigen soll [172]. In erster Linie wird Essigsdure in der
Form von Polyvinylacetat genutzt, welches in Farben und Lacken breite Anwendung findet
[171]. Eine spezielle Anwendung der fermentativ-hergestellten Essigsaure liegt in der Form
von Haushalts-Essig (4-6%-ige wassrige Essigsaureldésung), da viele Lebensmittelgesetzte

den biologischen Ursprung fir Essigsaure im Lebensmittelsegment vorschreiben [170].
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4. Material & Methoden

4.1. Herstellung der verwendeten Rohstoffe

Beim Brauprozess fallen vorrangig drei Nebenproduktstrome an: Biertreber, Heil3trub
und Brauhefe [13]. Da in dieser Arbeit fir zwei der drei Nebenprodukte (Biertreber und
Brauhefe) Strategien zur bioverfahrenstechnischen Nutzung aufgezeigt werden, wurden

diese Rohstoffe auch aus eigens durchgefiihrten Brauprozessen gewonnen.

4.1.1. Produktion von Biertreber

Insgesamt wurden sechs Braugange zum Zwecke der Biertreber-Herstellung
durchgefuihrt. Dazu wurden in einer 100 L Pilotbrauanlage die Bierrezepturen Pale Ale (PA),
Helles (HE), Kolsch (KO), Weizen (W), Maibock (MB) und Weizenbock (WeBo) gebraut. Die
zugrunde liegenden Braurezepturen sind in Tabelle 3 dargestellt. Biertreber eines
kommerziell erhaltlichen Bieres wurde von einer lokalen Brauerei (Bischoff GmbH & Co. KG,
Winnweiler, Deutschland) zu Vergleichszwecken zur Verfugung gestellt, welcher in der

vorliegenden Arbeit als Bischoff (B) bezeichnet wird.

Tabelle 3: Rezepturen, der fir diese Arbeit durchgefiihrten Braugénge, in Bezug auf Malzschittung,
Flissigkeitsvolumen (Haupt- und Nachguss) sowie Stammwiirzegehalt; kg, Kilogramm; L, Liter; °Brix, Grad Brix.

Pale Ale Helles Kolsch Weizen Maibock Weizenbock

Gerstenmalz / kg 17,5 21,4 15,3 9,2 25,2 14
Weizenmalz / kg 15 0 1,4 9,2 0 15
Roggenmalz / kg 0,5 0 0 0 0 0
Hauptguss /L 71 67 58 70 67 72
Nachguss /L 50 50 50 50 45 25
Stammwiirze / °Brix 13 13,1 13 12 17 17,5

4.1.2. Herstellung von Hefeextrakt

Hefeextrakt wurde durch Autolyse aus Brauhefe auf Grundlage eines Protokolls
durchgefiuhrt, welches u.a. Vorbereitungen fiir die Autolyse (z.B. Waschschritte), notwendige
Schritte zur Einstellung des pH-Wertes und fur die Entfernung bakteriostatischer
Hopfenbitterstoffe beinhaltete [173]. Dazu wurde 750 g frische Brauhefe-Aufschlammung
(SafAle US-05, Lesaffre, Marc-en-Baroel, Frankreich), welche zuvor fir finf Tage im Bier
fermentiert worden war, in 5 L sterilem, deionisiertem Wasser suspendiert. Der Prozess der
Autolyse wurde fur 24 h bei einer Temperatur von 55 °C und einer Rihrerdrehzahl von
300 rpm in einem Bioreaktor (RALF, Bioengineering AG, Wald, Schweiz) bei einem
Arbeitsvolumen von 5L durchgefuhrt. Nach der Autolyse wurden Zelltrimmer durch
Zentrifugation fir 15 min bei 4200 x g abgetrennt (Z 383 K, Hermle Labortechnik GmbH,
Balingen, Deutschland) und der Uberstand mit Hilfe eines Rotationsverdampfers

(Laborota 4003, Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland) aufkonzentriert. Das
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entstandene Hefeextrakt-Konzentrat wurde im Folgenden fir 48 h bei 50 °C getrocknet.

Insgesamt konnten auf diese Weise 62 g pulverférmiges Hefeextrakt gewonnen werden [30].

4.1.3. Fraktionierung von Biertreber

Der Biertreber wurde direkt nach dem Brauprozess durch einen Pressschritt in eine
flussige Fraktion (Treberpresssatft) und eine feste Fraktion (Treberriickstand) aufgeteilt. Dazu
kamen zwei unterschiedliche Pressen zum Einsatz, die in Abbildung 6 dargestellt sind: (a)
Fur Trebermengen < 1 kg wurde eine Tinkturenpresse (Hochdrucktinkturenpresse HP 2 H,
Fischer Maschinenfabrik GmbH, Neuss, Deutschland) bei einem Druck von 200 bar
betrieben. (b) Fur groRere Mengen kam eine Spindelpresse (ENOL OP 20, Wein GmbH,
Bonnigheim, Deutschland) zum Einsatz, die bei 4-5 bar betrieben wurde.

Abbildung 6: A) Tinkturenpresse B) Spindelpresse

Fur die Nutzung des Treberriickstandes in Feststofffermentationen (Kapitel 4.7) und
zu Analysezwecken (Kapitel 4.3) wurde der Treber insgesamt viermal abgepresst und nach
jedem Pressschritt mit einem Volumen deionisierten Wassers, welches mit dem zuvor
abgepressten Volumen identisch war, rickbefeuchtet, um alle l6slichen Bestandteile zu
entfernen. Der abgepresste Treber wurde im Anschluss fur 48 h bei 50 °C getrocknet
(UF110, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland), mit einer Scheibenmuhle
(Fidibus Classik, Komo GmbH & Co. KG, Hopfgarten, Deutschland) gemahlen, vakuumiert
und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Im Gegensatz dazu wurde fur den Einsatz in submersen Bioprozessen (Kapitel 4.5)
nur die erste der abgepressten Fraktion (mit dem hdchsten Nahrstoffgehalt) genutzt. Um
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Schwebstoffe abzutrennen, wurde der Treberpresssaft im Anschluss an den Pressvorgang
fur 20 min bei 4200 x g zentrifugiert. Die Lagerung erfolgte ebenfalls bei -20 °C.

Aufgrund des hoheren Druckes konnten mit der Tinkturenpresse hdhere
Nahrstoffkonzentrationen in der ersten Pressfraktion erzielt werden, wodurch diese Methode
fur Fermentationen genutzt wurde, bei denen eine hohe Substratkonzentration gewinscht
war (wie z.B. in Kapitel 4.5.8 naher erlautert). Um den Anteil I6slicher Zucker an der
Trockensubstanz des Trebers zu bestimmen, spielte die Wahl der Presse jedoch keine Rolle,
da eine Massenbilanz der enthaltenen Stoffe Uber alle erhaltenen Pressfraktionen ermittelt

wurde.

4.2. HPLC-Analytik

In diesem Kapitel werden Analysemethoden fir l6sliche Substanzen, wie z.B.
organische Sauren, Zucker(-polymere), Alkohole und Aminosauren erlautert, die allesamt
durch Flussigchromatographie bestimmt wurden.

4.2.1. Analytik organischer Sauren

Organische Sauren wurden mittels Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC)
bestimmt. In das ,Separation Modul“ mit integriertem Saulenthermostaten (Alliance 2695,
Waters Corp., Milford, USA) wurde zur Auftrennung des Analyten eine S&ule mit einer
polymeren Phase aus Polystyren-Divinylbenzen incl. integrierter Vorséule eingebaut
(Reprogel H+ 9 um, 300 mm x 4,6 mm, Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch, Deutschland). Die
Trennung erfolgte bei 55 °C mit 9 mM H,SO, als Eluent und einem Fluss von 0,3 mL-min.
Zur Detektion der S&auren stand ein Fotodiodenarray-Detektor (PDA 2996, Waters Corp.,
Milford, USA) bereit; die Quantifizierung wurde bei einer Wellenldnge von 210 nm
durchgefuhrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der zugehdrigen Software
(Empower 3, Waters Corp., Milford, USA).
4.2.2. Zucker- und Ethanolanalytik

Zucker- und Ethanolkonzentrationen wurden mittels eines modularen HPLC-Systems
bestimmt. Die Anlage bestand aus einem 2-Kanal-Degaser (Duratec GmbH, Hockenheim,
Deutschland), einer externen Pumpe (Merck Hitachi L 6200, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland), einem Autosampler (Midas cool, Spark Holland B.V., Emmen, Niederlande)
und einem Saulenthermostaten (Jetstream Il plus, Duratec, Hockenheim, Deutschland). Die
Instrumentensteuerung und Datenauswertung erfolgte mit einem separatem Softwaresystem
(Clarity, Data Apex, Prag, Tschechien). Je nach Anwendung wurden zwei unterschiedliche
Saulen zur Trennung des Analyten eingebaut: (a) Einerseits wurde eine Saule mit einer
polymeren Phase aus 8 %-igem quervernetztem Resin (Rezex ROA-Organic Acid H+,
300 mm x 7,8 mm, Phenomenex Inc., Torrance, USA) verwendet. Die Sdulentemperatur lag
dabei bei 25 °C und als Eluent wurde 2,5 mM H,SO4 mit einem Fluss von 0,5 mL-min?

genutzt. Diese Saule kam insbesondere zum Einsatz, wenn Ethanol quantifiziert werden
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musste und in der Probe andere, spéat eluierende (Puffer-)Substanzen, wie z.B. MOPS-
Puffer, vorhanden waren. Da die komplexe Probenmatrix haufig zu einer deutlichen
Verringerung der Trennleistung fihrte, wurde die Saule nach jeder Messung gereinigt
(Protokoll in Tabelle A 1). (b) Andererseits wurde eine Saule mit einer polymeren Phase aus
Polystyren-Divinylbenzen (Repro-Gel Ca++ 9 pum, 300 mm x 8 mm, Dr. Maisch GmbH,
Ammerbuch, Deutschland) genutzt, wobei die Saulentemperatur 80 °C betrug. Als Eluent
wurde Reinstwasser bei einem Fluss von 0,5 mL-min verwendet. In beiden Fallen wurde die
»oecurityGuard® Vorsaule (Carbo-H 4 mm x 3,0 mm ID, Phenomenex Inc., Torrance, USA)
im Vorsaulenhalter (KJ0-4282, Phenomenex Inc., Torrance, USA) eingebaut. Die Detektion
der Substanzen erfolgte mit einem Brechungsindexdetektor (RI 101, Shodex, Kawasaki,
Japan).
4.2.3. Aminosaureanalytik

Aminosaurekonzentrationen wurden mit dem, in Kapitel 4.2.1 vorgestellten,
»Separation-Modul“ per HPLC gemessen. Im Gegensatz zur Messung organischer Sauren,
wurde allerdings eine Saule mit einer aliphatischen stationdren Phase genutzt (C18 Saule,
150 mm x 3,9 mm, Waters Corp., Milford, USA). Die Trennung der Aminosauren erfolgte bei
30 °C und unter Nutzung einer Gradiententrennung bei einem Fluss von 1 mL-min?t. Alle
noétigen Schritte zur Probenvorbereitung und die Zusammensetzung der Laufmittel werden
in Tabelle A 2 naher erlautert. Zur Detektion der Aminosduren war ein Fluoreszenzdetektor
(Alliance 2475 multi A fluorescence detector, Waters Corp., Milford, USA) bei Ex = 330 nm

und Em =420 nm verbaut.

4.3. Bestimmung der Bestandteile lignocellulosehaltiger Biomasse

In diesem Kapitel werden die Analysemethoden zur Bestimmung von
lignocellulosehaltiger Biomasse erlautert — im Speziellen wird damit die Analytik des festen
Treber-Rickstandes bezeichnet, welcher gemal? Kapitel 4.1.3 von allen anhaftenden,
|6slichen Substanzen befreit wurde. Sofern die Summe der untersuchten Komponenten unter
100% lag, wurde der verbliebende Anteil der Biomasse Uber eine Massenbilanz als ,Sonstige
Bestandteile“ definiert.
4.3.1. Bestimmung von strukturellen Kohlenhydraten, Lignin und Asche

Die Gehalte an Cellulose, Hemicellulose, Lignin (als Summe des saureldslichen und
séureunloslichen Anteils) und der Aschegehalt wurden, wie vom National Renewable Energy
Laboratory (NREL) beschrieben, bestimmt [174]: Die Cellulose- und Hemicellulose-Gehalte
wurden durch saure Hydrolyse in druckdichten Reaktionsgefdlen mit einem
Gesamt-Volumen von 100mL (Pressure Plus, DWAKLife Science GmbH, Mainz,
Deutschland) und anschlieBende HPLC-Analytik (Kapitel 4.2.2) der monomeren Zucker
bestimmt. S&ureunldsliches Lignin und Asche wurden gravimetrisch bestimmt (Skala LA 214,

VWR LLC, Radnor, USA), nachdem zuvor eine vierstiindige Verbrennung bei 800 °C in
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einem Muffelofen (Modell 301, Carbolite Gero Ltd, Sheffield, GroRRbritannien) erfolgt war. Der
Anteil des saurel6slichen Lignins wurde mittels eines UV-Vis-Spektrometers (Cary 60,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA) bei 210 nm ermittelt [175].

4.3.2. Bestimmung des Protein- und Lipidgehaltes

Der Stickstoffgehalt der lignocellulosehaltigen Biomasse wurde durch eine
Elementaranalyse (vario Micro tube, Elementar Analysentechnik GmbH, Langenselbold,
Deutschland) bestimmt.” Aus dem Stickstoffgehalt wurde mittels eines Konversionsfaktors
von 5,7 der Proteingehalt berechnet [176]. Der Lipidgehalt wurde gravimetrisch ermittelt,
nachdem 2 g bis 7,5 g getrockneter Treber in Soxhlet-Apparaturen (Normschliff Geratebau
GmbH, Wertheim, Deutschland), welche in Abbildung 7 dargestellt sind, fiir 4 h (~30 Zyklen)
mit 200 mL Diethylether extrahiert wurden [177].7

Abbildung 7: Soxhlet-Apparaturen

4.3.3. Bestimmung des Heizwertes
Der Heizwert, genauer gesagt der Higher Heating Value (HHV), von Biertreber wurde
aus der Elementarzusammensetzung des Trebers gemaR Gl. (1) berechnet [178]. Dabei

* Die Elementaranalyse wurde durch Ranja Saynisch (Chemie, AG Thiel, TUK) veranlasst.
T Die Lipid-Analyse des HE-Trebers wurde von Pascal Weingart (Chemie, AG Thiel, TUK) durchgefiihrt.
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wurden die Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalte durch Elementaranalyse bestimmt (vgl.

Kapitel 4.3.2) und der Sauerstoffgehalt mit xo = 34,37% als konstant angenommen [64].
HHV = —1,3675 + 0,3137 - ¢ + 0,7009 - yy; + 0,0318 - x, Gl. (1)

4.4.  Analytik der I6slichen Fraktion lignocellulosehaltiger Biomasse

Im folgenden Kapitel werden die Analysemethoden fiir die 16slichen, abpressbaren
Bestandteile der lignocellulosehaltigen Biomasse beleuchtet, welche unter dem Begriff
Treberpresssaft zusammengefasst werden. Alle fliissigen Proben wurden vor der Analyse
fur 10 min bei 16900 x g zentrifugiert und durch einen Nylonfilter mit einer Porengrdl3e von
0,22 ym (KX Syringe Filter Nylon, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland) filtriert, um
Feststoffpartikel abzutrennen.
4.4.1. Zuckeranalytik der [6slichen Fraktion

Die Bestimmung des Zuckergehaltes wurde analog zu den, in Kapitel 4.2.2
beschriebenen, Methoden durchgefiihrt. Im Treberpresssaft wurden neben Glucose, Maltose
und Maltotriose auch langerkettige Maltooligomere identifiziert. Diese Maltooligomere
wurden mit einem a-1,4-glykosidisch verknipften Glucosepolymer, bestehend aus sieben
Monomeren (d.h. mit Maltoheptaose), quantifiziert, da die Retentionszeit vornehmlich
Oligomere dieser Kettenlange nahelegte.
4.4.2. Mineralien-Analytik

Natrium und Kalium wurden mittels Atomemissionsspektroskopie (AES), gemaf DIN
38406, gemessen. Fir alle anderen Metallionen (aufer Aluminium und Nickel) wurde die
Atomadsorptionsspektroskopie (AAS) nach DIN 348406 bzw. DIN EN ISO 7980 verwendet.
Sowohl flir AES als auch fir AAS wurde ein Atomadsorptionsspektrometer (contrAA®,
Analytik Jena, Jena, Deutschland) genutzt. Als Brenngas wurde in beiden Fallen ein Gemisch
aus Acetylen und Luft verwendet. Die Aluminium- und Nickelanalyse wurde nach
DIN EN ISO 15586 mit einer Graphitrohreinheit durchgefuhrt. Dabei wurden eine
Atomisierungstemperatur von 2400 °C und 0,1 %-iges Mg(NOz3). als Matrix-Modifier
eingesetzt. Ammonium wurde photometrisch, gemaf DIN 38406, bestimmt (Spectroquant
Pharo 100, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).

Die Anionen Chlorid, Sulfat und Nitrat wurden mittels lonenchromatographie, geman
DIN EN ISO 10304, analysiert (883 Basic IC plus, Metrohm GmbH & Co. KG, Filderstadt,
Deutschland). Phosphat wurde, wie in DIN EN ISO 6878 beschrieben, mit einem
Spektralphotometer (DR 5000, Hach Lange GmbH, Dusseldorf, Deutschland) bestimmt”.

* Die Messungen wurden als Auftragsarbeit von Ruth Maria BergstraRer (Chemie, AG Hartung, TUK)
bzw. fir Phosphat von Anette Knaus (Wasser Infrastruktur Ressourcen, TUK) durchgefiihrt.
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4.4.3. Proteinbestimmung mittels Bradford

Die Proteinkonzentration wurde mit der Bradford-Methode ermittelt [179]. Das Wort
Protein wird in diesem Zusammenhang allerdings als Synonym fur alle Peptide und
Proteinfragmente verwendet, die beim Maischen im Brauprozess entstehen, daher im
Treberpresssaft zu finden sind und Uber die Bradford-Methode bestimmt werden konnten
[16].
4.5. Verwertung von Treberpresssaft mit L. delbrueckii subsp. lactis

Der Organismus Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis wurde verwendet, um die
Inhaltsstoffe des Treberpresssaftes zur Produktion von Milchs&ure nutzbar zu machen. Dazu
wurden zunachst Fermentationen mit verdinnten Pressséaften im Kolben-Mal3stab
durchgefuhrt. Nach Optimierung der Nahrstoffzugabe unter Zuhilfenahme statistischer
Versuchsplanung, wurden die Fermentationen im Bioreaktor weiter optimiert und auf

unverdinnte Presssafte anderer Braugange ubertragen [30, 180].

4.5.1. Stammhaltung und Kultivierungsbedingungen

Der Organismus Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 20072 wurde von der
Deutschen Stammsammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen.
Die Zellen wurden in anaerobem MRS-Medium [181] mit der folgenden Zusammensetzung
kultiviert [Angaben in g-L']: Glucose [20], Caseinpepton [10], Fleischextrakt [10],
Hefeextrakt [5], Tween 80 [1], KoHPO, [2], Na-Acetat [5], (NH,)3-Citrat [2],
MgSO4-7 H.0 [0,2] und MnSO4'H,0O [0,05]. Der pH-Wert wurde mit 5M NaOH auf 7,0
eingestellt. Der pH-Wert wurde dabei mit einem pH-Meter (Microprocessor pH Meter 211,
Hanna Instruments Deutschland GmbH, V6hringen, Deutschland) bestimmit.

Alle Medienkomponenten wurden in einem Autoklav sterilisiert (V-150, Systec GmbH,
Linden, Deutschland), wobei Zucker und andere Medienbestandteile separat autoklaviert
wurden. Direkt nach dem Sterilisationsprozess wurden die KulturgefaRe mit Septen
verschlossen (Butylstopfen-massiv, Glasgeratebau Ochs Laborfachhandel e.K., Bovenden,
Deutschland) und anaerobisiert, indem die Kulturflaschen fir 2 h tGber eine Kanile mit
Stickstoff begast und gleichzeitig auf Eis abgekuhlt wurden. Zur Uberpriifung der anaeroben
Bedingungen wurde der Sauerstoffindikator Resazurin in einer Konzentration von 1 mg-L™*
zugesetzt. Sofern keine strikt anaeroben Bedingungen erzielt werden konnten, wurde das
Reduktionsmittel Cystein-HCI in einer Konzentration von 1g-L?! eingesetzt, um den
verbliebenen Sauerstoff in den Kulturgefal3en zu reduzieren.

Die Inkubation der Zellen erfolgte bei einer Temperatur von 45 °C, einer
Schittlerfrequenz von 100 rpm und einem Hub von 25 mm in einem Schuttelinkubator
(Ecotron, Infors AG, Bottmingen, Schweiz). In der exponentiellen Wachstumsphase wurden
0,75 mL der Zellsuspension geerntet und mit 0,75 mL 80 Vol.-% sterilen Glycerins versetzt.

Direkt im Anschluss wurden die Cryo-Kulturen mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und
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bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert (Ultra Low Temperature Freezer, Haier
Biomedical, Qingdao, China).
4.5.2. Der Seed-Train zur Anzucht von L. delbrueckii subsp. lactis

Fur den Seed-Train wurde L. delbrueckii subsp. lactis in zwei Vorkulturen, bestehend
aus anaerobem MRS-Medium, analog zu Kapitel 4.5.1, kultiviert. Die erste Vorkultur (VK1)
bestand aus 50 mL MRS-Medium in einem 100 mL Gefal3 (Pressure Plus, DWK Life Science
GmbH, Mainz, Deutschland), welche durch die Zugabe einer Cryo-Kultur inokuliert wurde.
Nach 24 h wurde die Zellsuspension verwendet, um die zweite Vorkultur (VK2), bestehend
aus 300 mL anaeroben MRS-Mediums in einem 500 mL Gefal3 (Pressure Plus, DWK Life
Science GmbH, Mainz, Deutschland), anzuimpfen. Nach weiteren 16 h Kultivierungszeit
wurde VK2 genutzt, um die Hauptkultur zu inokulieren. Dazu wurde ein Aliquot der
Zellsuspension steril entnommen, fir 10 min bei 4200 x g zentrifugiert, das Zellpellet in
einem Aliquot des Hauptkulturmediums resuspendiert und die Hauptkultur schlie3lich auf
ODsoo nm = 0,5 angeimpft.
4.5.3. Zusammensetzung des Hauptkulturmediums

Das Hauptkulturmedium bestand aus Treberpresssaft verschiedener Braugange (vgl.
Kapitel 4.1), wobei dem Medium die N&hrstoffe des MRS-Mediums in beschriebener
Konzentration (allerdings excl. Glucose) zugesetzt wurden [181]. Der Treberpresssaft wurde
in zahlreichen Versuchen (HE- bzw. WeBo-Presssaft) auf eine Gesamtzuckerkonzentration
von 20 g-.L*' (Summenparameter aus Glucose, Maltose und Maltotriose) verdinnt, um
hinreichend viele Optimierungsversuche mit dem Treberpresssaft eines Braugangs
durchfihren und die Ergebnisse mit den Referenzfermentationen in MRS-Medium
(Coe = 20 g-LY) vergleichen zu konnen. Vorhandene Maltooligomere wurden bei der
Verdunnung jedoch nicht als Kohlenstoffquelle berilicksichtigt, da der bakterielle Verbrauch

dieser Polysaccharide sehr gering ausfiel.

4.5.4. Fermentationsparameter im Kolben-Mafistab und Bioreaktor

Die Hauptkulturen wurden sowohl im Kolbenmalf3stab als auch im Bioreaktor kultiviert:
(a) Im Falle des Kolbenmal3stabs wurden 100 mL des Hauptkulturmediums in einem 250 mL
Gefall (Pressure Plus, DWK Life Science GmbH, Mainz, Deutschland) bei ansonsten
identischen Fermentationsparametern (vgl. Kapitel 4.5.1 und 4.5.2) verwendet. (b) Bei den
Fermentationen im Reaktormaf3stab, wurden Bioreaktoren mit einem Arbeitsvolumenvon 1 L
(RALF, Bioengineering AG, Wald, Schweiz) genutzt, die in Abbildung 8 dargestellt sind. Um
anaerobe Bedingungen zu gewahrleisten wurden die Bioreaktoren direkt nach dem
Autoklavieren (vgl. Kapitel 4.5.1) mit einem Volumenstrom von Qn. = 10 L-h begast und die
Begasungsrate Uber den kompletten Prozesszeitraum aufrechterhalten. Die Durchmischung
erfolgte bei einer Ruhrerdrehzahl von 400 rpm durch eine Rushton-Turbine, die Temperatur

wurde auf 45 °C eingestellt und der pH-Wert wurde automatisch auf pH = 6,0 durch die
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Zugabe 5 M NaOH geregelt. Resazurin und Cystein-HCI wurden, wie in Kapitel 4.5.1

berichtet, eingesetzt.

YEAL

Abbildung 8: RALF-Reaktorsysteme

4.5.5. Methoden zur Zellbestimmung

Das Wachstum der  Bakterienzellen wurde in  den  submersen
Treberpresssaftfermentationen tber zwei Methoden bestimmt: (a) In allen Fermentationen
wurden Tribungsmessungen zur Bestimmung der optischen Dichte durchgefiihrt. Die
optische Dichte der Kulturbriilhe wurde bei einer Wellenlange von 600 nm mit einem
UV-Spektralphotometer (LAMBDA Bio+, Perkin EImer Corp., Waltham, USA) bestimmt. (b)
In zahlreichen Fermentationen wurde zudem die Biotrockenmasse (BTM) bestimmt. Zur
Bestimmung der BTM wurden 5 mL der Zellsuspension aus dem Kulturgefal3 entnommen.
Daraufhin wurde die Zellsuspension fir 20 min bei 4200 x g zentrifugiert und mit
deionisiertem Wasser gewaschen, wobei dieser Vorgang dreimal wiederholt wurde. Das
Zellpellet wurde schlie3lich in 400 pL deionisiertem Wasser aufgenommen und in ein HPLC-
Vial pipettiert. Dann wurden die, in der Pipettenspitze verbliebenen, Zellen ebenfalls mit
400 pL deionisiertem Wasser in das HPLC-Vial Uberfuhrt, fur 48 h bei 50 °C getrocknet und
gravimetrisch bestimmt.
4.5.6. Optimierung der Nahrstoffzugabe mit statistischer Versuchsplanung

Um die Né&hrstoffzugabe zum Hauptkulturmedium (Kapitel 4.5.3) zu optimieren, wurde
ein statistischer Versuchsplan mit der Software Visual XSel (CRGRAPH GbR, Starnberg,
Deutschland) aufgestellt. Dabei sollte die Nahrstoffzugabe minimiert werden, wobei die
Bildung des Zielproduktes Milchsaure moglichst nicht verringert werden sollte. Folglich
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wurden die neun Substanzen des MRS-Mediums (excl. Glucose) Caseinpepton,
Fleischextrakt, Hefeextrakt, Tween 80, K;HPO., Na-Acetat, (NH4)s-Citrat, MgSO4-7 H.O und
MnSQO4-H,0 als Einflussparameter festgeleqt, wohingegen die finale
Milchsaurekonzentration als (zu optimierender) Zielwert definiert wurde. Der Versuchsplan
wurde kategoriell aufgesetzt, da die optimierten Konzentrationen aus dem MRS-Medium
Ubernommen wurden [181]. Das kategorielle Grundgertst (d.h. Komponente vorhanden vs.
nicht-vorhanden) wurde in ein D-optimales Design eingebettet, weil die Vielzahl an
notwendigen Experimenten andere Testplane ausschloss [30]. Auf diese Weise wurden
durch den Versuchsplan 52 Einzelexperimente vorgegeben.

Die Versuche wurden analog zu den, in den Kapiteln 4.5.1, 4.5.2 und 4.5.3
beschriebenen, Vorgehensweisen durchgefuihrt. Fir alle Versuche des statistischen
Versuchsplans wurden 50 mL WeBo-Treberpresssaft verwendet, welcher vorher geman
Kapitel 4.5.3 auf eine Zuckerkonzentration von 20 g-L** (Summenparameter aus Maltotriose,
Maltose und Glucose) verdiunnt worden war. Die optische Dichte (Kapitel 4.5.5) und
Milchs&aurekonzentration (Kapitel 4.2.1) wurden zu Beginn der Fermentation sowie nach 24 h
und 28 h gemessen. Durch die Messung der optischen Dichte konnte abgesichert werden,
dass die stationdre Wachstumsphase beim Abbruch des Experiments bereits erreicht wurde.
Der Mittelwert der beiden Milchsdure-Messungen nach 24 h bzw. 28 h wurde genutzt, um
mittels Visual XSel eine multiple Regression durchzufiihren, da die Werte keine grof3en
Abweichungen aufwiesen. Dabei wurden lineare Wechselwirkungen zwischen den
Einflussparametern, unter der Berlcksichtigung von Parameter-zu-Parameter-
Wechselwirkungen, angenommen. Nicht-signifikante Terme des Regressionsmodells
wurden Uber die ,autostepwise“-Funktion der Software anhand ihres p-values entfernt
(p > 0,05).

4.5.7. Optimierungen mit verdiinntem Weizenbock-Presssaft im Bioreaktor

Die Optimierung der Nahrstoffzugabe, gemafl Kapitel 4.5.6, wurde durch weitere
iterative Optimierungsschritte des Fermentationsprozesses erganzt, um die kinetischen
Daten der Fermentation zu verbessern. Positive Optimierungsversuche kénnen am Beispiel
von sieben Fermentationen aufgezeigt werden, welche in dieser Arbeit mit den rémischen
groBen Ziffern (1) bis (VIl) gekennzeichnet werden. Die Visualisierung der
Optimierungsschritte kann zudem in Abbildung 9 eingesehen werden: Zu Vergleichszwecken
wurden zwei Referenzfermentationen in biologischen Duplikaten durchgefihrt. Der erste
Referenzprozess (I) wurde mit MRS-Medium gemaR Literaturvorgaben durchgefihrt [181].
Im zweiten Referenzprozess (Il) wurden dem WeBo-Treberpresssaft alle neun MRS-
Komponenten excl. Glucose in beschriebener Konzentration zugesetzt [181]. Die dritte
Fermentation (lll) enthielt MRS-Komponenten entsprechend den Ergebnissen aus Kapitel

5.2.2, d.h. Caseinpepton, Fleischextrakt und (NH.)s-Citrat wurden nicht zugesetzt, um den
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Prozess dkonomischer zu gestalten. In der darauffolgenden Fermentation (IV) wurde der
Fermentationsbriihe zusétzlich 100 yL eines steriffiltrierten a-1,4-Glucoamylase-Mixes
(Attenuzyme® Core, Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark) zugesetzt, um oligomere
Zucker zu dem bevorzugten Substrat Glucose abzubauen und somit die kinetischen Daten
des Prozesses zu verbessern. Die Zugabe der MRS-Komponenten wurde dabei aus
Fermentation (lll) Ubernommen. Im einem weiteren Optimierungsschritt (V) wurde
kommerzielles Hefeextrakt durch Hefeextrakt ersetzt, welches aus Brauhefe hergestellt
wurde (vgl. Kapitel 4.1.2). Damit sollte eine Mdglichkeit aufgezeigt werden, wie andere
Nebenproduktstréme des Braugangs in den entwickelten Prozess integriert werden kénnen.

Die Supplementation der Zusatze und der Enzymeinsatz wurden von Fermentation (IV)

Ubernommen.
S ) V) V) VD) VI
BE ¢c &S
=111
CNEREEEREREE
MRS- Weizenbock Pale Ale | Maibock

Medium Treberpresssaft

[] zusatze gemaR MRS-Medium

. Hefeextrakt, welches aus Brauhefe hergestellt wurde
|:| Gesamtzuckerkonzentration

. Glucoamylase

Abbildung 9: Optimierungsansétze der Fermentationen mit Treberpresssaft: (I) Referenzfermentation mit MRS-
Medium, (Il) Referenzfermentation mit verdiinntem WeBo-Presssaft und voller Nahrstoffsupplementation gemar
MRS-Medium, (Ill) Optimierte N&hrstoffzugabe, (IV) Optimierte N&hrstoffzugabe und Zusatz der Glucoamylase,
(V) Einsatz von Hefeextrakt aus Brauhefe, (VI) Nutzung von unverdiinntem PA-Presssaft, (VI) Nutzung von
unverdinntem MB-Presssaft; WeBo, Weizenbock; PA, Pale Ale; MB, Maibock [30].

4.5.8. Fermentationen mit unverdiinnten Pale Ale- bzw. Maibock-Presssaften

Um den finalen Titer der Milchsaure zu erhéhen und die Ubertragbarkeit auf andere
Presssaft-Zusammensetzungen zu Uberprifen, wurden zudem zwei Prozesse mit
Treberpresssaften anderer Braugdnge durchgefuhrt, wobei die Presssafte mit der
Tinkturenpresse gewonnen wurden: Einerseits wurde ein PA-Presssatft (V1) und andererseits
ein MB-Presssatft (VII) verwendet. Mit zwei Ausnahmen wurden diese Fermentationen analog
zu Fermentation (V) durchgefihrt: Zum einen wurden die Treberpresssafte jedoch
unverdinnt eingesetzt. Dadurch wurde eine Gesamtzuckerkonzentration
(Summenparameter aus Maltooligomeren, Maltotriose, Maltose und Glucose) von ~93 g-L!

(MB) bzw. ~107 g-L* (PA) erreicht. Zum anderen wurde die Hefeextrakt-Konzentration in
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einer Weise erhoht, welche proportional zur Erh6hung der Gesamtzuckerkonzentration
stand, sodass insgesamt ~23 g-L** (MB) bzw. ~27 g-L'* (PA) des Hefeextrakts eingesetzt

wurden.

4.6. Kinetische Modellierung der Treberpresssaftfermentationen

Die empirische Untersuchung von Fermentationen mit Treberpresssaften
unterschiedlicher Braurezepte gestaltete sich aufRerst aufwendig. Daher wurde ein Modell
entwickelt, welches die finale Milchsdure- und Zellkonzentration, aber auch die zugrunde
liegenden Fermentationskinetiken, in Abh&ngigkeit von der Nahrstoffverfugbarkeit eines
Treberpresssaftes berechnen konnte [82].

4.6.1. Modellentwicklung

Die Entwicklung des kinetischen Modells wurde mit einem Mathematiksoftware-Paket
(Berkeley Madonna 9.1.0., entwickelt von Robert Macey and George Oster, University of
California at Berkeley, USA) durchgefuhrt. Die Integration der im Modell enthaltenen
gewdhnlichen Differentialgleichungen 1. Ordnung erfolgte mit dem Runge-Kutta-Algorithmus
4. Ordnung (RK4) und die Integrationsschrittweite, fir den Gesamtprozess von 28 h, wurde
auf einen Wert von 0,02 h festgesetzt. Der Aufbau des Modells erfolgte dabei ausgehend von
den empirischen Messwerten (bzgl. Zucker, Protein, Aminosauren, Milchsdure und
Zellbiomasse) der Fermentation mit MB-Presssaft (VII). Das Modellskript ist im Anhang
dieser Arbeit, aufgrund der nétigen Dezimaltrennzeichen, in englischer Sprache hinterlegt
(Kapitel D).
4.6.2. Validierung des Modells

Das entwickelte Modell wurde auf zwei weitere empirische Datenséatze angewendet,
namlich auf die Fermentationen mit PA-Presssaft (VI) und WeBo-Presssaft. Da der Einsatz
von selbst hergestelltem Hefeextrakt im Vergleich zu kommerziellem Hefeextrakt den
Fermentationsprozess kaum beeinflusste (vgl. Kapitel 5.2.3), wurden im Falle des WeBo-
Presssaftes die Mittelwerte aus den Fermentationen (IV) und (V) verwendet. Fir die
Initialisierung des Modells, d.h. die Festlegung der Startwerte fir die numerische Integration,
wurden empirisch-ermittelte Messwerte der jeweiligen Fermentationen (MB, PA oder WeBo)
verwendet. Im Gegensatz zur Fermentation mit MB-Presssaft, wurden die
Fermentationskinetiken der Validierungsfermentationen jedoch nur fir Kohlenhydrate,
Milchsdure und die Zellbiomasse experimentell bestimmt, die Aminosaure- und
Proteinausstattung dieser Presssafte wurde nur zu Beginn des Prozesses empirisch
ermittelt.
4.6.3. Modellierung der enzymatischen Verzuckerung von Dextrin und der
mikrobiellen Aufnahme von Zucker

Die schrittweise enzymatische Umsetzung von a-1,4-verknipften Glucose-

Oligomeren wurde unter der Annahme modelliert, dass Maltooligomere Uber die
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Zwischenprodukte Maltotriose und Maltose zu Glucose umgesetzt werden (vgl. Abbildung
10). Fir die enzymatischen Reaktionsschritte (R1 bis R3) wurden unidirektionale Reaktionen
1. Ordnung mit den Reaktionskonstanten ki und den Substratkonzentrationen S;, wie in
Gl. (1) — (3) dargestellt, angenommen [182—-184].

AS

BTM

15
00 @00 OO
ooc@ooo
0000000

Prot

Abbildung 10: Visualisierung der Modellgleichungen: Zunachst erfolgt der enzymatische Abbau von
Maltooligomeren (dunkelgriin) uber die Zwischenprodukte Maltotriose (mittelgriin) und Maltose (hellgrin) zu
Glucose (gelb). Glucose, Aminosauren und Proteine werden vom Organismus zur Produktion von Milchs&ure und
zum Wachstum genutzt. Allen Umsétzen liegen Raten zugrunde, die oberhalb der Pfeile dargestellt sind; ki, ko,
ks: Reaktionskonstanten der Kinetik 1. Ordnung; W, bakterielle Wachstumsrate, rp, Produkt-Bildungsrate; AS,
Aminoséauren; Prot, Protein, LAC, Milchsaure; BTM, Biotrockenmasse [82].

R1 = k1 - Sl GI (1)
R, =k, S, Gl (2
R3 = k3 - 53 GI (3)

Beim Abbau von polymeren Kohlenhydraten nimmt das Molekulargewicht, dank der
zugrundeliegenden Hydrolysereaktion, zu. Dies fuhrt zwangslaufig auch zu einer Erhéhung
der Gesamt-Masse der zu betrachtenden Substrate im Laufe der enzymatischen
Verzuckerung. Diesem Sachverhalt wurde Rechnung getragen, indem die
Massenkorrekturfaktoren (Si2, Szz und Sas) als Quotient der Molekulargewichte zwischen

hydrolysierter und oligomerer Form eingefiihrt wurden, wie aus den Gl. (4) — 6) ersichtlich

wird.

S, = Mmatiootigomere nydrotysiert _ 126113 g-mol_‘ll ol @
Mpaitooligomer 1153,00 g-mol

Mualtotriosehydrolysiert _ 540,47 gmol™"

523 — altotriosenydrolysier — g — GI (5)
Mpaitotriose 504,44 g-mol

o = Bt _ 303130t oL@
MMaitose 342,30 g'mol

-34-



Material & Methoden

Die Massenbilanzen fur die Kohlenhydrate (Si: Maltoligomere, S>: Maltotriose, Sa:
Maltose, Sa: Glucose) ergaben sich durch Multiplikation dieser Massenkorrekturfaktoren mit
den Gleichungen der zugehorigen enzymatischen Reaktionen Ri. Dabei wurde die
Stochiometrie der Teilreaktionen, gemaf’ Abbildung 10, berticksichtigt. Die Massenbilanz fur
Glucose enthielt zudem einen Term fur den mikrobiellen Verbrauch von Glucose, welcher
entsprechend der Gleichung fiir das exponentielle Wachstums in einem Batch-Reaktor
implementiert wurde. AuRerdem wurde in die Massenbilanz fir Glucose ein Term fir den
Substratbedarf der wachstumsentkoppelten Milchsaurebildung eingefuhrt, der mit dem
Parameter B multipliziert wurde, wie dies in der Literatur vorgeschlagen wird [185]. Die
Massenbilanz fur die Gesamtheit der Kohlenhydrate Stow (Gl. (11)) ergab sich aus der

Summe der einzelnen Massenbilanzen, gemaf Gl. (7) — (10).

d;stl) =S, R Gl (7)
dfistz) - %_512 "Ry — Sy3° R, Gl. (8)
di3)=§'512'R1+§'523'R2—534'R3 Gl. (9)
S R S B X oo
d(Sszl) _ _Yxts4 X—B- 54;9;54 X Gl. (11)

4.6.4. Die mathematische Beschreibung des Zellwachstums
Das Zellwachstum wurde anhand einer Differentialgleichung 1. Ordnung, gemaf den
Vorgaben beim Wachstum in einen Batch-Prozess, in das Modell implementiert (Gl. (12)).

ax) _

4.6.5. Gleichungen fur die mikrobielle Aufnahme stickstoffhaltiger Verbindungen
Das Modell umfasst Massenbilanzen fur Protein sowie fur die 16 Aminosauren:
Asparaginsaure, Glutaminsaure, Serin, Histidin, Glycin, Threonin, Arginin, Alanin, Tyrosin,
Methionin, Valin, Tryptophan, Phenylalanin, Isoleucin, Leucin und Lysin. Die Aminosauren
Alanin, Serin und Cystein sind fur den Stoffwechsel von Lactobacillen von besonderer
Bedeutung [186]. Cystein war jedoch mittels HPLC-Analytik (Kapitel 4.2.3) nicht bestimmbar,
sodass die Massenbilanzen fur Alanin und Serin separat betrachtet werden konnten,
wahrend die Konzentrationen der restlichen 14 Aminosduren in einer Massenbilanz
zusammengefasst wurden. Die Alaninaufnahme (GI. (14)) wurde als unidirektionale Reaktion

1. Ordnung in das Modell implementiert. Die Massenbilanzen fur Serin (Gl. (13)), die

-35-



Material & Methoden

verbliebenen 14 Aminoséuren (Gl. (15)) und die Proteine (Gl. (16)) entsprachen den

Differentialgleichungen 1. Ordnung eines Batch-Prozesses.

d(Ser) _ _n

s . Gl. (13)
d(;ia) = —ky, - Ala Gl. (14)
d(A?tmz) _ _ YX/AETotal % Gl. (15)
d(f;rtot) __ yx/imt X Gl. (16)

4.6.6. Die mathematische Beschreibung der Produktbildung

Der Term fiur die Produktbildung (Gl. (17)) wurde in zwei Teile aufgeteilt: Der erste
Term spiegelte die wachstumsgekoppelte Milchsaureproduktion, entsprechend der
Differentialgleichung 1. Ordnung eines Batch-Prozesses, wider. Der zweite Term entsprach
der wachstumsentkoppelten Milchsaurebildung mit einer Monod-ahnlichen Erweiterung, wie
dies in der Literatur vorgeschlagen wird [187].

%:u-yp/x-x+&f—;(“-x Gl. (17)
4.6.7. Die Gleichung fur die Wachstumsrate des Organismus

Die Wachstumsrate (Gl. (18)) wurde durch eine klassische, Glucose-abhéngige
Monod-Kinetik beschrieben, die um zuséatzliche Terme fur Serin, Aminosauren und Protein
erweitert wurde. AuRerdem wurden zwei hemmende Terme eingefiihrt, die einerseits die
Zellbiomasse-Konzentration und andererseits die Milchsaurebildung betrafen. Der erste
Term berlcksichtigte, dass die Zellkonzentration nicht unendlich exponentiell ansteigt,
sondern sich logistisch der Zellkonzentration X, annédhert, die im stationaren Zustand der
Fermentation maximal erreicht werden kann [185]. Der zweite Term spiegelte die Hemmung
des Bakterienwachstums durch die entstehende Milchsdure (ab einer kritischen
Milchs&urekonzentration Pn) wider, wie dies von Levenspiel vorgeschlagen wurde [188]. Die
Exponenten f (stationdre Zellkonzentration) und h (hemmende Milchsaurekonzentration)
variieren dabei jedoch in Abhangigkeit von der anfanglichen Substratkonzentration und
wurden fir eine vergleichbare Zuckerkonzentration aus der Literatur ibernommen [185].

L= p S4 Ser ASTotal Prot
- Mmax
SstKsy Ser+Kger ASTUtal-I—KASTOtal Prot+Kprot

¢! —%)f (1 —%)h Gl. (18)
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4.6.8. Grenzbedingungen des Modells

Die Konzentrationen von Maltotriose, Maltose und Glucose wurden als 20 g-L*
definiert. Da die Maltooligomere im Prozesszeitraum nicht komplett verbraucht wurden,
wurden hierfir die empirisch ermittelten Werte am Ende der Fermentationen eingesetzt, d.h.
>4,76 g-.L* (MB), =2 3,38 g-L* (PA) und 2 1,53 g-L! (WeBo).
4.6.9. Initialisierungsbedingungen des Modells

Modelle mussen in Berkeley Madonna initialisiert werden [189]. Bei den
Initialisierungsbedingungen handelt es sich um die numerischen Werte, mit denen der erste
Integrationsschritt ausgefuhrt wird. Im vorliegenden Modell handelte es sich hierbei um die
Konzentrationen fir Biotrockenmasse (X), die Substrate Maltooligomere (S:), Maltotriose
(S2), Maltose (Ss), Glucose (S.), Gesamt-Kohlenhydrate (Stow), Alanin (Ala), Serin (Ser),
Gesamt-Aminosauren (AStotl), Proteine (Prot) und das Produkt Milchséure (P). Diese Werte
wurden aus den empirischen Messwerten der zugrundeliegenden Fermentation
tibernommen und sind in Tabelle 4 dargestellt. Uberdies werden in Tabelle 4 die bendtigten
Konstanten und Raten dargestellt, bei denen es sich um die folgenden GréRen handelt: Einen
Faktor fur den Substratbedarf der wachstumsentkoppelten Produktbildung (B), die
Reaktionskonstanten der unidirektionalen Reaktionen 1. Ordnung (ki), die maximale
spezifische Wachstumsrate (Umax), die Zellbiomasse/Substrat-Ausbeute bezogen auf
Glucoseaquivalente (Yxis4) und die Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute Ypix. Diese Konstanten

und Raten wurden gemaf Kapitel 4.9.1 bestimmit.

Tabelle 4: (Teil 1) Initialisierungsbedingungen (d.h. Startkonzentrationen) sowie Raten & Konstanten fir die
Simulationen mit unverdiinntem MB- bzw. PA-Presssaft und verdiinntem WeBo-Presssaft: X, Biotrockenmasse;
S1, Maltooligomere; Sz, Maltotriose; Ss, Maltose; Sa, Glucose; Stota, Gesamt-Kohlenhydrate bezogen auf
Glucosedaquivalente; Ala, Alanin; Ser, Serin; AStota, Gesamt-Aminosauren; Prot, Protein; B, Faktor fir den
Substratbedarf der wachstumsentkoppelten Produktbildung; ki, Reaktionskonstanten der unidirektionalen
Reaktionen 1. Ordnung; pmax, maximale spezifische Wachstumsrate; Yxss4, Zellbiomasse/Substrat-Ausbeute
bezogen auf Glucoseaquivalente; Yeix, Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute; MB, Maibock; PA, Pale Ale; WeBo,
Weizenbock [82].

Parameter / Einheit MB PA WeBo

X /gLt 0,129 0,179 0,118 £ 0,02
S:/glL? 20,25 20,74 5,31+0,14
S, /gLt 10,61 8,82 3,37 +1,68
S;/gL? 41,31 49,56 11,9+ 1,65
S,/ gLt 17,34 22,88 6,12 + 3,02
Stotal / g-L? 93,44 107,17 26,28 + 3,98
Ala/g-L? 0,141 0,037 0,038
Ser /g-L? 0,338 0,091 0,088
AStota/ g-L? 6,78 1,594 1,519
Prot / g-L* 0,459 0,281 0,164
P/gL? 0,29 0,09 0,06 + 0,03
B/dracgetml-h? 0,9 0,9 0,9
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Tabelle 4: (Teil 2) Initialisierungsbedingungen (d.h. Startkonzentrationen) sowie Raten & Konstanten fur die
Simulationen mit unverdiinntem MB- bzw. PA-Presssaft und verdiinntem WeBo-Presssaft: X, Biotrockenmasse;
S1, Maltooligomere; Sz, Maltotriose; Ss, Maltose; S, Glucose; Stota, Gesamt-Kohlenhydrate bezogen auf
Glucoseaquivalente; Ala, Alanin; Ser, Serin; AStota, Gesamt-Aminosauren; Prot, Protein; 8, Faktor fir den
Substratbedarf der wachstumsentkoppelten Produktbildung; ki, Reaktionskonstanten der unidirektionalen
Reaktionen 1. Ordnung; pmax, maximale spezifische Wachstumsrate; Yxss, Zellbiomasse/Substrat-Ausbeute
bezogen auf Glucoseaquivalente; Ypix, Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute; MB, Maibock; PA, Pale Ale; WeBo,
Weizenbock.

ki/h? 0,074 0,107 0,08 £ 0,01
ko /ht 4 4 4
ks/h' 0,289 0,282 0,315+ 0,06
Kaia/ h 0,472 0,472 0,472
Mmax / h1 0,46 0,49 0,43 +£0,08
Yxisa ! gBTm'gGmcose'l 0,083 0,05 0,085 + 0,02
Ypix / gLac-gBTM‘l 8,865 8,68 9,34 + 0,47

4.7. Verwertung des Treberriickstandes mit Cellulomonas uda

Der Organismus Cellulomonas uda wurde verwendet, um den Treberfeststoff zur
Umwandlung in die Produkte einer klassischen Gemischtsduregarung zu nutzen —
vornehmlich aber zur Herstellung von Essigsaure und Ethanol [190]. Zu diesem Zwecke
wurde das Wachstumsverhalten der Bakterien zunachst unter aeroben und anaeroben
Bedingungen charakterisiert. Um die Fermentation weiter zu optimieren, wurden in einem
folgenden Schritt 20 anaerobe Fermentationen durchgefiihrt, welche mit den rémischen

kleinen Ziffern (i) bis (xx) gekennzeichnet sind und in Abbildung 12 visualisiert werden.

4.7.1. Stammhaltung

Cellulomonas uda DSM 20108 wurde von der Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ GmbH, Braunschweig, Deutschland) bezogen. Die
Zellen wurden unter aeroben Bedingungen in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 in einer
Suspension mit 5 Gew.-% MB-Treber kultiviert. Nach viertagiger Inkubation wurden Aliquote
der Suspension entnommen und mit einem gleichen Volumen sterilen 80 Vol.-% Glycerins
vermischt. Die Cryo-Kulturen wurden mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.7.2. Aerobe und anaerobe Treberfermentationen im Kolbenmalfistab

Bei den Fermentationen im Kolbenmalfistab kamen sowohl aerobe als auch anaerobe
Bedingungen zum Einsatz: Aerobe Fermentationen wurden in 500 mL Erlenmeyerkolben
mit Schikanen (Erlenmeyer flask, Duran Produktions GmbH & Co. KG, Mainz, Deutschland)
durchgefuhrt, welche mit Baumwollstopfen verschlossen wurden. Fir anaerobe
Fermentationen  wurden 250 mL  Kolben  (Schikanenkolben GL 45  Gewinde,
DWK Life Sciences, Wertheim/ Main, Deutschland) verwendet. Beide KulturgefaRe sind in
Abbildung 11 abgebildet.
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Abbildung 11: KulturgefaRe fur C.uda unter aeroben (Mitte) und anaeroben
Bedingungen (links und rechts); Bild: Malte Nestriepke.

Die Sterilisation und Anaerobisierung des Kulturmediums wurden analog zu Kapitel
4.5.1 durchgefuihrt. Bei beiden Kultivierungsmethoden wurde 100 mL eines Mediums,
bestehend aus 5 Gew.-% MB-Treber, 5 g-L* Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4,
verwendet. Nach Inokulation durch eine Cryo-Kultur (Kapitel 4.7.1), wurden die Kulturen bei
einer Temperatur von 30 °C, einer Schiittlerfrequenz von 120 rpm und einem Hub von 25 mm
im Schittelinkubator kultiviert. Der pH-Wert wurde manuell alle 24 h angepasst. Das
bendtigte Volumen des Korrekturmittels ergab sich aus der, empirisch durch Titration
ermittelten, Gl. (19).
VNaon = % *Vikuttur st Gl. (19)
4.7.3. Fermentation im Mineral-Medium

Zu Vergleichszwecken wurde C. uda in einem Medium aus 0,2 M MOPS-Puffer bei
pH = 7,4 in einem 250 mL Kolben (Schikanenkolben GL 45 Gewinde, DWK Life Sciences,
Wertheim/  Main, Deutschland) kultiviert. Das Fermentationsmedium  dieser
Referenzfermentation (i) enthielt neben dem Puffer die folgenden Bestandteile [Angaben in
g-L™Y]: Cellulose [10], NaCl [1,5], (NH3)2S04 [6,2], Na2HPO4 [9,1], KH2PO4 [0,9], EDTA [0,05],
MgSO47 H.O [0,2], ZnSO47 H,O [0,008], FeSO47 H20 [0,02], MnSO4H-0 [0,015],
CaCly-2 H,0 [0,026], Hefeextrakt [0,3], Biotin [0,001], Thiamin [0,001]. Die Vitamine wurden
sterilfiltriert hinzugegeben (Spritzenvorsatzfilter 0,22 um steril, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) — die Sterilisation der restlichen Medienbestandteile erfolgte analog zu Kapitel
4.5.1. Die Zellen wurden zunachst fur drei Tage aerob kultiviert, dann fir 2 h Gber eine Kanile
mit Stickstoff begast, das Kulturgefaf3 mit einem Septum verschlossen und anaerob weiter
kultiviert [146].
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4.7.4. Optimierung der Fermentation im Kolbenmal3stab

Die anaeroben Fermentationen, welche in Kapitel 4.7.2 beschrieben wurden, wurden
weitergehend optimiert, wodurch drei Ziele erreicht werden sollten: (a) Einerseits sollte die
metabolische Reaktion des Organismus auf veranderte Kultivierungsbedingungen
untersucht werden. (b) Des Weiteren sollten die finalen Produktkonzentrationen gesteigert
werden und (c) nicht zuletzt sollten Strategien zur Unterdriickung der Nebenproduktbildung
erprobt werden. Zu diesem Zwecke wurden zahlreiche Variationen, unter Anderem beziglich

Medien- und Kopfraumzusammensetzung, hydrothermaler, enzymatischer und extraktiver

Vorbehandlung des Trebers sowie Feststoffbeladung des Trebers, getestet.
(i)

N,

(ii)
N2

(vi) | (vii)
N,

(iif)
co,

(v)
N,

(x)
N,

(xiii) | (xiv) | (xv) | (xvi)
N, N, N, N,

H

[ Bestandteile des Standard-Mediums [ pPH=5,0 [l Cellulase

[ ] Hefeextrakt [rH=74 [ Hemicellulase
Bl oxidationsmittel K;FeCN, i rH=9.0

Bl Reduktionsmittel Cys-HCI

Abbildung 12: Optimierungsansatze der Fermentationen mit dem festen Treberrickstand: (i)
Referenzfermentation mit Standard-Mineral-Medium, (ii) Referenzfermentation mit Treber, (iii) Einsatz von CO2
im Kopfraum, (iv) Einsatz von Hefeextrakt, (v) Einsatz von Hefeextrakt und Oxidationsmittel, (vi) Einsatz von
Hefeextrakt und Reduktionsmittel, (vii) pH = 5,0, (viii) pH = 9,0, (ix) Switch des pH-Wertes, (x) Einsatz eines
technischen Cellulasemixes, (xi) Einsatz eines technischen Hemicellulasemixes, (xii) Einsatz eines Cellulase-
und Hemicellulasemixes, (xiii) OS-Aufschluss + Zusatz von Hefeextrakt und Reduktionsmittel, (xiv) OS-
Aufschluss, (xv) Verwendung nicht-gepressten MB-Trebers, (xvi) Nutzung von HE-Treber, (xvii) Nutzung
lipidfreien HE-Trebers, (xviii) Fermentation mit 15 Gew.-% MB-Treber im Bioreaktor, (xix) Fermentation mit
20 Gew.-% MB-Treber im Kolbenmalfistab, (xx) Fermentation mit 25 Gew.-% MB-Treber im Kolbenmaflstab.
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Neben der Kultivierung im cellulosehaltigen Standard-Mineral-Medium (i), wurde eine
weitere Referenzfermentation mit Treber durchgefihrt (ii). Diese Fermentation wurde mit
einem Basis-Medium durchgefiihrt, welches aus 5 Gew.-% (gepresstem) MB-Treber in
0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 unter No-Atmosphare bestand. Zur Untersuchung der oben
genannten Fragestellungen wurde dieses Medium folgendermalRen abgedndert: In der
dritten Fermentation (iii) wurde CO; im Kopfraum anstelle des zuvor verwendeten N
eingesetzt. In weiterfihrenden Versuchsansatzen wurde zudem die Zugabe von Hefeextrakt
(iv), Hefeextrakt + Oxidationsmittel KsFeCNsg (v) und Hefeextrakt + Reduktionsmittel Cys-HCI
(vi) untersucht. Um den Einfluss des pH-Wertes zu beleuchten, wurden die Bedingungen aus
Fermentation (vi) zudem bei verringertem pH =5 (vii) und erhéhtem pH = 9 (viii) analysiert.
Des Weiteren wurden die Effekte untersucht, die auftreten, wenn der pH-Wert wéhrend der
Fermentation von anféanglich pH = 7,4 auf pH = 5,0 abgesenkt wird (ix), da sich von all diesen
Variationen Auswirkungen auf den Zentralstoffwechsel und somit die Produktsekretion des
Organismus erhofft wurden.

Um den mikrobiellen Abbau des Trebers zu unterstiitzen, kamen in Fermentation (x)
kommerzielle Cellulasen zum Einsatz, in Fermentation (xi) wurden kommerzielle
Hemicellulasen genutzt und in Fermentation (xii) wurde eine Kombination der beiden
Enzymklassen eingesetzt. Beide Enzymmixturen (Cellulase: NS22192 bzw. Hemicellulase:
NS22083, Novozymes A/S, Bagsvaerd, Danemark) wurden in einer Konzentration von
0,08 genzym'Orrebert  ZzUgegeben. In weiterfihrenden Versuchen sollte die bakterielle
Treberdegradation erleichtert werden, indem der Treber vor der Fermentation einer
Organosolv-Behandlung (OS) mit einem 50 Vol.-% Ethanol-Wasser-Gemisch bei T = 160 °C
fur 10 min in einem Hochdruck-Laborreaktor (BR 500, Berghof Products + Instruments
GmbH, Eningen, Deutschland) unterzogen wurde. Hierbei wurden sowohl die
Aufschlussparameter als auch die folgenden Prozessschritte zur Abtrennung von Ethanol
und hydrothermalen Degradationsprodukten aus der Literatur tbernommen [85]. Diese
Fermentationen wurden einerseits unter Zusatz von Hefeextrakt + Cys-HCI (xiii) als auch mit
dem Basis-Fermentationsmedium (xiv) durchgefiihrt. Des Weiteren wurde ermittelt, welche
Effekte auftreten, wenn der Pressschritt zur Abtrennung der I6slichen Treberbestandteile (wie
in Kapitel 4.1.3 beschrieben) nicht durchgefihrt wurde, da dies fir die holistische Nutzung
von Biertreber im Rahmen eines Bioraffinerie-Konzeptes von Interesse war (xv). Schlief3lich
wurden Experimente mit abgepresstem HE-Treber unter Einsatz von Hefeextrakt (xvi) bzw.
unter identischen Bedingungen — jedoch mit lipid-extrahiertem HE-Treber (xvii) -
durchgefuhrt. Mit diesen Experimenten sollten zwei Fragestellungen adressiert werden:
Einerseits sollte untersucht werden, ob die Fermentation auf den Treber eines anderen
Braugangs (mit anderer Zusammensetzung) Ubertragen werden konnte. Andererseits sollte

der Fragestellung nachgegangen werden, ob die 6konomisch interessante Lipidfraktion des
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Trebers vor der Fermentation extraktiv entfernt werden konnte bzw. welche Auswirkungen
dadurch auf die Fermentation entstehen wirden. Schlussendlich wurde die
Feststoffbeladung der Fermentationen erhtht, da hohe Substratbeladungen haufig in
Zusammenhang mit hohen Produktkonzentrationen gebracht werden. Wahrend eine
Fermentation mit 15 Gew.-% MB-Treber (xviii) im Reaktor durchgefihrt wurde
(Erlauterungen im nachfolgenden Kapitel 4.7.5), wurden die Fermentationen mit 20 Gew.-%
(xix) bzw. 25 Gew.-% MB-Treber (xx) — analog zu den bereits beschriebenen Versuchen —
im Kolbenmalf3stab durchgefihrt.

Sofern dem Fermentationsmedium Zusatze supplementiert wurden, kamen in allen
Versuchen, mit Ausnahme der Prozesse bei hdheren Feststoffbeladungen, die gleichen
Konzentrationen zum Einsatz: [Angaben g-L!]: Hefeextrakt [5], Cystein-HCI [1] und K3FeCNs
[0,329], wobei die Konzentrationen fir die beiden letztgenannten Stoffe aus Literaturangaben
Ubernommen wurden [180, 191]. In den Fermentationen mit erhéhten Feststoffbeladungen
((xix) und (xx)), wurde die Hefeextraktkonzentration proportional zum Treberanteil auf
20 gLt bzw. 25g-L? erhoht. Alle Experimente wurden in unabhéngigen biologischen
Duplikaten durchgefuhrt, mit Ausnahme der Fermentationen mit OS-behandeltem Treber
((xiii) und (xiv)), die aufgrund von Rohstofflimitierungen als Einzelexperimente durchgefihrt
werden mussten sowie der Referenzfermentation (i), die ebenfalls als Einzelexperiment
durchgefuhrt wurde. Um eine verlassliche Aussage Uber die Treberfermentationen vor der
Optimierung zu erhalten, wurde die Referenzfermentation mit dem Basis-

Fermentationsmedium (ii) in unabhéngigen biologischen Quadruplikaten durchgefiihrt.

4.7.5. Fermentation im Bioreaktor

Die Fermentation mit einer Feststoffbeladung von 15 Gew.-% (xviii) wurde im
Bioreaktor durchgefiihrt, da auf diese Weise Feststoffproben wahrend des laufenden
Betriebs genommen werden konnten. Um eine hohe Zellbiomassekonzentration sowie hohe
Cellulase- und Xylanaseaktivitdten zu erzielen, wurde eine aerobe Vorkultur (100 mL) fir
funf Tage in einem 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikanen, wie in Kapitel 4.7.2
beschrieben, kultiviert. Aliquote, bestehend aus jeweils 25 mL der Vorkultur, wurden zur
Inokulation der Hauptkulturen genutzt, die bei einem Arbeitsvolumen von 350 mL in
Bioreaktoren (Biostat Q Plus, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) kultiviert wurden,
welche in Abbildung 13 zu sehen sind. Die Hauptkulturen bestanden aus 15 Gew.-% Treber,
15 g-L* Hefeextrakt und 1 g-L* Cys-HCl in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4. Der pH-Wert
wurde durch die automatische Zugabe von 5M NaOH mit einer Peristaltikpumpe
gewabhrleistet. Die anaeroben Bedingungen wurden durch einen konstanten Stickstofffluss
von 0,15 NL-min! aufrechterhalten, das Abgas wurde Uber eine Kuhlfalle geleitet und die
Ruhrerdrehzahl wurde auf N =200 rpm eingestellt. Das Experiment wurde in biologischen

Triplikaten durchgefihrt. Durch die Erhdéhung des Feststoffgehaltes von 5 Gew.-%
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(Trebersuspension) auf 15 Gew.-% entstand ein breiférmiges Substrat, wodurch diese

Fermentation die formale Definition einer Feststofffermentation erfillte [192].

Abbildung 13: Biostat-Reaktorsystem

4.7.6. Aufklarung des Zentralstoffwechsels von C. uda

Da der Zentralstoffwechsel von C. uda bis dato noch nicht bekannt war, wurde er
mittels bioinformatischer Methoden durch Genhomologien zu den verwandten Stammen
Cellulomonas gilvus, Cellulomonas fimi und Cellulomonas flavigena aufgeklart. Dazu wurde
das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) verwendet, das online auf der Website des
National Center for Biotechnology Information (NCBI, Rockville Pike, USA) verflgbar ist. Die
Sequenzidentitat wurde einerseits fir die kompletten Genome ermittelt und andererseits flr
annotierte Gene des Zentralstoffwechsels, die fur die drei artverwandten Organismen in der
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-Datenbank (KEGG) vorhanden waren. Zur
Aufklarung des Zentralstoffwechsels von C.uda wurde ein Nukleotid-Blast zwischen
annotierten Genen von C. gilvus (CP002665.1), C. fimi (CP002666.1) und C. flavigena
(NC_014151.1) und einer Shotgun-Sequenz von C. uda durchgefiihrt, die im NCBI verfigbar
ist (NZ_BJLP00000000.1). Wurden signifikante Ahnlichkeiten festgestellt (in diesem Fall:
80,21% < Sequenzidentitat < 93,29%), wurde postuliert, dass die Enzyme der
zugrundeliegenden annotierten Gene aus C. gilvus, C. fimi und/oder C. flavigena auch in

C. uda vorhanden sein konnten.

4.7.7. Bestimmung der Zellzahl

Das Wachstum der Mikroorganismen in den  Suspensions-  bzw.
Feststofffermentationen wurde Uber zwei Methoden ermittelt: (a) Einerseits wurde die
optische Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm mit einem UV-Spektralphotometer

bestimmt. Aufgrund der Feststoffpartikel wurde die Suspension davor stark verdinnt. Dazu
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wurden 0,1 g der Zellsuspension mit 0,9 mL MOPS-Puffer gemischt. Diese ,quasi‘ 1:10-
Verdinnung wurde weiter auf 1:100 verdinnt. Die Tribungsmessung erfolgte nachdem die
Probe zunachst durchmischt und dann fur 30 s vibrationsfrei gelagert wurde, da die
Treberpartikel deutlich schneller sedimentierten als die Zellen. (b) Andererseits wurde die
Zellzahl durch Auszahlung einer Zahlkammer (Neubauer improved 0,0025 mm?,
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda Konigshofen, Deutschland) unter einem
Lichtmikroskop bestimmit.

Fur eine Fermentation mit 5 Gew.-% Treber und 5 g-L? Hefeextrakt in aerobem
MOPS-Puffer bei pH = 7,4 wurde eine Korrelation der beiden Methoden fiir zwei biologische
Replikate aufgenommen. Diese Korrelation wurde auf alle, in dieser Arbeit gezeigten,

Wachstumsverlaufe der Suspensions- bzw. Feststofffermentationen tbertragen.

4.7.8. Bildgebende Verfahren

Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden mit dem Lichtmikroskop Eclipse Ni mit einer
DS-11  Kamera aufgenommen, die mit einem  Wasserimmersionsobjektiv
40 x 0,65 «~/0,17 WD 0,56 ausgestattet war (alle Komponenten von der Nikon Group, Tokio,
Japan).

Des Weiteren kam die Methode der Konfokalen Laser-Scanning Mikroskopie (CLSM)
zum Einsatz. Daftr wurde 1 mL der Kulturbrihe mit 3 uyL 5 mM grin-fluoreszierender
Nukleinsaurefarbelésung (Syto 9, Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) versetzt. Nach
einer Inkubationszeit von 15 min im Dunkeln und Zentrifugation wurde das Pellet zweimal mit
0,2 M MOPS-Puffer pH = 7,4 gewaschen. Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem
konfokalen Laser-Scanning Mikroskop (SP51l, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland) mit einem 63 x 0,9 Wasserimmersionsobjektiv aufgenommen. Dabei kam ein
Argonlaser bei 15% AOTF@15% Laserpower bei einer Anregungslaserlinie von 488 nm und
einer Detektion zwischen 500 nm und 560 nm zum Einsatz. Die Bildgro3e betrug 4096 px in
x- und y-Richtung.”

4.7.9. 2D-Fluoreszenzspektroskopie

Mit einem 2D-Fluoreszenzspektrometer (LS 55, Perkin Elmer Inc., Waltham, USA)
wurden  Fluorophore in  der Fermentationsbrihe der  Suspensions-  bzw.
Feststofffermentationen nachgewiesen. Dazu wurden 0,2 mL der Fermentationsbriihe in
eine 96-Well-Platte (Black plate clear bottom with lid, Corning Inc., New York, USA) gegeben
und bei Exzitationswellenldngen zwischen 200 nm und 600 nm mit einer Schrittweite von
10 nm angeregt. Das emittierte Licht wurde im Bereich zwischen 200 nm und 600 nm mit
einer Schrittweite von 0,5 nm detektiert. Dabei wurde die ,slit width“ sowohl flir Exzitations-

als auch fir die Emissionsseite auf einen Wert von ,sieben® und der ,gain“ auf ,medium*

* Die Messungen wurden in Kooperation mit Jonas Chodorski (Lehrgebiet Bioverfahrenstechnik)
durchgefihrt.
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gesetzt. Einige der resultierenden Heatmaps, sowohl fir aerobe als auch fiir anaerobe
Fermentationen, sind in Abbildung A 1 zu finden. Zwei Emissionsmaxima im Bereich
zwischen Ex = 210 nm — 360 nm und Em = 350 nm — 480 nm wurden Pyridoxin zugeordnet
und ein Peak im Bereich zwischen Ex = 240 nm — 310 nm und Em = 300 nm — 450 nm wurde
als Tryptophan identifiziert. Mittels eines Umrechnungsfaktors, der aus dem
Tryptophangehalt von Gerstenprotein bestimmt wurde [41], konnte im Anschluss der

Proteingehalt in der Fermentationsbriihe gemaf Gl. (20) ermittelt werden.

1

CTreberprotein = — " Crrp Gl. (20)
XTrp/Gerstenprotem

Kalibrationen wurden mit reinem Tryptophan bzw. Pyridoxin in einem Bereich
zwischen 2 mg-L? und 25 mg-L? erstellt. Dabei wurde jeweils das Peakvolumen mit der
Konzentration der zugrundeliegenden Substanzen korreliert. Quantitative Werte fir Protein
(Tryptophan) und Pyridoxin wurden immer aus den Subtraktionsspektren zwischen
Fermentationsprobe und dem Spektrum des urspriinglichen Fermentationsmediums (vor der
Inokulation) berechnet. Die Integration der Peakvolumina erfolgte mit einem Tool, welches
von Malte Nestriepke im Rahmen seiner Bachelorarbeit entwickelt worden war [193].

4.7.10.Bestimmung der Enzymaktivitat

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat von, durch C.uda exprimierten,
Enzymen, wurde sowohl ein Cellulase- als auch ein Xylanase-Assay durchgefiihrt.

Als Grundlage zur Bestimmung der Cellulase-Aktivitat diente ein Filter-Paper-Assay,
wie von der NREL beschrieben [194]. Allerdings wurde der Assay an die Anforderungen des
vorliegenden Prozesses auf die folgende Weise angepasst: (a) Anstelle von Citrat-Puffer
wurde 0,2 M MOPS-Puffer pH = 7,4 genutzt. (b) 1 mL MOPS-Puffer, 1 mL Kulturbrithe und
6 cm? Filterpapier (Whatman grade 1, Whatman plc, Little Chalfont, Gro3britannien) wurden
bei 40 °C und 1400 rpm fir 240 min inkubiert (Thermomixer compact, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland).

Zur Bestimmung der Xylanase-Aktivitat wurde ein bereits bestehendes Protokoll an
den vorliegenden Prozess angepasst [152]: (a) Anstelle von Phosphatpuffer wurde 0,05 M
Natriumcitratpuffer pH = 5 verwendet, um die 0,7 Gew.-% Xylanldsung herzustellen. (b) 1 mL
Xylanlésung und 1 mL der Kulturbriihe wurden fir 90 min bei 50 °C und 1400 rpm inkubiert.

Fur beide Assays wurde die enzymatische Reaktion nach der Inkubationszeit durch
Erhitzen der Probe fur 10 min auf 95 °C abgestoppt. Die Konzentrationen der freigesetzten
monomeren Zucker wurde gemal Kapitel 4.2.2 bestimmt; die Enzymaktivitat A ergab sich

aus diesen Zuckerkonzentrationen analog zu Gl. (21).

A= (czucker,Assay—0,5'Czucker Fermentation)'V Assay -16.67 Gl. (21)

MZucker'tAssay
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4.8. Ubertragung der entwickelten Strategien auf Wiesenschnitt

Um die Ubertragbarkeit der entwickelten Fermentationsstrategien auf eine weitere
Biomasseart zu testen, wurde Wiesenschnitt — analog zu Biertreber — in eine feste und in
eine flissige Fraktion aufgeteilt (Kapitel 4.1.3). AnschlielBend wurden sowohl die submersen
Fermentationen  mit L. delbrueckii subsp. lactis  (Kapitel 4.5) als auch die
Suspensionsfermentation mit C. uda (Kapitel 4.7) in der beschriebenen Form untersucht.
Dabei kam es zu geringfligigen Unterschieden in der Durchfihrung, welche im Folgenden

genannt werden sollen.

4.8.1. Prozessschema

Zur Herstellung von Presssaft aus Wiesenschnitt wurde stets die Tinkturenpresse
verwendet (vgl. Abbildung 6 A). Dabei wurden je ein Wiesenschnitt aus dem Friuhjahr (F) und
ein Wiesenschnitt aus dem Herbst (H) untersucht.

4.8.2. Analytik

Zur Analyse von organischen Sauren, Zuckern, Ethanol und Aminosauren wurden die
beschriebenen Analysemethoden verwendet (Kapitel 4.2). Im Wiesenschnittpresssaft
befanden sich, im Gegensatz zum Treberpresssaft, jedoch keine a-1,4-verknipften
Abbauprodukte der Starke. Stattdessen wurden die Zucker Glucose, Fructose und
Saccharose identifiziert und quantifiziert.
4.8.3. Fermentationen mit Wiesenschnittpresssaft

Im Gegensatz zu den Treberpresssaftfermentationen wurden die Fermentationen in
biologischen Triplikaten im Biostat-Reaktorsystem (Abbildung 13) durchgefuihrt und nicht wie
zuvor im RALF-Reaktorsystem (Abbildung 8). AuBerdem wurde die zweite Vorkultur (VK2)
nicht in MRS-Medium, sondern bereits in H-Presssatft kultiviert, um die Lag-Phase wahrend
der Hauptkultur moglichst kurz zu halten. Der weitere Zusatz von Néahrstoffen (z.B. in der

Form von Hefeextrakt oder Mineralien) war nicht notwendig.

4.8.4. Fermentationen mit abgepresstem Wiesenschnitt

Die, in Kapitel 4.7 beschriebenen, Fermentationsstrategien zur Nutzung des
abgepressten Biertrebers konnten ohne Veranderungen auf Wiesenschnitt Ubertragen
werden. Die Fermentationen wurden im Kolbenmal3stab in biologischen Duplikaten
durchgefuhrt. Dabei wurden Fermentationen mit 5 Gew.-% bzw. 15 Gew.-% abgepresstem
H-Wiesenschnitt, 5 bzw. 15 g-L* Hefeextrakt und 1 g-L* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer bei
pH = 7,4 in unabhéngigen biologischen Duplikaten durchgefiihrt.

4.9. Bestimmung bioverfahrenstechnischer KenngréR3en fur die Prozesse
Die Bestimmung bioverfahrenstechnischer Kenngrof3en (Ausbeuten, Raten, etc.) ist
wichtig, sofern Prozesse miteinander verglichen werden und quantitative Aussagen getroffen

werden sollen. AuRerdem sind sie unerlasslich, sofern Modellierungsanséatze verfolgt
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werden. Zur Bestimmung dieser GréRen wurden in den Submers- bzw. Suspensions- oder
Feststofffermentationen unterschiedliche Strategien genutzt.
4.9.1. Bestimmung in den Submersfermentationen

Die Zellbiomasse/Substrat-Ausbeuten Yxis, Yxiser, Yxias Total UNd Yxprot SOWie die
Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute Ypx wurden empirisch durch lineare Regression oder einen
Differenzenquotienten in der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt, wobei gilt:
Yxs = Ysix?, etc. Die Prozessausbeute Yps wurde durch einen Differenzenquotienten
bestimmt. Sofern oligomere Zucker als Substrat verwendet wurden, wurde die Ausbeute in
Bezug auf die Molekulargewichte in der hydrolysierten (d.h. monomeren) Form berechnet.
Die maximale spezifische Wachstumsrate pmax Wurde durch Regression in der exponentiellen
Wachstumsphase bestimmt. Die Produktivitdit des Prozesses wurde durch einen
Differenzenquotienten in den ersten 11 h (bei verdinnten Presssaften) bzw. 14 h oder
15 h (bei unverdinnten Presssaften) bestimmt. Zellbiomassespezifische
Substratverbrauchs- (gs) und Produktbildungsraten (gr) wurden gemalf3 Gl. (22) und Gl. (23)

aus Wachstumsrate und Ausbeute berechnet [195].

s = Wmax * Y:S‘/X Gl. (22)
dp = Vmax " YP/X Gl. (23)

4.9.2. Bestimmung in den Suspension- bzw. Feststofffermentationen

Die Bestimmung der Zell- und Produktausbeuten bezogen auf den Einsatz
lignocellulosehaltiger Biomasse (Yxs und Yp;s) in Fermentationen mit festem Substrat ist nicht
trivial, da die Bestimmung der Substratzusammensetzung gemaR Kapitel 4.3 die
Veradnderung der prozentualen Zusammensetzung des Rohstoffes darstellen kann, aber
keine absoluten Aussagen lber den Abbau des Substrates zuldsst. Deshalb wurde der
Abbau des Trebers (bzw. des Wiesenschnitts) und die resultierende Akkumulation von Zellen
sowohl in einer aeroben als auch in einer anaeroben Fermentation bestimmt, welche analog
zu Kapitel 4.7.2 in biologischen Duplikaten durchgefihrt wurden. Allerdings wurden wéhrend
der Fermentation keine Proben fir analytische Zwecke genommen (um keinen Feststoff aus
dem Kulturgefal® auszutragen). Lediglich der pH-Wert wurde alle 24 h (gemalR Kapitel 4.7.2)
reguliert. Nach vierzehntagiger Inkubationszeit wurde die gesamte Fermentationsbriihe fr
45 min bei 4200 x g zentrifugiert, was zu drei Phasen fuhrte: (a) Die unterste Phase, welche
die Treberpartikel (bzw. die Wiesenschnittpartikel) beinhaltete, (b) die mittlere Phase mit den
Zellen und (c) die obere, fliissige Phase. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in ein separates, zuvor ausgewogenes, Gefald Uberfihrt.
Daraufhin wurde die unterste, Treber- bzw. Wiesenschnitt-haltige Phase mit deionisiertem

Wasser gewaschen, wobei diese Prozedur insgesamt dreimal wiederholt wurde. Im
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Anschluss wurde die Fraktion der Zellen sowie der lignocellulosehaltigen Biomasse fiir 48 h
bei 50 °C getrocknet und gravimetrisch bestimmt. Die ,Konzentration“ der lignocellulosen
Bestandteile konnte dann gemaR Gl. (24) bestimmt werden. Sofern es zu einer
Uberbestimmung der analysierten Komponenten kam, d.h. sofern die Summe aller
Einzelkomponenten die 100%-Marke Uberschritt, wurden die Bestandteile auf 100% normiert
und die sonstigen Bestandteile auf 0% gesetzt. Dies traf allerdings nur auf den Bischoff-
Treber (B) mit 107%, den Weizentreber (W) mit 103% und den Herbst-Wiesenschnitt (H) mit
101% zu.”

_ MBiomasse,14d
CRiomassebestandteil — CBiomasse,Od XBiomassebestandteil Mai GI- (24)
Biomasse,0d

Auf diese Weise wurden ebenfalls die Zell- und Produktausbeuten gemaR Gl. (25) und
Gl. (26) berechnet.

MZellen,14d—MZellen,0d
YX/S — Zellen,14 Zellen,0 GI (25)

MBiomasse,0d —MBiomasse,14d

Mprodukt,14d ~MProdukt,0d
Yp 5 = —rod rodu Gl. (26)
mp; —mg;
iomasse,0d Biomasse,14d

Sofern Feststoffproben wéhrend einer Fermentation genommen und hinsichtlich der
Zusammensetzung der lignocellulosehaltigen Biomasse untersucht wurden, wurde eine

lineare Abnahme des Trebers im Zeitraum der Kultivierung angenommen.

* Die Analyse des He-, W- und B-Trebers erfolgte in Kooperation mit Jens Weiermdiller (Lehrgebiet
Bioverfahrenstechnik, TUK).
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5.Ergebnisse und Diskussion

5.1. Rohstoffanalyse von Biertreber unterschiedlicher Braurezepturen

Sofern lignocellulosehaltige Biomasse, wie z.B. Biertreber, in
bioverfahrenstechnischen Prozessen Anwendung finden soll, stellt die Inhomogenitat des
Rohstoffes aufgrund von Spezies-spezifischen Unterschieden, Erntezeitpunkt, Geologie des
Herkunftsorts oder Gewebetyp ein grof3es Problem dar [196]. Im Vergleich zu anderen
Biomassearten wird die Inhomogenitat des Rohstoffes im Falle von Biertreber zuséatzlich
erhoht, da im Brauprozess eine Mischung verschiedener gemalzter und nicht-gemalzter
Getreidesorten eingesetzt wird (neben Gerste/ Weizen u.A. auch Hafer, Roggen und Dinkel),
welche von Braurezeptur zu Braurezeptur stark variieren kann (vgl. Tabelle 3). AuRerdem
haben die Prozessschritte wéhrend des Brauens (z.B. Malzen, Maischen und Lautern) einen
weiteren signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung des Biertrebers. Da die
GroRenverteilung der Malzschiittung und somit des Biertrebers von sehr feinen Partikeln
(Pudermenhl) bis hin zu deutlich grof3eren Partikeln (Spelzen) reicht, kann selbst die
Schichtung im Lauterbottich (oben/unten) die Analyse der Bestandteile beeinflussen [13, 16].
Deshalb soll in den folgenden Kapiteln eine detaillierte Analyse von sechs Biertrebern
unterschiedlichster Braurezepturen aus eigener Herstellung und eines kommerziellen
Biertrebers erfolgen [197-200].

5.1.1. Die Trockenmassezusammensetzung des Biertrebers

Biertreber enthalt in der festen Fraktion, d.h. nach Abtrennung des Treberpresssaftes
(Kapitel 4.1.3) die Hauptbestandteile Cellulose, Hemicellulose, Protein, Lipid, Asche sowie
einen geringen Prozentsatz sonstiger, nicht genauer spezifizierter Bestandteile, wobei die
Gesamtheit dieser Komponenten (d.h. die Trockenmasse des Trebers) nur etwa ein Viertel
des Nasstreber-Gewichts ausmacht. Entsprechend wurde der Feuchtegehalt der sieben
analysierten Biertreber in der vorliegenden Arbeit mit 75 — 80 Gew.-% bestimmt, was auch
in der Literatur als gangiger Wert angegeben wird [16, 21, 27-29]. Werden diese festen
Bestandteile der Trebertrockenmasse betrachtet (Abbildung 14), so wird ersichtlich, dass die
Summe aus Cellulose, Hemicellulose und Protein bei den untersuchten Trebern bis zu 75,8%
(W), mindestens jedoch 56,8% (WeBo) der Trockenmasse ausmachte. Insbesondere
Cellulose und Hemicellulose sind hierbei von besonderer Bedeutung fir
bioverfahrenstechnische Prozesse, da es sich um Kohlenhydrate — und somit um prinzipiell
mikrobiell verwertbare Kohlenstoffquellen — handelt. Einen weiteren wichtigen Bestandteil
stellen die Proteine dar, da sie als Stickstoffquelle in biotechnologischen Prozessen dienen

kdnnen.
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A) Pale Ale (PA) B) Helles (HE)

C) Bischoff (B) D) Kolsch (KO)

E) Weizen (W) F) Maibock (MB)

G) Weizenbock (WeBo)

[ Cellulose / Gew.-%
I Hemicellulose / Gew.-%
[ |Protein / Gew.-%

Lignin / Gew.-%

[T11] Lipid / Gew.-%

XX Asche / Gew.-%

| |Sonstige / Gew.-%

Abbildung 14: Prozentuale Zusammensetzung einiger Biertreber, nachdem die l6slichen Bestandteile
abgetrennt wurden. Gezeigt werden ausschlielich die festen Bestandteile des Trebers (Grautdne und Weil3) in
Gew.-%. Die Komponenten, die fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung sind, sind im Tortendiagramm
hervorgehoben; Gew.-%, Gewichtsprozent.”

* Die Analyse des He-, W- und B-Trebers erfolgte in Kooperation mit Jens Weiermdiller (Lehrgebiet

Bioverfahrenstechnik, TUK). Die Lipidanalytik des HE-Trebers wurde von Pascal Weingart (Chemie, AG Thiel,
TUK) durchgefiihrt.
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Die Zusammensetzung von Biertreber wurde in der Literatur h&ufig beschrieben,
wobei 12% — 40% fir Cellulose, 12,8% — 28,4% fiur Hemicellulose, 15,2% — 30% fur Protein,
4% — 28% fir Lignin, 5,8% — 18% fur Lipid und 2,4% — 5% flr die Aschefraktion angegeben
werden [13, 21, 27, 38, 41]. Obwohl sich aus den Biertreber-Analysen in der Literatur,
aufgrund der in Kapitel 5.1 genannten Grinde, kein einheitliches Bild ergibt, wird die
Homogenitat von Treber eines Braurezeptes aus einer gleichbleibenden Brauerei als recht
grol3 beschrieben [201]. In der vorliegenden Arbeit wurden Biertreber aus sieben sehr
unterschiedlichen Braurezepten untersucht — die Zusammensetzungen unterschieden sich
zwischen den analysierten Trebern mit 20,2 + 3,0% (Cellulose), 23,9 + 4,5% (Hemicellulose),
21,0 £ 3,2% (Protein), 20,3 £ 4,4% (Lignin), 8,1 £1,0% (Lipid) und 3,4 £0,7% (Asche)
allerdings geringfiigiger, als dies aufgrund der (stark variierenden) Literaturwerte zu erwarten
gewesen ware.

Kurzzusammenfassung:

= FUr bioverfahrenstechnische Anwendungen sind die Komponenten des Trebers Cellulose,
Hemicellulose und Protein besonders relevant. Diese Komponenten machen mindestens
56,8% der festen Trockensubstanz aus.

= Die Zusammensetzung der sieben analysierten Biertreber aus unterschiedlichsten
Braurezepten unterscheidet sich hinsichtlich der festen Bestandteile nur geringftigig.

5.1.2. Die Trockenmasse des Trebers unter Einbeziehung léslicher Anteile

Neben den festen Bestandteilen befinden sich am Biertreber auch zahlreiche |6sliche
Molekiile — der mit Abstand gréRte Anteil entféllt dabei auf Degradationsprodukte der Starke,
die in der Literatur wahlweise als (resistente) Starke, (Malto-)Dextrin, Nicht-Cellulose-
Polysaccharide oder Aquivalente reduzierender Zucker bezeichnet werden [31, 38, 41, 106,
202]. Allerdings wird in einigen Literaturstellen keine Unterscheidung zwischen
a-1,4-verknlpften Starkeabbauprodukten und B-1,4-verknipfter Cellulose getroffen, sondern
stattdessen nur von Glucan gesprochen [18, 92]. Méglicherweise findet sich hierin auch ein
Grund fiur die sehr unterschiedlichen Cellulose-Literaturwerte, welche in Kapitel 5.1.1
berichtet wurden: Bei der Bestimmung des Cellulosegehalts in lignocellulosehaltiger
Biomasse kommt zumeist (wie auch in dieser Arbeit) die Methode der ,Sauren
Totalhydrolyse“ zum Einsatz, bei welcher Cellulose gespalten und von den entstehenden
Glucosemonomeren auf den urspringlichen Cellulosegehalt geschlossen wird (Kapitel
4.3.1). Bei dieser Bestimmungsmethode werden allerdings auch Starkederivate zu Glucose
abgebaut, sofern sie nicht vorab entfernt wurden. Daher kénnen sehr unterschiedliche
Cellulose-Gehalte ermittelt werden, je nachdem wie effektiv die Entfernung dieser
Starkeabbauprodukte vor der Analyse war.

Werden die l6slichen a-1,4-verknlpften Glucosepolymere separat bzgl. des Anteils
an der Trockenmasse des Trebers bericksichtigt, ergibt die Zusammensetzungsanalyse ein

deutlich heterogeneres Bild, als dies beim reinen Feststoff der Fall war: Bevor die Zucker
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Glucose, Maltose, Maltotriose sowie die langerkettigen Maltooligomere gemal Kapitel 4.1.3
durch Pressen entfernt wurden, machte diese Stoffklasse 10,6% (PA), 12,6% (HE), 13,4%
(B), 14,0% (KO), 16,9% (W) bzw. 18,2% (MB) der urspriinglichen Trebertrockenmasse aus
(Abbildung 15). Der Starkeanteil von Biertreber wird in der Literatur mit 1,2% [88],
0,6% — 4,0% [38], 5% [68] und ~10% [203] beschrieben, wobei dieser Starkeanteil nicht
zwangslaufig mit der Gesamtheit der, in dieser Arbeit bestimmten, a-1,4-verknlpften
Glucosepolymere gleichgesetzt werden kann, da unterschiedliche Bestimmungsmethoden
zugrunde liegen. Die Summe aus anhaftenden Zuckern, Cellulose, Hemicellulose und
Protein machte mindestens 66,6% (PA) und maximal sogar 77,8% (W) der Trockenmasse
des Trebers aus. Wenigstens Zweidrittel der Trockensubstanz von nicht-prozessiertem
Biertreber sind somit fur bioverfahrenstechnische Anwendungen von groRem Interesse.
Naturlich befinden sich am Treber auch zahlreiche (Oligo-)Peptide und Aminosauren. Da sie
aber in geringeren Konzentrationen als die Zucker vorkamen, wurden sie fir die gezeigten
Massenbilanzen nicht berticksichtigt.

Im Falle des WeBo-Trebers ergab die Analyse, dass die I6slichen Zucker bereits fir
52,9% des Trockengewichts verantwortlich waren. Dieser hohe Wert war allerdings auf
Probleme beim zugrundeliegenden Brauprozess (und nicht nur auf die Braurezeptur)
zurickzufihren: Einerseits konnten die vorgegebenen Temperaturen im Maischeprozess
nicht vorschriftsgemal eingestellt werden, da die Temperatursteuerung immer wieder
ausfiel, wodurch vermutlich nicht die gesamte Starke zu Zucker abgebaut wurde.
Andererseits war das Malz aufgrund des hohen Weizenanteils recht grob geschrotet worden,
da das Perikarp von Weizenmalz eine sehr harte Schale ausbildet, was die Schroteffizienz
negativ beeinflussen kann [204]. Sofern Malz sehr grob geschrotet ist, kann ein geringerer
Prozentsatz der l6slichen Zucker mit den Nachglissen ausgewaschen werden, da das
Auswaschen des Zuckers durch die geringfligig aufgebrochene Struktur des Korns verhindert
wird, was zu einem ,erheblichen Extraktverlust® flhren kann [16]." Einerseits war beim
Weizenbockbier also weniger Zucker in der Rohwiirze vorhanden und andererseits konnte
dieser Zucker schlecht ausgewaschen werden. Daher war der hohe Stammwiirzegehalt von
17,5 °Brix bereits bei einem geringen Nachgussvolumen von 25 L erreicht (vgl. Tabelle 3),
was den schwerkraft-getriebenen und Lautervolumen-abhangigen Prozess des Ausslif3ens
ebenfalls nicht positiv beeinflusste. Aufgrund dieser Unzulanglichkeiten im Brauprozess
enthielt der WeBo-Treber eine gro3e Menge anhaftenden Zuckers, welcher durch die
Druckausubung bei der Fraktionierung des Biertrebers (Kapitel 4.1.3) aber dennoch in den

Treberpresssaft Uberfuihrt werden konnte.

* Um diesem Effekt zu begegnen, wurde der Weizenanteil in den iibrigen Bieren zweimal geschrotet.
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A) Pale Ale (PA) B) Helles (HE)

C) Bischoff (B) D) Kalsch (KO)

E) Weizen (W) F) Maibock (MB)

I Maltooligomer / Gew.-%

G) Weizenbock (WeBo) - Maltotriose / Gew .-%
Maltose / Gew.-%
Glucose / Gew.-%
[ Cellulose / Gew.-%
I Hemicellulose / Gew.-%
[ | Protein / Gew.-%

Lignin / Gew.-%

||| Lipid / Gew.-%

Asche / Gew.-%

[ | Sonstige / Gew.-%

Abbildung 15: Prozentuale Zusammensetzung einiger Biertreber direkt nach dem Brauprozess, d.h. ohne
vorherigen Pressschritt. Gezeigt werden die Bestandteile des Treberpresssaftes (Griin- und Gelbténe) sowie die
festen Bestandteile (Grautdne und WeiR) in Gew.-%. Die Komponenten, die fir diese Arbeit von besonderer
Bedeutung sind, sind im Tortendiagramm hervorgehoben; Gew.-%, Gewichtsprozent.”

* Die Analyse des HE-, W- und B-Trebers erfolgte in Kooperation mit Jens Weiermuiller (Lehrgebiet
Bioverfahrenstechnik, TUK). Die Lipid-Analyse des HE-Trebers wurde von Pascal Weingart (Chemie, AG Thiel,
TUK) Glbernommen.
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Was fur den Brauprozess als ungiinstig zu bewerten war, stellte sich somit fir die
bioverfahrenstechnischen Arbeiten als vorteilhaft heraus, da aufgrund der hohen
Zuckerkonzentration im WeBo-Presssaft (naher beleuchtet in Kapitel 5.1.5) viele der
Optimierungsschritte (vgl. Kapitel 5.2.2 & 5.2.3) mit dem Presssaft eines Batches
durchgefihrt werden konnten.

Kurzzusammenfassung:

= Direkt nach dem L&uterprozess enthalt Biertreber I6sliche a-1,4-verknipfte
Glucosepolymere verschiedener Kettenlangen (Zucker & Dextrin), die bei den sieben
analysierten Biertrebern mindestens 10,6% der Trockensubstanz ausmachen.

= Die Summe aus loslichem Dextrin & Zucker sowie den festen Bestandteilen Cellulose,

Hemicellulose und Protein ist fir mindestens 66,6% der Trockenmasse des Trebers
verantwortlich.

5.1.3. Zusammenhang zwischen Braurezeptur & l6slichen Treberbestandteilen

Wie in Kapitel 5.1.2 dargelegt, unterschied sich der Anteil der Islichen, anhaftenden
Zucker an der Trockenmasse des Trebers mitunter deutlich. Daraus ergab sich die
Fragestellung, ob dieser Anteil bereits aus der Braurezeptur abgeschéatzt werden kénne.
Folglich wurden einige Brauparameter bzgl. Malzschittung, Flussigkeitsvolumen und
Stammwirzegehalt dem Gehalt I6slicher Zucker des resultierenden Trebers
gegenubergestellt, was in Abbildung 16 zu sehen ist.

Dabei lieRen sich mehrere Tendenzen ablesen: (a) Wurde eine gro3e Menge Malz
eingesetzt, so enthielt der resultierende Treber einen hohen Anteil anhaftender Zucker, da
insgesamt auch viel Starke vorhanden war, die im Brauprozess zu Zuckern abgebaut werden
konnte. AuRerdem befand sich an Trebern, welche aus einer weizenreichen Malzschiittung
stammten, tendenziell ein hoherer Zuckeranteil als in Solchen, die nur Gerstenmalz
enthielten. Dieser Unterschied war maRgeblich darauf zuriickzufihren, dass Weizen mit
~78% einen héheren Starkeanteil als Gerste mit ~54% aufweist [202]. Verstarkt wurde dieser
Effekt vermutlich dadurch, dass die Starkedegradation in Weizen im Vergleich zu Gerste
erleichtert ist [205]. (b) Wurde ein geringes Flissigkeitsvolumen (in Haupt- und Nachguss)
eingesetzt, so waren die Zuckeranteile am Treber ebenfalls erhéht, da die Zucker wéhrend
des Maischevorhangs in geringerem MalRe verdinnt wurden (betrifft den Hauptguss) und
entstandene Zucker im Lauterprozess zu geringeren Anteilen vom Treber abgewaschen
wurden (betrifft den Nachguss). (c) Sofern der Stammwurzegehalt des Bieres hoch gewahlt
wurde, war auch mit einem hohen Zuckeranteil am Treber zu rechnen, wobei diese Grolie
eigentlich aus den vorher beschriebenen Effekten abgeleitet werden kann: Soll ein Bier mit
hohem Alkohol- und daher Stammwirzegehalt gebraut werden, kann entweder der
Zuckeranteil in der Wirze erhéht werden (durch eine gro3e Menge Malz bzw. einen hohen
Starkeanteil in der Rohfrucht) oder die Verdinnung der vorhandenen Zucker kann gering

gehalten werden (durch den Einsatz geringer Wasservolumina). Beide Vorgehensweisen
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werden fur Biere mit hohem Stammwuirzegehalt, wie z.B. bei Bockbieren, in der Praxis

angewendet [16].

A Weizenmalz [l Gersten- & Roggenmalz B 77 Nachguss [l Hauptguss
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Abbildung 16: Auswirkungen der Braurezeptur in Bezug auf: A) Menge des verwendeten Malzes und Anteil von
Weizenmalz, B) genutztes Fliissigkeitsvolumen unterteilt in Haupt- und Nachguss, C) Stammwiurzegehalt des
Bieres und D) daraus resultierender Anteil I6slicher Zucker (Summenparameter aus Maltooligomeren, Maltotriose,
Maltose und Glucose) an der Trockenmasse des Biertrebers; °Brix, Grad Brix; Gew.-%, Gewichtsprozent; PA,
Pale Ale; HE, Helles; KO, Kdlsch; W, Weizen; MB, Maibock; WeBo, Weizenbock.

Diese Uberlegungen sollen im Folgenden an zwei Beispielen verdeutlicht werden: (a)
Bei den Brauprozessen Pale Ale und Weizen waren die Malzmenge (W: 18,4 kg, PA: 19,5 kQ)
und das Flussigkeitsvolumen (PA: 121 L, W: 120 L) ungefahr identisch — der Zuckergehalt
des Trebers war aufgrund des hoheren Weizenanteils (PA: 7,7%, W: 50%) beim W-Treber
aber deutlich erhoht. (b) Die eingesetzten Flissigkeitsvolumina in der Braurezepten Helles
und Maibock (HE: 117 L, MB: 112 L) und der Weizenanteil (jeweils 0 kg) waren sehr &hnlich
— der Zuckergehalt des Trebers war aufgrund der héheren Malzmenge (HE: 21,4 kg, MB:
25,2 kg) beim MB-Treber jedoch signifikant erhoht.

Kurzzusammenfassung:

= Die Menge und Zusammensetzung der Malzschittung, das verwendete
Flussigkeitsvolumen im Brauprozess, und daraus resultierend der Stammwiirzegehalt
des Bieres, beeinflussen den Anteil anhaftender Zucker am Biertreber.
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5.1.4. Einordnung des kommerziellen Bischoff-Trebers

Zum kommerziellen Bischoff-Treber konnten keine Informationen bzgl. des
zugrundeliegenden Braurezeptes eingeholt werden. Da die Trockenmasse des B-Trebers
aber zu 13,4% aus l6slichen Zuckern bestand, und er sich damit in der Klassifizierung nach
dem Anteil I6slicher Zucker, zwischen dem HE- und dem KO-Treber eingruppierte (vgl.
Abbildung 15), dirfte ihm ebenfalls ein (helles) Bier mit malkigem Stammwirzegehalt
zugrunde gelegen haben. In Frage kdmen z.B. Biere der Richtung ,Premium Pilsner® oder
,Pils® — beide mit einem Stammwirzegehalt von 11 °Brix, ein ,Export® mit einem
Stammwirzegehalt von 12 °Brix oder das ,Palzer Hell“ mit einem Stammwirzegehalt von
12,5 °Brix, welche sich zum Zeitpunkt der Arbeiten in der Produktpalette der Privatbrauerei
Bischoff befanden [206]. Durch den Vergleich mit dem kommerziellen Treber konnte zudem
bestétigt werden, dass auch der Lauterprozess im industriellen MalRstab nicht alle
Degradationsprodukte aus dem Maischevorgang vom Treber abwéscht und der
Treberpresssaft somit ein reales Phanomen darstellt.
Kurzzusammenfassung:

= Die Biertreber aus eigenen Brauprozessen sind bzgl. Zusammensetzung und Anteil des
I6slichen Dextrins vergleichbar mit einem kommerziellen Biertreber der Bischoff-Brauerei.

5.1.5. Analyse des Treberpresssaftes

Wie in den Kapiteln 5.1.2 und 5.1.3 erlautert, konnte gezeigt werden, dass nicht alle Zucker
im schwerkraft-getriebenen Lauterprozess abgetrennt werden, sondern ein Teil davon am
Treber verbleibt. Diese Zucker konnten durch einen mechanischen Pressschritt bei erhbhtem
Druck vom Feststoff abgetrennt werden (vgl. Kapitel 4.1.3). Fir den Einsatz in
bioverfahrenstechnischen Prozessen sind jedoch auch die weiteren Bestandteile des
Presssaftes von Interesse, sodass mehrere Treberpresssafte hinsichtlich relevanter
Stoffklassen untersucht wurden (Tabelle 5). Dabei zeigte sich, dass insbesondere die Wabhl
der Presse bzw. der Druck des Abpressens die Zusammensetzung der ersten
Presssatftfraktion beeinflusste. Sofern die Tinkturenpresse bei einem Druck von 200 bar
genutzt wurde (PA, MB), konnten bereits die meisten Nahrstoffe in die erste Presssaftfraktion
Uberfuihrt werden, wohingegen die restlichen Fraktionen recht nahrstoffarm waren. Sofern
grolRere Trebermengen mit der Spindelpresse bei einem Druck zwischen 4 -5 bar
verarbeitet wurden (HE, W, WeBo), waren auch in den nachfolgenden Pressfraktionen noch
hohere Néahrstoffkonzentrationen zu finden. Nach maximal vier Pressschritten konnten aber
auch in diesem Fall alle 16slichen Nahrstoffe vom Treberfeststoff entfernt werden, sodass die
Massenbilanz tber alle Pressfraktionen nicht beeinflusst wurde (Daten nicht gezeigt). Zur
Zusammensetzung von Treberpresssaften gibt es sehr wenige, vor allem aktuelle,

Publikationen. Da Treberpresssaft allerdings als eine, unter Druckausiibung gewonnene,
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letzte LAuterfraktion angesehen werden kann, ist auch ein Vergleich mit der Bierwirze

zulassig.

Tabelle 5: Zusammensetzung der ersten Pressfraktion der Treberpressséfte Pale Ale (PA), Helles (HE), Weizen
(W), Maibock (MB) und Weizenbock (WeBo); n.g., nicht gemessen. Anmerkung: Fir PA, HE und W wurde eine
Spindelpresse genutzt, fur PA und MB wurde eine Tinkturenpresse genutzt [30].

PA HE w MB WeBo
pH-Wert n.g. 5,98 5,13 n.g. 5,83
Zucker/ g-L1 Maltooligomere 20,7 15,6 19,3 20,3 20,8
Maltotriose 8,8 4,2 7,8 10,6 18,2
Maltose 49,6 12,7 23,7 41,3 47,1
Glucose 22,9 2,4 3,2 17,3 12,9
Gesamt 107,2 37,2 57,6 93,4 104,6
Protein / mg-L? Gesamt 281 50 233 451 662
Aminosauren/ mg-L!  Asparaginsaure 135,7 1,6 1,9 383,6 6,1
Glutamin 212,1 2,5 4,7 899,8 10,6
Serin 76,2 14 21 305,4 59
Histidin 28,2 1,7 1,7 172,8 4.8
Glycin 38,9 0,8 1,2 183,0 4,0
Threonin 48,3 1.4 1,7 2494 4.8
Arginin 226,3 4,7 7,1 1240,2 21,3
Alanin 65,9 2,0 2,3 132,9 59
Tyrosin 25,4 29 2,0 348,5 7,1
Methionin 137,3 0,7 1,2 0,0 3,3
Valin 6,8 2,8 34 638,8 9,6
Tryptophan 89,2 1,8 2,7 132,9 6,9
Phenylalanin 0,0 3,3 4.1 4239 10,7
Isoleucin 70,5 1,6 2,2 385,2 6,2
Leucin 131,9 3,7 4.9 720,7 14,2
Lysin 43,9 3,1 3,4 301,8 10,4
Gesamt 1336,7 36,0 46,4 6518,9 131,6
Kationen / mg-L* Calcium n.g. 19 38 n.g. 14
Magnesium n.g. 26 48 n.g. 63
Natrium n.g. 11 17 n.g. 25
Kalium n.g. 160 206 n.g. 450
Zink n.g. 0,22 1,2 n.g. 0,3
Eisen n.g. 0,05 0,06 n.g. 0,08
Mangan n.g. 0,36 0,19 n.g. 0,22
Kupfer n.g. 0,13 0,1 n.g. 0,1
Nickel n.g. 0,01 0,01 n.g. 0,01
Aluminium n.g. 0,23 0,5 n.g. 0,1
Ammonium n.g. <0,01 <0,01 n.g. 0,02
Anionen / mg-L! Chlorid n.g. 24 42 n.g. 78
Sulfat n.g. 22 48 n.g. 99
Nitrat n.g. 55 11 n.g. 8,3
Phosphat n.g. 95 108 n.g. 228
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Der Gesamtzuckergehalt der Treberpressséfte unterschied sich in Abh&ngigkeit von
Braurezept und eingesetzter Presse. Sofern die Spindelpresse genutzt wurde, lag der
Gesamtzuckergehalt im Bereich zwischen 37,2 g-L** (HE) und 104,6 g-L! (WeBo). Der hohe
Zuckergehalt beim WeBo-Treber war hier allerdings vor allem auf die Schwierigkeiten beim
Maischen und Lautern (vgl. Kapitel 5.1.2) und weniger auf die verwendete Presse
zurlckzufuhren. Wurde hingegen die Tinkturenpresse genutzt, so fielen die
Gesamtzuckergehalte tendenziell héher aus als dies bei der Spindelpresse der Fall war.
Beim MB-Treber war schon Braurezept-bedingt eine hohe Zuckerkonzentration erwartet
worden, die mit einem Gesamtzuckergehalt von 93,4 g-L* auch erzielt werden konnte. Beim
PA-Treber gab das Braurezept keinen Anlass auf eine hohe Zuckerkonzentration im
Treberpresssaft zu hoffen. Aufgrund des Pressens bei hohem Druck mit der Tinkturenpresse,
wurde mit einem Gesamtzuckergehalt von 107,2 g-L** aber dennoch ein sehr hoher Wert
erreicht. In der Literatur wurde der Gesamtzuckergehalt der flissigen Treberfraktion mit
Werten von 23 g-L1[104, 108], 25 g-L* [111] bzw. 30 g-L* [105], und damit deutlich niedriger
als in der vorliegenden Arbeit, bestimmt. Dies kann mitunter auf zwei Aspekte zurtickzufiihren
sein: (a) Einerseits wurde die flissige Fraktion in einigen Arbeiten als Sickerwasser erhalten,
d.h. ohne mechanische Druckausiibung, wie sie z.B. beim Pressen auftritt. (b) Andererseits
wurde der Zuckergehalt nicht mittels HPLC (vorliegende Arbeit) sondern als Aquivalent
reduzierender Zucker ermittelt, wie es von Clark oder Nelson & Somogyi bereits Mitte des
letzten Jahrhunderts beschrieben wurde [104-106]. Bei dieser Methode werden die
Konzentrationen polymerer Zucker (z.B. zutreffend auf Maltose, Maltotriose und
insbesondere auf die Maltooligomere) tendenziell zu gering bestimmt, da pro Molekil nur ein
reduzierendes Ende vorliegt.

Der pH-Wert der flissigen Treberfraktion wurde in der Literatur bereits mit 6,0 [111],
5,96 [105], 5,5 [108] bzw. 4,4 [104] angegeben. Bei den untersuchten Treberpresssaften
wurde ein durchschnittlicher pH-Wert von 5,65 + 0,45 ermittelt, sodass unabhéngig vom
Braurezept keine grofRen Unterschiede auftraten und sich die Werte im Bereich der
genannten Literaturstellen wiederfanden.

Die Proteinkonzentrationen nach Bradford wurden in dieser Arbeit im Bereich
zwischen 50 mg-L?* (HE) und 662 mg-L* (WeBo) bestimmt. In der Literatur wurde der
Kjeldahl-Stickstoffgehalt in Treberpresssaften mit 336 mg-L* [104] bzw. 434 mg-L*! [105]
angegeben, woraus sich mit einem Umrechnungsfaktor von 5,7 [176] eine
Proteinkonzentration zwischen 1,9 g-L'* und 2,5 g-L? ergeben wirde. Allerdings ist zu
beachten, dass mit der Methode nach Kjeldahl weitere stickstoffhaltige Molekile im
Treberpresssaft, wie z.B. Anthocyanogene oder Polyphenole [16], mitbestimmt werden, was
den ermittelten Wert falschlicherweise erhéhen kann. Sofern der Proteingehalt nach

Abtrennung der flissigen Treberfraktion durch Ultra- oder Nanofiltration erfolgte, wurden mit
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Proteingehalten zwischen 480 mg-L* und 560 mg-L* aber auch Werte berichtet, die mit den
hier ermittelten Werten in Einklang stehen, obwohl die Kjeldahl-Methode zur Anwendung
kam [102]. Im Gegensatz zur Zuckerkonzentration, konnten flr den Proteingehalt keine
signifikanten Presse-spezifischen Unterschiede beobachtet werden. Allerdings schienen die
Treberpresssafte, denen eine weizenreiche Malzschittung zugrunde lag (MB und WeBo),
tendenziell eine hohere Proteinkonzentration zu beinhalten als solche, fir die vornehmlich
Gerstenmalz genutzt wurde. Dies war vermutlich auf den hoheren Proteinanteil in
Weizenmalz (11,5% — 12,5%) im Vergleich zu Gerstenmalz (9% — 11%) zurlickzuflhren [16].

Die Aminosaurezusammensetzung von Treberprotein ist bekannt [31, 41]. Zu
ungebundenen, loslichen Aminosauren, die am Treber anhaften und in Form des
Treberpresssaftes gewonnen werden kénnen, gibt es bisher aber keine Studien, wodurch
nur Vergleiche mit der Bierwlrze gezogen werden konnten. In der Bierwirze wird die
Gesamt-Aminosaurenkonzentration, in der brauspezifischen Fachsprache auch freier
Aminostickstoff (FAN) genannt, je nach Quelle mit Konzentrationen von rund 20 mg-L™* [16]
bis hin zu 250 mg-L* [207] angegeben. Im Falle der Treberpressséfte, welche mit einer
Spindelpresse hergestellt wurden (HE, W, WeBo), stimmten diese Literaturwerte mit den
ermittelten Werten gut Uberein. Wie schon beim anhaftenden Zucker, konnten die
Aminosaurekonzentrationen durch das Abpressen bei hohem Druck mit der Tinkturenpresse
(PA, MB) jedoch auf Konzentrationen von bis zu 6,52 g-L* (MB) gesteigert werden.

Die Biertreberzusammensetzung wurde im Hinblick auf die enthaltenen Mineralien
bereits in der Literatur beschrieben; so werden z.B. folgende Werte genannt: [Angaben in
mg-Kgrrever ]: Calcium [2200 — 3515], Magnesium [1900 — 2900], Natrium [50 — 309], Kalium
[258 — 1000], Zink [82 — 178], Mangan [46], Kupfer [18] und Schwefel [1980 — 2900] [27, 31].
Die Spurenelementkonzentrationen in der Bierwirze sind fir folgende Mineralstoffe bekannt
[Angaben in mg-L]: Calcium [23 — 60], Magnesium [80 — 100], Natrium [10 — 25], Kalium
[500 — 550], Zink [0,1 —0,25], Chlorid [100 — 200], Sulfat [40 — 200], Nitrat [10 — 50] und
Phosphat [600 - 850] [16]. Bisher wurde in der Literatur jedoch nicht beschrieben, ob oder in
welchem Ausmal} die Mineralien in den Treberpresssaft Uberfiihrt werden kénnen. Da die
hier ermittelten Konzentration (Tabelle 5) aber in der Gré3enordnung der Bierwirze lagen,
ist davon auszugehen, dass nur ein geringer Prozentsatz der Mineralien aus dem Treber
entfernt werden kann und die meisten Mineralien sich auch nach dem Pressschritt in der
Aschefraktion des Rickstandes befinden [30].

Kurzzusammenfassung:
= Treberpresssaft enthalt mit Zucker, Proteinen, Aminoséauren und Mineralien zahlreiche
Nahrstoffe.

» Die Konzentration dieser Nahrstoffe hangt (neben dem Braurezept) auch von der Art der
Presse ab, die zur Gewinnung des Treberpresssaftes genutzt wird.
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5.2. Fermentationen mit Treberpresssaft

Wie in Kapitel 5.1.5 dargestellt, handelt es sich bei Treberpresssaft um ein
Nahrmedium, welches sowohl Kohlenhydrate (C-Quelle), Proteine und Aminosauren (N-
Quellen), sowie eine ganze Bandbreite an Spurenelementen und Mineralien zur Verflgung
stellen kann. Daher wurde ein Prozess entwickelt, der die vielversprechenden Inhaltsstoffe
in einen Bioprozess inkludierte, mit welchem Milchsdure mittels des Organismus
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis produziert werden konnte [30, 180, 197-200].
5.2.1. Fermentationen im Schuttelkolben mit Helles-Presssaft

Zunachst wurden Versuche mit verdiinntem HE-Presssaft im Kolbenmal3stab, d.h.
ohne pH-Regulation, aber unter Supplementation der Medienbestandteile des MRS-
Mediums excl. Glucose durchgefihrt (vgl. Kapitel 4.5). Die erzielten Fermentationsverlaufe
sind in Abbildung 17 zu sehen, wohingegen die berechneten kinetischen Daten in Tabelle A
3 gezeigt werden. In dieser Tabelle wird auch ein Vergleich hinsichtlich prozessrelevanter
kinetischer Parameter zu einer Referenzfermentationen mit MRS-Medium bzw. HE-Presssaft

ohne weitere Zusatze gezogen.

v Maltooligomere = Maltotriose Maltose * BTM ¢ pH-Wert
Glucose ¢ Milchsaure B

Zucker, Milchsaure / g-L™

Zeit/h Zeit/h

Abbildung 17: Fermentation im Kolbenmafistab mit verdinntem HE-Presssaft und dem Organismus
L. delbrueckii subsp. lactis bei einer Temperatur von 45 °C und einer Schiittlerfrequenz von 100 rpm: A)
Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose-, Glucose- und Milchs&ure-Konzentration, B) BTM und pH-Wert. Die Daten
zeigen die Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten. Die Datenpunkte fir Maltotriose, Maltose, Glucose,
Milchséaure, BTM und den pH-Wert wurden durch sigmoidale Fits angenéhert; fir die Maltooligomere wurde ein
linearer Fit verwendet; BTM, Biotrockenmasse [180].

Wahrend der Fermentation mit supplementiertem HE-Presssaft wurden die Zucker
Glucose, Maltose und Maltotriose zu Milchs&ure umgesetzt, wohingegen die Maltooligomere
kaum als Substrat genutzt wurden (Abbildung 17 A). Die Produkt/Substrat-Ausbeute wurde
mit  Ypis =0,93 £ 0,09 grac'Qzucker©  berechnet und war damit im Vergleich zum
Referenzprozess mit MRS-Medium (Yp;s = 0,59 + 0,1 grac'Qzuckert) deutlich erhéht. Wahrend
sich die Wachstumsraten des Organismus mit Umax = 0,57 + 0,02 h! fiir Treberpresssaft und
Hmax = 0,63 + 0,01 h'l fiir MRS-Medium in einer ahnlichen GroRenordnung befanden, lag die

finale  Milchsaurekonzentration  mit 19,05+ 0,05 giac'L*  (Treberpresssaft)  zu

-60 -



Ergebnisse und Diskussion

13,36 + 1,41 giac'L? (MRS-Medium) wiederum deutlich hoher. In pH-unregulierten Kulturen
von Lactobacillus delbrueckii mit MRS-Medium (Ceic = 20 g-LY) werden in der Literatur
Wachstumsraten von p=0,35-0,51 h'* und Ausbeuten von Yps = 0,35 — 0,9 giac'Qzucker
berichtet [135, 137], sodass die durchgeflhrten Fermentationen hinsichtlich dieser Grof3en
durchaus mit den Literaturwerten konkurrieren kénnen.

Die besseren kinetischen Daten der Fermentation mit Treberpresssaft im Vergleich
zum MRS-Medium waren auf zwei Aspekte zurtickzuflihren: (a) Der Treberpresssaft stellt
zahlreiche Aminosauren und Proteine zur Verflgung, die vielfach essentiell flr den
Stoffwechsel von Lactobacillen sind [208]. b) Uberdies sind im Treber und daher vermutlich
auch im Treberpressaft Vitamine, wie z.B. Biotin, Cholin, Folinsaure, Niacin,
Panthothensaure, Riboflavin, Thiamin und Pyridoxin, vorhanden, welche das Wachstum der
Lactobacillen ebenfalls positiv beeinflussen kdnnen [16, 27, 30, 31]. Allerdings muss auch
darauf hingewiesen werden, dass in HE-Presssaft ohne weitere Zuséatze (trotz der genannten
Nahrstoffe) kein Wachstum moglich war (Tabelle A 3). Eine weitere Verbesserung der
Fermentationsdaten, z.B. durch noch hdhere Milchsauretiter, wurde wohl einerseits durch
den (nahezu) vollstandigen Verbrauch von Glucose, Maltose und Maltotriose und
andererseits durch den (Milchsaure-bedingten) pH-Sturz verhindert (Abbildung 17 B), da
niedrige pH-Werte (pH < 4,2 —4,3) haufig als inhibierend fur Lactobacillen beschrieben
werden [74, 209, 210].

Somit konnte gezeigt werden, dass die Glucose des MRS-Mediums durch die
Kohlenhydrate des Treberpresssaftes ersetzt werden kann und die Kinetik des Prozesses
durch enthaltene Spurenelemente, Vitamine, Aminosauren und Proteine sogar verbessert
wird. Allerdings mussten dem Presssaft immer noch neun Bestandteile gemaf3 Kapitel 4.5.1
supplementiert werden. Um die 6konomische Bilanz des Prozesses zu verbessern, ergab
sich daher die Notwendigkeit die Nahrstoffsupplementation zum Treberpresssaft zu

verringen [180].

Kurzzusammenfassung:

= Eine Fermentation mit Nahrstoff-supplementiertem Helles-Treberpresssaft liefert
vergleichbare Wachstumsraten, aber hdohere Milchsduretiter und Ausbeuten als eine
Referenzfermentation mit Glucose-haltigem MRS-Medium.

= Die guten kinetischen Daten der Fermentation mit supplementiertem Treberpresssaft sind
auf die Aminosaure-, Spurenelement- und Vitaminbereitstellung durch den
Treberpresssaft zurlickzufihren.

5.2.2. Strategien zur Reduktion des Nahrstoffzusatzes

Da 68% der Produktionskosten fir Milchsaure auf die Kosten fir die Rohstoffe
zuriickzufuhren sind [211], und dem Treberpresssaft zahlreiche Komponenten zugesetzt
werden mussten, wurde ein statistischer Versuchsplan aufgesetzt, um die Notwendigkeit der

einzelnen Komponenten zu evaluieren (vgl. Kapitel 4.5.6). Die Optimierung der
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Supplementzugabe zum Fermentationsmedium soll im Folgenden anhand der Effektstarke
der einzelnen Komponenten (Abbildung 18) erlautert werden. Dartber hinaus soll durch
einen Vergleich zwischen experimentellen und berechneten Werten (Abbildung 19 A) sowie
anhand der Verteilungsfunktion der Modellresiduen (Abbildung 19 B) die Gite des Modells

geklart werden.

| Tween 80
1 Na-Acetat

77777 Fleischextrakt
Caseinpepton
E== Hefeextrakt
E=—= MnSO,

EEHH K.HPO,
BEE8 (NH,), citrate
[ mgso,

-
N
1

Effektstarke / g-L"

Einflussparameter

Abbildung 18: Ergebnisse des statistischen Versuchsplans zum Zwecke der Reduzierung der
Nahstoffsupplementation in der Fermentation mit Treberpresssaft. Gezeigt ist die Effektstarke des zu
optimierenden Zielwertes (Milchsaurekonzentration) in Bezug auf die neun untersuchten Einflussparameter (d.h.
Bestandteile des MRS-Mediums) [30].

Die Effektstarke eines Einflussparameters entspricht der maximalen Erhéhung des
Zielwertes, welcher durch die Zugabe der entsprechenden Komponente héchstens erzielt
werden kann [212]. Dabei haben der zu optimierende Zielwert (d.h. die
Milchsaurekonzentration) und die Effektstarke die gleiche Einheit (g-L ). Da ein kategorielles
Design genutzt wurde, kann allerdings nicht zwangslaufig abgeleitet werden, dass die
Konzentrationserh6hung eines Einflussparameters, welcher eine hohe Effektstarke innehat,
auch zwangslaufig zu einer weiteren Erhéhung des Zielwertes flhren muss. Beim
kategoriellen Design besagt die Effektstarke nur, wie hoch der maximale Effekt durch den
Zusatz der Komponente in der gegebenen, bereits optimierten Konzentration (in diesem Fall
definiert durch das MRS-Medium) sein kann.

In diesem Versuchsplan waren insbesondere die Effektstarken fir Tween 80 und Na-
Acetat auffallig, welche mit 12,6 g-L* und 10,7 g-.L! deutlich hoher ausfielen als die
Effektstarken der anderen Einflussparameter. Da Lactobacillus delbrueckii keine Gene zur
Synthese von langkettigen, ungesattigten Fettsauren besitzt, sind die Zellen auf die
Bereitstellung dieser Fettsauren durch das Fermentationsmedium angewiesen [213].
Tween 80 besteht zu 92% aus Olsdure (C18:1) und kann die Defizienz des Organismus

daher ausgleichen. AuRerdem erhéht Tween 80 die Permeabilitat der Zellmembran und kann
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deshalb die Aufnahme weiterer Nahrstoffe erleichtern [211]. Dementsprechend berechnete
das Modell fir Tween 80 positive Interaktionen zu sechs weiteren Supplementen (Daten
nicht gezeigt). Zahlreiche positive Wechselwirkungen mit Tween 80 wurden auch bei der
Optimierung eines Kultivierungsmediums auf Basis von Weizenstroh mit dem Organismus
Lactobacillus amylophilus GV6 beschrieben [214]. AuRerdem wurde eine positive Interaktion
zwischen Tween 80 und MnSO, im Falle von Lactobacillus rhamnosus CGMCC 1466,
welcher in einem Maisquellwasser-basierten Medium kultiviert wurde, beobachtet [215].
Vermutlich ist die hohe Effektstarke fir Tween 80 also mitunter auch auf synergistische
Effekte mit anderen Nahrstoffen und nicht nur auf die Bereitstellung von Fettsauren
zurlckzufuhren. Auf jeden Fall wird der positive Effekt von Tween 80 auf das Wachstum von
Lactobbacillen auch an anderer Stelle in der Literatur beschrieben [216]. In einigen
Publikationen wird Na-Acetat ebenfalls eine positive Wirkung auf das Zellwachstum von
Lactobacillen [217] oder die Produktbildung [218] zugeschrieben. Andere Literaturstellen
beziehen sich bei Na-Acetat aber nur auf dessen pilzhemmende Eigenschaften [219] und
weisen der Komponente keine wachstumsfordernden Eigenschaften zu [211]. Da in der
vorliegenden Versuchsreihe fir Na-Acetat aber eine hohe Effektstarke und positive
Wechselwirkungen zu vier weiteren Supplementen ermittelt wurden (Daten nicht gezeigt), ist
von einem positiven Effekt (zumindest auf die Produktbildung) auszugehen.

Mit Caseinpepton, Fleischextrakt und Hefeextrakt ~ wurden dem
Fermentationsmedium drei Komplexbestandteile zugesetzt, die allerdings nur mittelmafige
Effektstarken zwischen 4,4 g-L'* und 5,0 g-L* erreichten, obwohl mindestens eines (meist
mehrere) dieser Komplexbestandteile zu praktisch jeder, in der Literatur beschriebenen,
Milchsaurefermentation auf Basis eines nachwachsenden Rohstoffes wie Treberhydrolysat
[74], Palmyra Palmen Jaggery [135] oder Ribenmolasse [133] zugegeben werden. Die
Komplexbestandteile beinhalten Aminosauren, Peptide, Spurenelemente und Vitamine,
wodurch eigentlich hohe Effektstarken erwartet wurden. Allerdings kann der Treberpresssaft
ebendiese Stoffklassen auch zur Verfiigung stellen (vgl. Tabelle 5) und dem Medium wurden
gleich drei Komplexbestandteile unterschiedlichen Ursprungs, in z.T. recht hohen
Konzentrationen, supplementiert, was die Bedeutung der einzelnen Komponenten vermutlich
wieder schmélerte.

Die weiteren Komponenten MnSQO4, KoHPO,4, (NH4)s-Citrat and MgSO. hatten einen
geringen Einfluss auf die finale Milchsaurekonzentration, was sich in Effektstarken zwischen
1,8 gLt und 4,3 g-L* widerspiegelte. Mangan-lonen dienen der Lactatdehydrogenase als
Cofaktor, weshalb der positive Effekt von MnSO, auf Milchsdurefermentationen bereits
mehrfach beschrieben wurde [215, 220]. Di-Kalium-Hydrogenphosphat erfillt in nicht pH-
regulierten Kulturen zwei Aufgaben: (a) Einerseits kann es Protonen der entstehenden

Milchsédure abfangen und den pH-Wert des Fermentationsmediums daher in gewissem
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Umfang puffern. In den, hier beschriebenen, Kulturen im Schittelkolbenmal3stab war dies
noch von Interesse — in pH-regulierten Reaktorfermentationen (vgl. nachfolgendes Kapitel
5.2.3) konnte dieser Effekt allerdings vernachlassigt werden. (b) Des Weiteren kann die
Supplementierung von K;HPO, dem Organismus anorganisches Phosphat zur Verfiigung
stellen, wodurch z.B. eine Steigerung der Milchsaureausbeute bei Kulturen von
Lactobacillus helveticus erzielt werden konnte [221]. Sowohl Mangan und Phosphat (als
auch Magnesium) waren allerdings bereits im Treberpresssaft vorhanden (vgl. Tabelle 5),
was die Notwendigkeit fir den Zusatz verringerte. Insbesondere bei MnSO. und MgSO.
wurden Uberdies nur sehr geringe Konzentration eingesetzt, sodass die Kosten nicht
sonderlich schwer ins Gewicht fallen durften, sofern dieser Aspekt bei der Supplementation
der Nahrstoffe Bertcksichtigung finden soll.

Die experimentellen (empirischen) Werte und die berechneten (Modell-)Werte lagen
nahe an der 1. Winkelhalbierenden (Abbildung 19 A). Je geringer die Werte von der 45°-Linie
abweichen, desto geringer sind die Residuen und desto hoher kann die Gite des Modells
eingestuft werden [212]. Des Weiteren sollten die Residuen normalverteilt sein, was im
vorliegenden Modell der Fall war (Abbildung 19 B). Da aul3erdem das Bestimmtheitsmaf? mit
R? = 0,976 hoch ausfiel, konnten die ermittelten Ergebnisse als valide angenommen werden
[212]. Der Tatsache geschuldet, dass das adjustierte BestimmtheitsmaR mit R%gjust = 0,955
ebenfalls einen hohen Wert annahm, enthielt das multiple Regressionsmodell keine

unndtigen Terme mehr [222].
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Abbildung 19: Ergebnisse des statistischen Versuchsplans bzgl. der Modellgiite: A) Experimentelle (empirische)
Werte gegentber den berechneten (Modell-)Werten fiir alle 52 Einzelversuche des D-optimalen Testplans, B)
GauBsche Residuen-Normalverteilung [30].

Somit konnte das Modell genutzt werden, um verlassliche Aussagen uUber die
Unerlasslichkeit bzw. Ersetzbarkeit der Néhrstoffe im Fermentationsmedium zu generieren.
Bei der Auswertung der Supplementationsstrategie mit dem Modell wurde folgende
Supplementierung gewanhlt [g-L1]: Hefeextrakt [5], Tween 80 [1], K;HPO4 [2], Na-Acetat [5],

MgSQO4-7 H,O [0,2] und MnSO4H.O [0,05]. Die Supplementierung wurde folglich um
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Caseinpepton [10], Fleischextrakt [10] und (NH.)s-Citrat [2] verringert. Bei der Evaluation der
Modellergebnisse wurde allerdings nicht nur der ,harte® Faktor der absoluten
Milchsaurekonzentration berlicksichtigt, sondern auch ein Augenmerk auf die ,weichen®
Faktoren, wie Kilopreis und Einsatzmenge, gelegt. Caseinpepton und Fleischextrakt stellen
kostenintensive Supplemente im MRS-Medium dar, die Uberdies in hohen Konzentrationen
eingesetzt wurden [223]. Aufgrund der gewéahlten Supplementation war somit nur noch ein
komplexer Medienbestandteil notwendig (namlich Hefeextrakt), bei welchem sich zusatzlich
noch die Mdglichkeit auftat, ihn aus einem weiteren Nebenproduktstrom des Braugangs
(néamlich der Brauhefe) zu produzieren (vgl. Kapitel 4.1.2). Das Modell errechnete flr diese
Einstellung eine Milchsaurekonzentration von 16,4 g-L' und der vergleichende

Schittelkolbenversuch ergab einen finalen Titer von 16,3 g-L™* [30].

Kurzzusammenfassung:

= Mit Hilfe eines statistischen Versuchsplans kann die Nahrstoffsupplementation zur
Fermentation um je 10 g-L* Caseinpepton & Fleischextrakt sowie um 2 g-L* (NH,)s-Citrat
verringert werden.

= Der Zusatz von Hefeextrakt als alleiniger Komplexbestandteil ist ausreichend, um die
Fermentation durchflhren zu koénnen. Es besteht die Moglichkeit, Hefeextrakt aus
Brauhefe herzustellen.

= Tween 80 und Na-Acetat beeinflussen die Milchsaurebildung starker als die restlichen
Supplemente. Dies zeigt sich an hohen Effektstarken.

= Statistische Kriterien wie Bestimmtheitsmal3 und Residuen-Verteilung legen eine hohe
Gute des Modells nahe.

5.2.3. Fermentations-Optimierung im Bioreaktor

Um die Fermentation weiter zu optimieren, wurden zahlreiche Fermentationen im
Bioreaktor gemall Kapitel 4.5.7 durchgefuhrt. Die ermittelten kinetischen Daten und
bioverfahrenstechnischen Kenngréf3en dieser Fermentationen sind in Tabelle 6 gezeigt. Die
zugrundeliegenden Fermentationskinetiken kénnen in Abbildung 20 eingesehen werden.

Bei der Referenzfermentation mit MRS-Medium (l) wurde eine Wachstumsrate von
Hmax = 0,55 h™* ermittelt, welche fir eine Kultivierung von L. delbrueckii NRRL B445 im
Biorekator auch in der Literatur genannt wird [136]. Die Produkt/Substrat-Ausbeute wird in
der Literatur fur eine Fermentation mit MRS-Medium im Bioreaktor mit Ye/s = 0,8 grac'Jzucker -
beschrieben [224]. Diese Ausbeute erscheint jedoch recht gering, da das MRS-Medium
neben 20 g-L? Glucose noch insgesamt 25 g-L* kohlenstoffhaltige Komplexbestandteile
enthalt, die zwar zur Zellbiomasse- und Milchsaurebildung beitragen kdnnen, aber fir die
Berechnung der Ausbeute nicht herangezogen werden, wobei die geringe Ausbeute in dieser
Literaturstelle auch durch einen unvollstandigen Glucoseverbrauch im
Fermentationszeitraum  erklart werden konnte. Die  Milchsaurebildungs- und
Glucoseverbrauchsraten werden in der Literatur mit 0,72 grac'germ-h?

bzw. -0,96 goiucose'gstm-h? angegeben [224] — und damit deutlich niedriger als in der
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vorliegenden Arbeit. Sofern eine Gesamtzuckerkonzentration von ca. 20 g-L? in einem
Komplexmedium eingesetzt wird, werden — in Analogie zur vorliegenden Arbeit — finale
Milchsaurekonzentrationen von 25g-L'-30g-Lt berichtet [225]. Allerdings ist die
Milchsaurebildung in erster Linie von der initialen Glucosekonzentration abhangig, sodass
bei hoherer Substratverfiigbarkeit auch Milchsaurekonzentrationen von bis zu ~130 g-L*

beschrieben werden [136].

Tabelle 6: Kinetische Parameter und bioverfahrenstechnische Kenngré3en der Fermentationen mit (I) MRS-
Medium sowie mit (Il) verdiinntem WeBo-Presssaft und vollstandiger Supplementation, (lll) optimierter
Supplementation, (IV) optimierter Supplementation und Glucoamylase sowie (V) optimierter Supplementation,
Glucoamylase und Hefeextrakt aus Brauhefe. AuRerdem sind die Daten der Fermentationen mit (VI)
unverdinntem PA-Presssaft und (VII) unverdinntem MB-Presssaft gezeigt. Die Daten der beiden
Referenzfermentationen (I) und (ll) zeigen die Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten: pmax, maximale
Wachstumsrate; ODesoo nm ~ BTM, Korrelation zwischen optischer Dichte und Biotrockenmasse; BTMmax, maximale
Zellbiomasse; CLacmax, Maximale Milchsdurekonzentration; Yes, Milchsdure/Zucker-Ausbeute; qgp,
Milchs&urebildungsrate; gsi1,s2,s3,s4, Substratverbrauchsraten; P, Produktivitat in den ersten 11 h der Fermentation
(1) = (V) bzw. in den ersten 15 h der Fermentationen (VI) — (VII); n.v., nicht verfiigbar, da die Komponente im
Fermentationsansatz nicht vorhanden war; n.b., nicht bestimmbar, aufgrund der Uberlagerung von enzymatischer
und mikrobieller Konversion; WeBo, Weizenbock, PA, Pale Ale; MB, Maibock [30].

Fermentations-Nr. 0] {l)) (1)} (Iv) V) v (v
Mmax / ht 0,55+0,01 0,52+0,02 024 0,38 049 049 047
ODsoonm ~ BTM 0,23 £ 0,02 0,28+0,05 030 0,26 0,22 0,22 0,24
BTMmax / g-L? 1,60 + 0,09 2,25+0,01 198 1,67 142 3,16 5,07
CLacmax / g-L?t 2656 +1,61 24,43+0,44 26,07 2854 26,22 57,08 79,06
Ypis ! Qrac'Qzucker™ 1,28 £ 0,16 0,83+ 0,02 1,18 1,04 1,02 0,56 0,89
ge/ gracgstm-L* 4,58 £ 0,20 593+0,16 3,33 3,68 514 425 4,18
gs1 / Ymaltooligomere'gaTm Lt n.v. -0,37+0,12 -0,19 nb. nb. nb. nb.
s2 / Owmaltotriose@aTm Lt n.v. -0,91+0,01 -056 nb. nb. nb. nb.
s3 / Omaltose’@sTm -L? n.v. -299+0,32 -1.06 nb. nb. nb. nb.
Qs4 / GelucosegaTm Lt -2,79+0,78 -155+0,14 -0,54 n.b. n.b. n.b. n.b.
P/gLac-Lth? 2,16 £ 0,18 213+0,05 2,18 2,05 198 3,58 4,93

In der zweiten Referenzfermentation mit verdinntem WeBo-Presssaft und
vollstandiger Supplementation (Il) wurde im Vergleich zur Fermentation mit MRS-Medium (1)
eine &hnliche Wachstumsrate und ein vergleichbarer finaler Milchsduretiter beobachtet.
Allerdings war die Zelldichte am Ende der Fermentation um 41% erhght. Sofern andere
naturliche Substrate fir Fermentationen mit L. delbrueckii genutzt werden, werden die
Wachstumsraten mit 0,2 h' bis 0,35 h? fiir Fermentationen mit Reiskleie [225] und 0,31 h?
fur Prozesse mit Molkenpermeat angegeben [226], was damit deutlich geringer als bei der
vorliegenden Fermentation mit Treberpresssaft war (Umax = 0,52 h1). In dieser Arbeit wurden
alle Kohlenhydrate parallel vom Organismus aufgenommen, da L. delbrueckii sowohl
Glucose, Maltose als auch langerkettige a-1,4-glykosidisch verknlpfte Glucoseoligomere

nutzen kann [227]. Diauxisches Wachstum konnte im Treberpresssaft also nicht beobachtet
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werden — allerdings unterschieden sich die Aufnahmeraten der kurzkettigen Zucker mit
Werten von -0,91 gwmaiotriose’@etv L2, 2,99 Qmattose'getm LT und -1,55 goiucose'@erm Lt in
beachtlichem Mafe. Die langerkettigen Maltooligomere wurden, im Unterschied zu
pH-unregulierten Kulturen im Kolbenmaf3stab (vgl. Kapitel 5.2.1), zwar als Substrat genutzt,
allerdings sank die Konzentration insgesamt nur um 1,5 g-L*? bei einer recht geringen
Aufnahmerate von -0,37 Qumaiwoligomere'JsTv *L 2. Die  Produkt/Substrat-Ausbeute war im
Vergleich zum Prozess mit MRS-Medium (I) um 35% reduziert, was vornehmlich auf die
starkere Zellbiomassebildung zuriickzufihren war. In beiden Referenzfermentationen
wurden nur geringfligige Abweichungen zwischen den biologischen Replikaten beobachtet,
woraus auf eine gute Replizierbarkeit der Prozesse geschlossen werden konnte.

Sofern die Fermentation mit der optimierten Supplementationsstrategie geman
Kapitel 5.2.2 durchgefuihrt wurde (d.h. ohne Caseinpepton, Fleischextrakt und (NH4)s-Citrat),
verringerten sich die Wachstumsrate um 54% und die finale Zelldichte um 12%, was
vermutlich auf die geringere Nahrstoffverfigbarkeit zurtickzufuhren war. Die geringere
Nahrstoffverfigbarkeit beeinflusste insbesondere auch die Substratverbrauchs- und
Produktbildungsraten, welche zwischen 38% und 65% im Vergleich zur vollstandigen
Supplementation (1) verringert waren. Demgegenuiber war die Produkt/Substrat-Ausbeute
um 42% erhoht, da Maltotriose nicht vollstandig abgebaut wurde (Abbildung 20D), aber die
Milchsaurekonzentration mit 26,07 g-L* in der bekannten GroRRenordnung lag. Dies war sehr
beachtlich, da der Zielwert der Milchsaurekonzentration trotz der schlechteren kinetischen
Daten auf einem konstanten Level gehalten werden konnte. Im Vergleich zum pH-
unregulierten Schittelkolben (vgl. Kapitel 5.2.2), konnte der finale Milchsauretiter sogar um
ca. 10 g-L* gesteigert werden.

Sofern zusatzlich Glucoamylase zum Einsatz kam (1V), wurden die Maltooligomere,
sowie Maltotriose und Maltose in einer simultanen Verzuckerung und Fermentation
enzymatisch zu Glucose abgebaut und gleichzeitig von den Mikroorganismen aufgenommen.
Maltotriose wurde dabei so schnell enzymatisch degradiert, dass bereits nach einer Stunde
keine Maltotriose mehr detektiert werden konnte. Durch die hohere Verflugbarkeit der
monomeren Glucose, wurde die Wachstumsrate im Vergleich zu Fermentation (Ill) um 58%
erhoht und die Milchsaurekonzentration wurde moderat von 26,07 g-L* auf 28,54 g-L*
angehoben. Die Konzentration der Maltooligomere sank im Prozesszeitraum nun um
4,5 g-L* (anstelle der vorherigen 1,5 g-L). Mdglicherweise floss der zusatzliche Kohlenstoff

aus dem Maltooligomer-Abbau also in eine verstarkte Milchsaurebildung ein.
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Abbildung 20: Fermentationen mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und verdinntem WeBo-
Treberpresssaft bei T =45 °C, N =400 rpm und pH = 6. Die Datenpunkte der Fermentation bei vollstandiger
Supplementation (Fermentation (1)) zeigen die Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten. Die Fermentationen
bei optimierter Supplementation (Fermentation (Ill)), optimierter Supplementation und Glucoamylase
(Fermentation (IV)) und optimierter Supplementation, Glucoamylase und Hefeextrakt aus Brauhefe (Fermentation
(V)) stellen Einzelversuche dar. A) Biotrockenmasse. Konzentration von B) Milchséure, C) Maltooligomeren, D)
Maltotriose, E) Maltose, F) Glucose. Die Glucose-Datenpunkte der Fermentationen mit Glucoamylase wurden mit
Polynomen 2. Grades gefittet, alle anderen Datenpunkte wurden mit sigmoidalen Fits angenéhert, wenn die Daten
dieser mathematischen Beziehung folgten; BTM, Biotrockenmasse; N, Ruhrerdrehzahl; WeBo, Weizenbock [30].

Sobald kommerzielles Hefeextrakt durch Hefeextrakt, welches aus Brauhefe
hergestellt worden war, ersetzt wurde (V), konnten, abgesehen von einer Erhdhung der
Wachstumsrate um 29% und einer geringfugigen Reduktion der Milchsaurekonzentration

(moglicherweise durch eine andere Nahrstoffzusammensetzung des eigenstandig
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hergestellten Hefeextraktes), keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Fermentation
(IV) beobachtet werden. Dies war beachtenswert, da somit ein weiterer Nebenproduktstrom
des Brauprozesses in diesen Bioprozess implementiert werden konnte (vgl. Kapitel 4.1.2),
wobei die Herstellung von Hefeextrakt aus Brauhefe (zumindest im kleinen Maf3stab) ggfs.
teurer sein konnte als es die groRRtechnische Herstellung ist. Auch in der Literatur wird der
Einsatz von Hefeextrakt aus Brauhefe beschrieben. So konnte bei Fermentationen von
L. rhamnosus ATCC 7469 auf einer hydrolysierten Mischung aus Biertreber und
Malzkeimlingen eine Steigerung der Milchsédurekonzentration um bis zu 9,8% erzielt werden,
sofern Sojalecithin und Hefeextrakt aus Brauhefe anstelle von Tween 80 und kommerziellem
Hefeextrakt eingesetzt wurden. Allerdings musste, im Gegensatz zum vorliegenden Prozess,
mit 19,12 Gew.-% eine sehr hohe Konzentration des Hefeextraktes aus Brauhefe eingesetzt
werden [24]. Die Produktivitat aller gezeigten Fermentationen (1) — (V) befand sich in der
GroBenordnung von ca. 2 giacLh? und damit deutlich hoher als dies zuvor fur
Fermentationen von L.rhamnosus ATCC 7469 mit besagtem Biertreber- und
Malzkeimlingaufschluss berichtet worden war [24, 30].

Kurzzusammenfassung:

= Durch die iterative Optimierung der Fermentation mit verdiinntem Weizenbock-Presssaft
(Nahrstoffreduktion und Zusatz von Glucoamylase) kénnen die kinetischen Daten der
Fermentation aufrechterhalten werden.

= Die finale Milchsdurekonzentration kann bei einer Fermentation im pH-regulierten
Bioreaktor im Vergleich zum pH-unregulierten Schittelkolben um ca. 10 g-L'* angehoben
werden.

= Der Einsatz von Hefeextrakt aus Brauhefe weist in Bezug auf die kinetischen Daten der
Fermentation keinerlei Nachteile im Vergleich zu kommerziellem Hefeextrakt auf.

5.2.4. Fermentationen mit unverdinnten Pale Ale- bzw. Maibock-Pressséaften

Beim Einsatz von unverdinntem PA-Presssaft (VI) mit einem Gesamt-Zuckergehalt
von 107,2 g-L, wurde eine maximale Zellbiomassekonzentration von 3,16 g-L* beobachtet
(Abbildung 21 A), was eine deutliche Erhéhung im Vergleich zu den bisherigen
Fermentationen mit verdinntem WeBo-Presssaft darstellte. Aul3erdem konnte der finale
Milchsauretiter auf 57,08 g-L* gesteigert werden, was allerdings eine deutliche Verringerung
der Produkt/Substrat-Ausbeute (Yes = 0,56 grac'Qzuckert) Mit sich brachte (Abbildung 21 B).
Die maximale Wachstumsrate anderte sich im Vergleich zur Fermentation mit verdiinntem
WeBo-Presssaft (V) nicht und die Produktivitat konnte von 1,98 giac'L'*-h? auf 3,58 grac'Lt-ht

(und damit um ca. 180%) gesteigert werden.
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Abbildung 21: Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und unverdinntem PA-
Treberpresssaft bei T=45 °C, N=400 rpm und pH=6 (Fermentation (VI)): A) Biotrockenmasse-,
Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose- und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat- und Milchs&ure-
Konzentration. Die Glucose-Datenpunkte wurden mit Polynomen 2. Grades angepasst; alle anderen Datenpunkte
wurden mit sigmoidalen Fits angenéhert; BTM, Biotrockenmasse; N, Ruhrerdrehzahl; PA, Pale Ale.

Sofern unverdiinnter MB-Presssaft mit einer Zuckerkonzentration von 93,4 g-L*
genutzt wurde, konnte eine weitere Steigerung der maximalen Zellkonzentration auf einen
Wert von 5,07 g-L* erzielt werden (Abbildung 22 A). Dies entsprach einer Steigerung um
357% im Vergleich zur Fermentation mit verdinntem WeBo-Presssaft (V). Die finale
Milchsaurekonzentration wurde auf 79,06 gL' angehoben, was bedeutete, dass die
Produkt/Substrat-Ausbeute einen Wert von Yps = 0,89 grac'Jzucker: @annahm  (Abbildung
22 B). Die maximale Milchsaurekonzentration konnte im Vergleich zur Fermentation mit
verdiinntem WeBo-Presssaft (V) um 302% erhdht werden. Die Produktivitat betrug in diesem
Prozess mit MB-Presssaft 4,93 giac'L-h™? und war damit um ~250% im Vergleich zu allen
Fermentationen mit verdiinntem WeBo-Presssaft erhdht. Dadurch konnte gezeigt werden,
dass der entwickelte Prozess auf Presssafte anderer Braurezepte und Uberdies hinaus auf
deutlich hohere Zuckerkonzentrationen (PA: 107,2 g-L%, MB: 93,4 g-L) Ubertragen werden
konnte, ohne dass die Supplementationsstrategie (mit Ausnahme der Hefeextrakt-Zugabe)
angepasst werden musste.

Allerdings zeigte sich auch, dass die maximale Milchsaurekonzentration nicht nur von
der anfanglichen Zuckerkonzentration abhing, da in der Fermentation mit MB-Presssaft trotz
geringerer anfanglicher Kohlenhydratkonzentration mehr Milchsaure als bei der
Fermentation mit PA-Presssaft gebildet wurde. Um einen Uberblick lber alle relevanten
Nahrstoffe im Fermentationsmedium zu erhalten, wurden daher die Gesamt-Aminoséure-
und Proteinkonzentration wéahrend des Prozesses mit MB-Treberpresssaft bestimmt
(Abbildung 22 C). Lactobacillen haben ein breites proteolytisches System, welches aus
intrazelluldaren und extrazellularen Proteasen und Peptidasen besteht, die ihnen den Abbau
und/oder die Aufnahme von Di- und Oligopeptiden ermdglichen [228]. AuRerdem kdnnen sie

zahlreiche Aminosauren aufnehmen, wobei den Aminosauren Alanin, Serin und Cystein

-70 -



Ergebnisse und Diskussion

hierbei eine besondere Bedeutung beigemessen wird [186]. Da Cystein mit den analytischen
Methoden (Kapitel 4.2.3) nicht gemessen werden konnte, wurden die Kinetik der Alanin- und
Serinaufnahme separat betrachtet (Abbildung 22 D), wohingegen die restlichen
Aminosauren mittels einer Massenbilanz als ,Gesamt-Aminosauren® dargestellt wurden
(Abbildung 22 C).
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Abbildung 22: Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und unverdiinntem MB-
Treberpresssaft bei T=45 °C, N=400 rpm und pH=6 (Fermentation (VII)): A) Biotrockenmasse-,
Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose- und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat- und Milchsaure-
Konzentration, C) Gesamt-Aminosaure- und Protein-Konzentration, D) Alanin- und Serin-Konzentration. Die
Glucose-Datenpunkte wurden mit Polynomen 2. Grades angepasst; alle anderen Datenpunkte wurden mit
sigmoidalen Fits angen&hert, wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten; BTM, Biotrockenmasse;
N, Rihrerdrehzahl; MB, Maibock.

Wahrend im Treberpresssaft eine Protein-Konzentration von 451 mg-L! (Tabelle 5)
gemessen wurde, anderte sich die Proteinkonzentration im Fermentationsmedium (incl.
Hefeextrakt) mit einem Wert von 459mg-L! kaum. Bei der Gesamt-
Aminosaurekonzentration war durch die Zugabe des Hefeextraktes ein leichter Anstieg von
6,52 g-L 't auf 6,78 g-L* erfolgt — das Gros der Aminosauren wurde aber immer noch durch
den Treberpresssaft und nicht durch das supplementierte Hefeextrakt zur Verfiigung gestellt.
Da im MB-Presssaft eine deutlich hohere Protein- und Aminosdurekonzentration (aber
geringere Kohlenhydratkonzentration) als im PA-Presssaft vorhanden waren, lag der Schluss

nahe, dass die Verfugbarkeit von N-Quellen immer in Relation zur Verfugbarkeit von C-
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Quellen betrachtet werden musste, sofern die finale Milchsaurekonzentration aufgrund der

Zusammensetzung eines Treberpresssaftes vorausgesagt werden sollte [30].

Kurzzusammenfassung:

» Der Fermentationsprozess kann auch mit unverdinntem Pale Ale- bzw. Maibock-
Presssaft durchgefuihrt werden. Die finale Milchsaurekonzentration betragt dabei
57,08 g-L* bzw. 79,06 g-L*.

= Prozesstechnische relevante Daten, wie Produktivitdt und finale Milchs&urekonzentration,
kénnen im Vergleich zu den Fermentationen mit verdinntem Weizenbock-Presssaft
deutlich gesteigert werden.

= Die maximal erzielbare Milchsaurekonzentration héangt, neben der Gesamt-
Kohlenhydratkonzentration, maf3geblich von der Aminoséure- und Proteinausstattung des
verwendeten Presssaftes ab.

5.2.5. Kohlenstoffbilanz des Prozesses mit Maibock-Presssaft

In Abbildung 23 ist die Massenbilanz fir die wichtigsten kohlenstoffhaltigen
Komponenten der Fermentation mit MB-Presssaft im Verlaufe des 28-stiindigen
Prozesszeitraumes aufgezeigt. Diese Komponenten beinhalten Kohlenhydrate,
Aminosauren und Proteine auf der Substratseite und die Zellbiomasse sowie das

Stoffwechselendprodukt Milchsaure auf der Produktseite.
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Abbildung 23: Massenbilanz in Bezug auf die wichtigsten kohlenstoffhaltigen Komponenten Maltoligomere,
Maltotriose, Maltose, Glucose, Gesamt-Aminosauren einschlieRlich Alanin und Serin, Protein, Milchsaure und
Biotrockenmasse der Fermentation mit unverdiinntem MB-Presssaft (Fermentation (VII)); BTM,
Biotrockenmasse; AS, Aminoséauren; MB, Maibock [82].

Wahrend einer mikrobiellen Fermentation werden die genannten Substrate (zumeist
vorwiegend Kohlenhydrate) zu Zellbiomasse und Produkten (z.B. organischen S&uren)
umgesetzt. Dabei kénnen auch unerwiinschte Nebenprodukte gebildet werden (wie z.B. CO-
oder Alkohole). Da L. delbrueckii subsp. lactis allerdings einen homofermentativen

Stoffwechsel besitzt, wurden neben der gebildeten Milchsdure keine weiteren gasférmigen
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oder I6slichen Nebenprodukte in grof3er Konzentration erwartet [131]. Die Bilanzierung aller
Substrate und (Neben-)Produkte ist wichtig, sofern der Bioprozess ganzheitlich beschrieben
werden soll. Wenn die Kohlenstoffbilanz eines Prozesses Licken aufweist (insbesondere mit
fortschreitender Prozessdauer), deutet dies entweder auf eine fehlerhafte Analytik oder auf
nicht-bilanzierte unerwartete Nebenprodukte hin [229]. Diesbeziiglich ist es wichtig zu
betonen, dass im vorliegenden Prozess alle maf3geblichen Komponenten der Fermentation
bestimmt werden konnten und die Summe dieser Molekule sich stets nahe der 100%-Marke
befand [82]. Geschlossene Kohlenstoffbilanzen sind nicht nur fir die ganzheitliche
Beschreibung von Bioprozessen wichtig, sondern erlangen zusatzliche Bedeutung, sofern
Modellierungsansatze fir die zugrundeliegenden Prozesse verfolgt werden. Dies kann die
intrazellulare metabolische Stoffflussanalyse betreffen, gilt aber ebenso fir kinetische
Modellierungsansétze des gesamten Bioprozesses [82, 229].

Kurzzusammenfassung:

= Die Fermentation mit Maibock-Presssaft hat im Prozesszeitraum von 28 h eine
geschlossene Kohlenstoffbilanz, d.h. die Konzentrationen aller wesentlichen Substrate
und Produkte konnen jederzeit korrekt quantifiziert werden.

= Diese vollstandige Beschreibung der Fermentation erdffnet die Moglichkeit zur kinetischen
Modellierung der Prozesse.

5.3. Kinetische Modellierung der Treberpresssaftfermentationen

In Kapitel 5.2.3 und 5.2.4 konnte gezeigt werden, dass die Optimierungsanséatze,
welche fir WeBo-Presssaft verfolgt wurden, auch auf Treberpresssafte anderer
Braurezepturen mit abweichender Nahrstoffausstattung (PA-, MB-Presssaft) tbertragen
werden konnten. Des Weiteren hatte sich gezeigt, dass die finale Milchsadurekonzentration
(sowie die Zellkonzentration und die Produktivitat) maRgeblich von einem komplexen
Zusammenspiel aus Kohlehydrat-, Protein- und Aminosaurekonzentration im
Fermentationsmedium beeinflusste wurde. Allerdings war dieser empirische, iterative
Erkenntnisgewinn recht aufwendig. Da die Prozesse lickenlos beschrieben werden konnten,
was sich in einer geschlossenen Kohlenstoffbilanz zeigte (Kapitel 5.2.5), ergab sich die
Madoglichkeit ein kinetisches Modell zu entwickeln, welches die finale Milchsaure- und
Zellkonzentration, aber auch die zugrunde liegenden Fermentationskinetiken, in
Abhangigkeit von der Nahrstoffverfligbarkeit eines Treberpresssaftes berechnen konnte [82].
Im folgenden Kapitel soll zundchst auf die aufgestellten Differentialgleichungen des besagten
Modells eingegangen werden, um dann Vergleiche zwischen berechneten und empirisch-
bestimmten Daten fir die Prozesse mit unverdiinnten MB- bzw. PA-Pressséaften und
verdiinntem WeBo-Presssaft anzustellen [197-200]. Um eine Verwechslung mit gefitteten

Kurven (durchgezogene Linien) zu vermeiden, werden simulierte Daten dabei immer als
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unterbrochene Linien dargestellt und in der Abbildungslegende mit ,[...] M* (fur Modell)

bezeichnet.

5.3.1. Die Wachstumsrate im Modell

Die Wachstumsrate wurde im Modell mit einer klassischen Glucose-abhangigen
Monod-Kinetik berechnet, welche um zuséatzliche Faktoren fir Protein, Gesamt-Aminosauren
und Serin erweitert wurde (Gl. (18)). Wahrend diese Konzentrationen somit einen direkten
Einfluss auf das Wachstum des Organismus hatten, wurde die Alaninaufnahme nicht fur die
Berechnung der Wachstumsrate bertcksichtigt, da es sich um eine wachstumsentkoppelte
Aufnahme in der stationaren und frihen exponentiellen Phase handelte. Im Gegensatz zur
gewahlten Beschreibung der Wachstumsrate, wird die Wachstumsrate in der Literatur haufig
nur in Abhéngigkeit von der Konzentration der wichtigsten Kohlenstoffquelle (zumeist
Glucose) berechnet [133, 187, 230, 231]. L. delbrueckii subsp. lactis kann Maltose,
Maltotriose und in geringem Mal3e Maltooligomere als Kohlenstoffquelle nutzen, was sowohl
in eigenen Experimenten beobachtet (Abbildung 20 C — E), als auch in der Literatur bereits
beschrieben wurde [227]. Dem erstellten Modell lag allerdings die Annahme zugrunde, dass
nur Glucose als Kohlenhydrat in die Zelle aufgenommen wird und somit zum Wachstum und
zur Produktbildung beitragt, wahrend die anderen Kohlenhydrate gemaR Gl. (7) — (10) in
einem iterativen Prozess enzymatisch zu Glucose umgesetzt werden. Diese Annahme
konnte getroffen werden, da die Vorkultur in Glucose-haltigem MRS-Medium angezogen
wurde, sodass von einer Adaption auf Glucose als praferiertes Substrat ausgegangen
werden konnte [181].

Nebst dem Einfluss der Substrate, haben auch die maximal erzielbare Zelldichte und
der inhibierende Milchsauretiter einen Einfluss auf die Wachstumsrate des Organismus. Dies
wurde im Modell durch zwei Terme berlcksichtigt, welche aus der Literatur ibernommen
wurden [185]. Diese Terme verhinderten, dass der Organismus im Modell dauerhaft
exponentiell wuchs, und fihrten durch die Inhibierungen zur typischen sigmoidalen
Wachstumskurve eines Batch-Prozesses. Dabei wurde die maximal erzielbare Zelldichte mit
Xm=5,5gL? leicht hoher als die, in den vorliegenden Versuchsreihen beobachteten,
Zelldichten gesetzt. Des Weiteren wurde eine inhibierende Milchsaurekonzentration von
Pm =95 g-L?, welche in der Literatur fir dem Stamm Lactobacillus casei ssp. rhamnosus
beschrieben wurde, ibernommen [232]. Die inhibierenden Effekte der Milchséure sind dabei
vor allem auf die Diffusion ins Zellinnere in undissoziierter Form und Dissoziation im
Zellinneren zurtickzufiihren. Dadurch wird der intrazellulare pH-Wert abgesenkt, was zwar
durch ATP-abhangige Protonenpumpen ausgeglichen werden kann — der Energieverbrauch
fuhrt dann in der Folge aber zu einer Verlangsamung der Wachstumsrate und/oder zu einer
geringeren Zellbiomassebildung, was wiederum die (wachstumsgekoppelte) Produktbildung

negativ beeinflusst [233]. Die Produktinhibierung spielte bei den durchgefihrten
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Berechnungen allerdings keine tbergeordnete Rolle, da in keiner der Fermentationen ein
Milchsauretiter von 79,06 g-L* Ubertroffen werden konnte. Es soll allerdings nicht unerwahnt
bleiben, dass fir Lactobacillus helveticus, welcher bei pH = 6 auf Molkenpermeat mit einer
Lactosekonzentration von 48 g-L' kultiviert wurde, bereits ab (inititalen)
Milchsaurekonzentration von 40 g-L' — 50g-L! starke inhibierende Effekte auf die

Zellbiomasse- und Milchsaurebildung beobachtet wurden [82, 234].

Kurzzusammenfassung:

= Die Wachstumsrate im Modell besteht aus einer Monod-Kinetik, welche die Substrate
Glucose, Protein, Gesamt-Aminosauren und Serin bericksichtigt.

= Des Weiteren finden in der Wachstumsrate die inhibierenden Effekte durch hohe Zell-
bzw. Milchsaurekonzentrationen Beachtung.

5.3.2. Die Produktbildungskinetik des Modells

In der Literatur wird die Produktbildungskinetik h&ufig in der Form von Gl. (27)
beschrieben, wobei a und B empirisch-bestimmte Parameter fur die wachstumsgekoppelte
(a) bzw. wachstumsentkoppelte (B) Produktbildung sind, die sich von Fermentationslauf zu
Fermentationslauf unterscheiden kénnen [185, 231, 235, 236].

M —apx+p-X Gl. (27)

Im Allgemeinen werden recht breite Fermentations-spezifische Abweichungen fir die
Parameter berichtet, sodass Werte zwischen 0,38 <a < 13,2 und 0,06 < 3 < 3,2 auftreten
[185]. Sofern der Quotient aus wachstumsgekoppelter und wachstumsentkoppelter
Produktbildung einen niedrigen Wert aufweist, d.h. verhaltnismafRig viel Produkt
wachstumsunabhangig gebildet wird, wird dabei von einer schlechten Stickstoffausstattung
des Fermentationsmediums ausgegangen [234].

Der Parameter a (Literatur) ist identisch zur Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute Ypx,
welche in dieser Arbeit verwendet wurde. Die Werte fir Ypx wurden empirisch durch lineare
Regression bestimmt (Kapitel 4.9.1) und unterschieden sich nur geringfugig zwischen den
untersuchten Fermentationen (vgl. Tabelle 4). In Bezug auf den Parameter § konnte im Falle
der Milchsaure-Massenbilanz (Gl. (17)) mit B = 1,0 die beste Ubereinstimmung zwischen
Simulation und Experiment fiir alle untersuchten Pressséfte erzielt werden. Dies war insofern
beachtlich, da die geringen Abweichungen zwischen den Fermentationen — im Gegensatz
zur Literatur — eine Ubertragbarkeit auf weitere Treberpresssafte unterschiedlichster
Braurezepte nahelegte. In kinetischen Modellierungsansatzen muss  die
wachstumsentkoppelte Produktbildung allerdings auf den Zeitraum begrenzt werden, in dem
Substrate vorhanden sind, um eine ,unendliche Produktbildung im Modell zu unterbinden.
Dies wurde im vorliegenden Modell durch eine Monod-&hnliche Erweiterung bewerkstelligt,

wie es in Gl. (17) dargestellt und in der Literatur vorgeschlagen wird [82, 187].
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Kurzzusammenfassung:

= Die wachstumsgekoppelte Produktbildung wird im Modell mit Hilfe der
Produkt/Zellbiomasse-Ausbeute Ypx beschrieben. Es ergeben sich nur geringflgige
Abweichungen zwischen den betrachteten Fermentationen.

= Die wachstumsentkoppelte Produktbildung kann in allen Fermentationen durch den
Parameter 3 = 1,0 beschrieben werden.

5.3.3. Enzymatischer Abbau von Kohlenhydraten und Glucoseaufnahme im Modell

In einigen kinetischen Modellen wird die enzymatische Starkedegradation anhand
einer Michaelis-Menten-Kinetik modelliert [237]. In anderen Ansétzen wird dieser Abbau mit
einer Kinetik (Pseudo) 1. Ordnung modelliert [182—-184]. Im vorliegenden Modell wurde der
Abbau aller a-1,4- verknipften Glucoseoligomere jeweils mit einer Kinetik 1. Ordnung in das
Modell implementiert, da dies die empirisch-ermittelten Werte am besten abbildete
(Gl. (1) - (3)). Die zugrundeliegenden Geschwindigkeitskonstanten k; (Maltooligomerabbau
zu Maltotriose) und ks (Spaltung von Maltose zu Glucose) wurden mittels Regression aus
den empirischen Daten zu Beginn der Fermentationen bestimmt. Demgegeniber konnte die
Rate fir die sehr schnelle Degradation von Maltotriose zu Maltose und Glucose (kz) nicht aus
den empirischen Datensatzen ermittelt werden, weswegen ein Wert von k, = 4 h* gewahlt
wurde.

Die wachstumsentkoppelte Produktbildung lauft, unabhdngig vom Wachstum der
Zellen, unter Glucoseverbrauch ab. Dieser Glucoseverbrauch wurde, analog zur
wachstumsentkoppelten Produktbildung (Kapitel 5.3.2), durch eine Monod-&hnliche
Erweiterung des Glucoseverbrauchsterms beschrieben (Gl. (11)). Im Gegensatz zur
Produktbildung wurde der Term aber durch B = 0,9 an die experimentellen Werte angepasst,
da somit die empirischen Messwerte am besten beschrieben werden konnten. Aus
stdchiometrischer Sicht ergab dies keinen Sinn, da somit einem wachstumsentkoppelten
Substratverbrauch von 0,9 Mol Glucose (pro Zeiteinheit) die Bildung von 2 Mol Milchsaure
(in derselben Zeiteinheit) gegentberstand”. Allerdings ist die wachstumsentkoppelte
Produktbildung nicht zu jedem Prozesszeitpunkt gleich stark ausgepragt — stattdessen wurde
die Abhangigkeit von zahlreichen Einflussfaktoren beschrieben, wie z.B. der
Stickstoffverfigbarkeit bei Fermentationen mit Lactobacillus helvetics [234], der HOhe der
Wachstumsrate bei Prozessen mit Lactobacillus rhamnosus [187] oder der Art der
Kohlenstoffquelle (Glucose, Lactose oder Molken-, bzw. Hefepermeat) bei einer
Fermentation mit Lactobacillus helveticus [238]. Diese zahlreichen Einflussfaktoren mussten
unweigerlich dazu fihren, dass der Quotient von Ypx und [ in den untersuchten
Fermentationen nicht Gber den kompletten Prozesszeitraum konstant war. Dies konnte in

den Modellgleichungen aber nicht berlicksichtigt werden, da hier eine Art ,Netto*-Faktor fur

* Stochiometrisch kénnen 2 Mol Milchs&aure aus 1 Mol Glucose gebildet werden.
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den kompletten Prozesszeitraum ermittelt (Yex) bzw. vorgegeben (B) wurde. Hierin findet
sich  auch eine Erklarung, warum keine strikte  Stdchiometrie  zwischen
wachstumsentkoppelter Glucoseaufnahme und Milchséduresekretion gegeben war.
Grundsatzlich ergaben sich aber — in Analogie zur Produktbildungskinetik — auch fur die
substrat-assoziierten Raten nur geringe fermentationsspezifische Abweichungen, was fir die

Ubertragbarkeit auf Simulationen, denen andere Pressséafte zugrunde lagen, von Vorteil war.

Kurzzusammenfassung:

= Die enzymatische Konversion der Kohlenhydrate (Maltooligomere, Maltotriose, Maltose
und Glucose) kann jeweils durch eine Kinetik 1. Ordnung beschrieben werden.

= Der wachstumsentkoppelte Substratverbrauch wird mit einem Faktor von B =0,9
beschrieben; die Abweichungen zur wachstumsentkoppelten Produktsekretion ergeben
sich vermutlich aus der wachstumsphasenbedingten Veranderung des Quotienten von
Ypix und B

5.3.4. Die Simulation der Fermentation mit unverdinntem Maibock-Presssaft

Die Wachstumskurve der Fermentation mit MB-Presssaft konnte gut durch das
Modell beschrieben werden (Abbildung 24 A), sodass die final-berechnete Zellkonzentration
lediglich um 1,6% hdher als der empirisch-bestimmte Wert ausfiel (Tabelle 7). Scheinbar trat
nach ca. 9 h eine Diauxie in der Wachstumskurve auf, wobei zu diesem Zeitpunkt sowonhl
Glucose als auch Proteine und Aminosauren in hinreichender Konzentration vorhanden
waren und dieses Wachstumsverhalten auch in weiteren Fermentationen mit PA-Presssaft
(Abbildung 25 A) bzw. WeBo-Presssaft (Abbildung 26 A) nicht bestatigt werden konnte.
Daher wurde angenommen, dass die plotzliche Verringerung der Wachstumsrate bei einer
Prozesszeit von ca. 9 h auf prozesstechnische Einflisse, wie z.B. die GibermaRige Zugabe
von Korrekturmittel, zurtickzufihren war. Die Kohlenhydratkonzentrationen konnten gut
durch das Modell beschrieben werden, wobei die Glucosekonzentration (in der frihen
exponentiellen Phase) leicht Uberschatzt und die Maltosekonzentration leicht unterschéatzt
wurde. Sofern die Gesamt-Kohlenhydratkonzentration betrachtet wurde (Abbildung 24 B),
ergaben sich allerdings nur noch minimale Unterschiede zwischen experimentellen und
modellierten Daten. Auch bei der Milchsaurebildung konnten die empirischen Messpunkte
sehr gut durch das Modell beschrieben werden — der finale empirische Milchsauretiter wurde
lediglich um 5% durch das Modell unterschatzt (Tabelle 7). Auch die Produktivitat des
Prozesses nach 15 h wurde durch das Modell lediglich um 1,2% unterschéatzt, gleichwohl es
sich dabei nicht um einen fixen Endwert, wie bei Zell- bzw. Milchsaurekonzentration, sondern
um einen kinetischen Wert handelte.

Obwohl die empirischen Protein- und Gesamt-Aminoséaurekonzentrationen eine
breitere Streuung aufwiesen, konnten auch diese Konzentrationsverlaufe tendenziell gut

durch das Modell beschrieben werden (Abbildung 24 C). Dabei wurde keine der
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Stickstoffquellen komplett verbraucht, was Uberdies fir jede einzelne Aminosaure der

Gesamt-Aminosauren Massenbilanz galt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Simulationsergebnisse zur Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und
unverdinntem MB-Treberpresssaft bei T = 45 °C, N = 400 rpm und pH = 6 (Fermentation (VIl)). Die berechneten
Modellwerte werden durch unterbrochene Linien dargestellt und in der Legende durch ,_M* gekennzeichnet. A)
Biotrockenmasse-, Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose- und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat-
und Milchsaure-Konzentration, C) Gesamt-Aminosdure- und Protein-Konzentration, D) Alanin- und Serin-
Konzentration; BTM, Biotrockenmasse; Srtota, Gesamt-Kohlenhydratkonzentration; ASrtota, Gesamt-
Aminosaurekonzentration; N, Rihrerdrehzahl; MB, Maibock [82].

Demgegenuber wurde das anfangs vorhandene Alanin sehr schnell komplett
verbraucht, wahrend Serin auch am Ende der Fermentation in einer Konzentration von
~0,22 g'L* zur Verfigung stand (Abbildung 24 D).

Alaninaufnahme dabei einer unidirektionalen Kinetik 1. Ordnung. In der Literatur ist

Interessanterweise folgte die

beschrieben, dass Alanin eine besondere Bedeutung fur den Aufbau der Zellwand in
Lactobacillen inne hat, und daher wachstumsentkoppelt in der Lag-Phase und frihen
exponentiellen Phase aufgenommen wird, was die hier ermittelte Kinetik bestétigte [186]. Im
Gegensatz dazu erfolgte die Aufnahme aller anderen Aminosauren (inclusive Serin)
wachstumsgekoppelt in der exponentiellen Phase gem&R der Differentialgleichung 1.
Ordnung eines Batch-Prozesses. Serin besitzt (neben Cystein) eine besondere Bedeutung
fur den Stoffwechsel von Lactobacillen, da es intrazellular in die Aminosaure Alanin
umgewandelt werden kann, weswegen Serin auch nicht in die Massenbilanz fir ,Gesamt-

Aminosauren® mit aufgenommen wurde [186]. Da Serin wahrend der Fermentation allerdings
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nicht vollstandig verbraucht wurde, konnte im Umkehrschluss auch eine Limitation durch

Alanin in dieser Fermentation ausgeschlossen werden [82].

Tabelle 7: Vergleich zwischen Experiment und Simulation fiir die drei Fermentationen mit unverdiinntem MB-,
PA-, und verdiinntem WeBo-Presssaft in Bezug auf die maximale Zelldichte Xmax, die maximale
Produktkonzentration Pmax und die Produktivitét P in den ersten 11 h der Fermentation (WeBo) bzw. in den ersten
15 h der Fermentationen (MB & PA); MB, Maibock; PA, Pale Ale, WeBo, Weizenbock.

Experiment Simulation
MB PA WeBo MB PA WeBo
Xmax 1 g-Lt 5,04 3,16 1,56 + 0,01 4,96 3,63 1,68
Pmax / g-L™? 79,05 57,08 26,7 + 0,69 75,3 67,03 22,76
P/gL'h! 4,93 3,58 2,01+£0,05 4,87 3,79 1,74

Die Proteinkonzentration verringerte sich vermutlich, da L. delbrueckii subsp. lactis
die (Oligo-)Peptide intra- und extrazellular hydrolysierte und die entstehenden Aminoséuren
fur den Metabolismus nutzte [228]. Obwohl bei vielen Lactobacillen die Fahigkeit zur
Sekretion von extrazellularen Proteasen vorhanden ist, scheint diese Fahigkeit bei
L. delbrueckii subsp. lactis besonders ausgepragt zu sein, da hier von einer weitaus héheren
Aminopeptidaseaktivitat in zellfreien Uberstanden als fiir andere Stamme des gleichen
Genus berichtet wurde [82, 239].

Kurzzusammenfassung:

= Die Fermentation mit Maibock-Presssaft kann durch das Modell bzgl. aller relevanten
Stoffklassen (kohlenstoff- und stickstoffhaltige Substrate, Produkte & Zellbiomasse) sehr
gut beschrieben werden.

= Die Alaninaufnahme folgt einer Kinetik 1. Ordnung, wahrend alle anderen Aminosauren
durch die Differentialgleichungen 1. Ordnung eines Batch-Prozesses beschrieben werden
koénnen.

5.3.5. Die Ubertragung der Simulation auf einen Prozess mit unverdiinntem Pale Ale-
bzw. verdinntem Weizenbock-Presssaft

Der Aufbau der Modellgleichungen war anhand der empirischen Daten der
Fermentation mit MB-Presssaft erfolgt — nun sollte die Vorhersagegenauigkeit des Modells
fur zwei weitere Fermentationen mit unverdiinntem PA-Presssaft bzw. verdiinntem WeBo-
Presssaft begutachtet werden.

Die maximale Zellkonzentration der Fermentation mit PA-Presssaft (Tabelle 7) konnte
durch das Modell recht gut beschrieben werden (Uberschatzung durch das Modell um
12,9%), allerdings wurde die Wachstumsgeschwindigkeit, vor allem gegen Ende der
exponentiellen Phase, leicht unterschatzt (Abbildung 25 A). Die Konzentrationsverlaufe der
einzelnen Kohlenhydrat-Spezies wurden weniger akkurat als fur die Fermentation mit MB-
Presssaft (Kapitel 5.3.4) beschrieben. Dies war aber auch auf die schwierige Analytik der

Zucker in der komplexen Probenmatrix des Fermentationsmediums zurlickzufihren und
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weniger auf die Gite des Modells. Die Zuckeranalytik fuhrte mitunter dazu, dass die
Peakflache eines Zuckers geringfugig falsch (z.B. zu hoch) bestimmt wurde, da eine
Baseline-Separation nicht immer gegeben war. Dies wirkte sich dann direkt auf die ermittelte
Peakflache eines Zuckers mit naheliegender Retentionszeit aus, welcher dann entsprechend
auch falsch (z.B. zu gering) bestimmt wurde. Dadurch war die Ubereinstimmung zwischen
Modell und Simulation in Bezug auf die einzelnen Zucker z.T. verbesserungswiurdig, was
aber nicht auf die Gesamt-Kohlenhydratkonzentration zutraf, bei der eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen experimentellen und berechneten Werten erzielt wurde
(Abbildung 25 B). Die Milchsaurekonzentration wurde durch das Modell in der
Wachstumsphase gut abgebildet, wahrend die stationare Milchsédurekonzentration mit 14,8%
moderat Uberschétzt wurde (Tabelle 7). Die Produktivitdt wurde durch das Modell um 5,9%

Uberschéatzt, was wiederum als recht genau zu bezeichnen war.
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Abbildung 25: Simulationsergebnisse zur Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und
unverdinntem PA-Treberpresssaft bei T = 45 °C, N =400 rpm und pH = 6 (Fermentation (VI)). Die berechneten
Modellwerte werden durch unterbrochene Linien dargestellt und in der Legende durch ,_M* gekennzeichnet. A)
Biotrockenmasse-, Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose- und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat-
und Milchséaure-Konzentration, C) Gesamt-Aminoséure- und Protein-Konzentration, D) Alanin- und Serin-
Konzentration; BTM, Biotrockenmasse; Stoa, Gesamt-Kohlenhydratkonzentration; AStota, Gesamt-
Aminosaurekonzentration; N, Ruhrerdrehzahl; PA, Pale Ale [82].

Die anfanglichen Protein- und Aminosdurekonzentrationen (Abbildung 25 C & D)
fielen in der Fermentation mit PA-Presssaft deutlich geringer als in der Fermentation mit MB-

Presssaft aus, was auf geringere Konzentrationen im zugrundeliegenden Presssaft
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zuriickgefuhrt werden konnte (vgl. Tabelle 5). Daher berechnete das Modell nicht nur einen
kompletten Alaninverbrauch in der Lag- und frihen exponentiellen Phase (wie beim MB-
Presssaft), sondern auch eine vollstandige Aufnahme des Serins. Moéglicherweise kam es
wahrend dieser Fermentation also zu einer unzureichenden Aminosdure- und damit
Stickstoffbereitstellung, was insbesondere auf die wichtige Aminosaure Serin zugetroffen
haben konnte [186]. Vermutlich flhrte die unzureichende Serinbereitstellung, nicht nur im
Modell, zu einer Limitation des Wachstums und einer geringeren finalen
Zellbiomassekonzentration. Das  limitierte  Wachstum  bzw. die  verringerte
Zellbiomassekonzentration kdnnte dann wiederum dazu gefiuihrt haben, dass die finale
Milchsadurekonzentration der Fermentation mit MB-Presssaft um 38,5% hoher als mit PA-
Presssaft ausfiel, obwohl die initiale Gesamt-Kohlenhydratkonzentration um 12,8% verringert
war [82].

Wie schon bei der Fermentation mit PA-Presssaft konnte die maximale Zelldichte fur
die Fermentation mit WeBo-Presssaft durch das Modell recht genau bestimmt werden
(Uberschatzung durch das Modell um 8,2%), wohingegen die Wachstumsrate wiederum zu
gering berechnet wurde (Abbildung 26 A, Tabelle 7). Die finale Milchsaurekonzentration
wurde durch das Modell um 24,8% und die Produktivitdt um 13,5% unterschétzt. AuRerdem
zeigte sich, dass die Absterbephase der Zellen nicht durch das Modell vorhergesagt werden
konnte. Die Absterbephase konnte ohne Probleme durch weitere Terme in der
Zellbiomassebilanz beschrieben werden [240-242], allerdings missten zuséatzliche Kriterien
fur das Einsetzen eines Absterbeprozesses definiert werden, da in der MB-Fermentation mit
hohen Aminosaurekonzentration kein Rickgang der Zelldichte in der stationaren Phase zu
erkennen war, wohingegen dieser Effekt mit PA-Presssaft und insbesondere mit WeBo-
Presssaft sichtbar wurde (in beiden Fallen waren deutlich geringere
Aminosaurekonzentrationen im Fermentationsmedium vorhanden). Im Gegensatz zur
Fermentation mit PA-Presssaft berechnete das Modell fir die Fermentation mit WeBo-
Presssaft aber keinen vollstandigen Verbrauch der Aminoséaure Serin (Abbildung 26 D).
Ansonsten lie3en sich fur die Simulation des WeBo-Prozesses aber ahnliche Aussagen wie
bei der Fermentation mit PA-Presssaft treffen: (a) Die Ubereinstimmung zwischen Modell
und Experiment war fir die einzelnen Zucker verbesserungswirdig — die Gesamt-
Kohlenhydratkonzentration konnte aber auf3erst valide vorhergesagt werden (Abbildung 26
B). (b) Die Kinetik der Milchsaurebildung hatte fiir die exponentielle Wachstumsphase eine
groRRe Ubereinstimmung — der finale Titer wurde allerdings um 24,8% unterschétzt (Tabelle
7) [82].
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Abbildung 26: Simulationsergebnisse zur Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und
verdinntem WeBo-Treberpresssaft bei T = 45 °C, N = 400 rpm und pH = 6. Die berechneten Modellwerte werden
durch unterbrochene Linien dargestellt und in der Legende durch , M“ gekennzeichnet. Die empirischen Werte
zeigen die Mittelwerte aus den Fermentationen (IV) und (V), welche in Kapitel 4.5.7 vorgestellt wurden. A)
Biotrockenmasse-, Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose- und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat-
und Milchséaure-Konzentration, C) Gesamt-Aminoséure- und Protein-Konzentration, D) Alanin- und Serin-
Konzentration; BTM, Biotrockenmasse; Stota, Gesamt-Kohlenhydratkonzentration; AStota, Gesamt-
Aminosaurekonzentration; N, Rihrerdrehzahl; WeBo, Weizenbock [82].

Kurzzusammenfassung:

= Die Fermentation mit Pale Ale-Presssaft kann durch das Modell recht genau bzgl. der
Gesamt-Kohlenhydratkonzentration sowie der Milchsaure-, und
Zellbiomassekonzentration beschrieben werden; die Abweichungen fir die einzelnen
Kohlenhydrat-Spezies sind etwas grol3er.

= Die geringe Milchsaureausbeute und die, im Verhdaltnis zur anfénglichen
Zuckerkonzentration, geringe finale Milchsaurekonzentration bei der Fermentation mit
Pale Ale-Presssaft konnten auf den vollstdindigen Verbrauch von Serin  im
Fermentationsmedium zurtickzufihren sein.

= Die Berechnungen durch das Modell weisen fiir die Fermentation mit Weizenbock-
Presssaft grofRere Abweichungen zwischen simulierten und experimentellen Werten auf
als dies fir Maibock- und Pale-Presssaft der Fall ist.

= Das Modell kann den Absterbeprozess der Zellen in der stationaren Wachstumsphase
(bei der Fermentation mit Pale Ale- bzw. Weizenbock-Presssaft) nicht beschreiben.
Vermutlich gibt es einen Zusammenhang zwischen dem Einsetzen des Absterbevorgangs
und der Aminosaure- bzw. Proteinausstattung des Treberpresssaftes.
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5.3.6. Vergleich der drei Modellierungen

Die anfangliche Kohlenhydratzusammensetzung der untersuchten
Fermentationsmedien unterschied sich nicht nur im Hinblick auf die Zusammensetzung der
Kettenlangen, sondern auch hinsichtlich der Gesamtzuckerkonzentration sehr deutlich. So
reichte die Gesamt-Kohlenhydratkonzentration von 26,27 g-L? bis 107,17 g-L%, was einer
Variation um den Faktor 4,1 gleichkam. Auch die Gesamt-Aminosaurekonzentration bewegte
sich im Bereich zwischen 1,52 g-L' und 6,78 g-L! (Variation: Faktor 4,5) und die
Proteinkonzentration variierte ebenfalls stark zwischen 0,16 g-L™* und 0,46 g-L* (Variation:
Faktor 2,9). Demgegenuber erschienen die, in den Kapitel 5.3.4 und 5.3.5 berichteten,
Abweichungen zwischen Simulation und Experiment von 1,2% —24,8% recht gering.
Daruber hinaus konnte das Modell das komplexe Zusammenspiel von kohlenstoffhaltigen
und stickstoffhaltigen Substraten recht genau beschreiben, sodass die Kinetik von
Fermentationen mit Treberpresssaft in Zukunft vorhergesagt werden kann, sofern die
anfangliche Konzentration von Maltooligomeren, Maltotriose, Maltose, Glucose, Bradford-
Protein und 16 Aminoséuren bekannt ist. Dabei kann die Simulation mit einem der
bereitgestellten Parametersatze (Tabelle 4) erfolgen, sofern Informationen zum
zugrundeliegenden Brauprozess vorhanden sind. Andernfalls kénnten die Berechnungen
auch mit einem Mittelwert der Parameter durchgefuhrt werden, da diesbeziglich keine
grofRen Abweichungen zwischen den Fermentationen festgestellt wurden. Allerdings wird die
Simulation umso genauer, desto besser diese Parameter abgeschétzt werden kénnen —
insbesondere trifft dies auf den Faktor fir die wachstumsentkoppelte Produktbildung 8 und

die Zellbiomasse/Substrat-Ausbeute Yyx/s4 ZU.

Kurzzusammenfassung:

= Die Abweichungen zwischen Modell und Experiment erscheinen recht gering, sofern die
grolRen Variationen des Nahrstoffgehaltes der verwendeten Fermentationsmedien (auf
Basis von unterschiedlichen Treberpresssaften) betrachtet werden.

5.4. Fermentationen mit dem festen Rickstand

In Kapitel 5.2 wurde die Entwicklung eines Prozess beleuchtet, durch welchen die
abpressbaren Treberbestandteile fermentativ zu Milchs&ure konvertiert werden konnten. Da
der Ruckstand dieses Pressschrittes mit Cellulose, Hemicellulose (C-Quellen) und Proteinen
(N-Quelle) zahlreiche interessante Rohstoffe flr Bioprozesse enthielt, wurde ein Prozess
entwickelt, bei dem der Organismus Cellulomonas uda die festen Treberbestandteile in
suspendierter Form zu lslichen Wertstoffen (hauptsachlich Essigsaure und Ethanol) in einer
Gemischtsduregarung umsetzen konnte [11]. Das Monitoring von Bioprozessen mit hohen
Feststoffgehalten gestaltet sich oft schwierig [243—-245]. Zudem ist wenig Uber den
Organismus C. uda bekannt, wodurch prozesstechnische Einflussmdglichkeiten auf den

Stoffwechsel ebenfalls weitgehend unerforscht sind. Dementsprechend wurde der
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Zentralstoffwechsel des Organismus aufgeklart, um in einem zweiten Schritt die
fermentations- und prozesstechnischen Einflussmaoglichkeiten auf den Stoffwechsel zu
untersuchen. Dabei wurden zahlreiche Analyse-, Regulations- und Monitoring-Verfahren
eingesetzt und (weiter) entwickelt. Schlussendlich wurde die Fermentation vom
KolbenmalRstab (mit niedrigen Feststoffbeladungen) auf den ReaktormaRstab und auf

hohere Feststoffkonzentrationen tbertragen [193].

5.4.1. Aufklarung des Zentralstoffwechsels von Cellulomonas uda

Die Genome von C. uda und C. gilvus enthielten ca. 3,5 Mio. Nukleotide und stimmten
in ihrer Sequenz zu 89,3% Uberein. Demgegenuber hatte das Genom von C. fimi
(C. flavigena) sogar 4,2 (4,1) Mio. Nukleotide, wobei die Sequenzidentitdt zu C. uda mit
84,7% (87,8%) etwas geringer ausfiel. Obwohl auch C. fimi und C. flavigena als artverwandte
Organismen von C. uda identifiziert worden waren [246, 247], schien die genetische
Ahnlichkeit und somit die evolutionare Nahe zu C. gilvus, in Bezug auf das komplette Genom,
also grof3er zu sein.

Bei der Beurteilung des Zentralstoffwechsels ergab sich ein ahnliches Bild: So war
die Sequenzidentitat fir das Gen der Formiat:NAD* Oxidoreduktase (E.C.: 1.17.1.9), welches
fur die Umwandlung von Ameisensaure in CO; verantwortlich ist, zwischen C. fimiund C. uda
am hochsten, wahrend alle anderen untersuchten Gene die groRte Ubereinstimmung
zwischen C.gilvus und C.uda aufwiesen. Abbildung 27 zeigt den postulierten
Zentralstoffwechsel von C. uda, der aus den Genhomologien zwischen C. uda und C. gilvus
bzw. C. fimi aufgebaut wurde.

Dabei zeigte sich, dass C. uda die aufgenommenen Kohlenhydrate in den Emden-
Meyerhof-Parnas-Weg einspeist und ausgehend von Pyruvat finf l6sliche Produkte
(Organische Sauren: Bernsteinsdure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure, Solvens:
Ethanol) und CO, als gasformiges Produkt produzieren kann. Diese
Stoffwechselendprodukte stellen die Produkte einer klassischen Gemischtsauregéarung dar,
wurden zuvor bereits in empirischen Versuchsreihen fur den Organismus beschrieben [143,
144, 146, 190] und nun durch die bioinformatische Genanalyse bestatigt. Wahrend bei der
Essigsaureproduktion der Energietrager ATP Uber zwei der drei Stoffwechselwege gebildet
werden kann, dienen die anderen Stoffwechselendprodukte vornehmlich der Regulation des
Redoxzustandes der Zelle, indem das intrazellulare NADH/NAD* Verhéaltnis beeinflusst

werden kann.
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Abbildung 27: Potenzieller Zentralstoffwechsel von C. uda; Anmerkung: Zu jeder Reaktion sind die zugehdrigen
E.C.-Nummern gegeben; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; EtOH, Ethanol;, AC, Essigsaure; FOR,
Ameisensaure; CO2, Kohlenstoffdioxid; H.O, Wasser; NADH, Nicotinamid Adenin Dinucleotid (reduziert); NAD*,
Nicotinamid Adenin Dinucleotid (oxidiert); CoA, Coenzym A; Ac-CoA, Acetyl-Coenzym A; AT(D,M)P,
Adenosintri-(di-,mono-)phosphat; Pi, Phosphat; PPi, Diphosphat; UON, Ubiquinon; UOL, Ubiquitol [11].

Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass die unidirektionalen
Reaktionspfeile nicht zwangslaufig einen unidirektionalen Charakter der Reaktion
beschreiben. Die meisten der beteiligten Enzyme katalysieren bidirektionale Reaktionen: So
wurde die Fahigkeit zur Reassimilation von Milchsdure in anderen Cellulomonadaceae
berichtet [144] und die Fahigkeit zur Wiederaufnahme von Essigsaure wurde fur C. uda in
eigenen Fermentationen beobachtet (vgl. Abbildung A 2). Die Reaktionspfeile symbolisieren

folglich nur die wahrscheinlichste Gleichgewichtslage unter fermentativen Bedingungen [11].

Kurzzusammenfassung:

= Genhomologien zu den artverwandten Organismen C. fimi und C. gilvus legen nahe, dass
C.uda alle Gene zur Produktion von Bernsteinsaure, Milchsaure, Ameisenséaure,
Essigséaure, Ethanol und CO, aus Pyruvat besitzt.

= ATP kann als Nebenprodukt der Essigsaureproduktion tber zwei von drei moglichen
Stoffwechselwegen gebildet werden.
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5.4.2. Wachstum von C. uda unter aeroben & anaeroben Bedingungen

Abbildung 28 zeigt das Wachstum von C.uda unter aeroben und anaeroben
Bedingungen in Bezug auf (Teilabbildung in Klammern): Produktbildung und
Treberverbrauch (A,B), Zellwachstum (C,D) sowie Cellulase- und Xylanase-Aktivitat (E,F).
AuBerdem sind der Gehalt an hydrolysiertem Treber-Protein (C) fur die anaerobe
Fermentation und die Konzentration von Pyridoxin (D) fur den aeroben Fall dargestellt.

In der anaeroben Fermentation wurden in einer Gemischtsauregarung funf I6sliche
Produkte (Bernsteinsaure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol) gebildet, die
bereits zuvor fur das Wachstum mit Cellulose identifiziert worden waren [146]. In erster Linie
wurden dabei Essigsaure und Ethanol in einem A&aquimolaren Verhdltnis von
1,15 moleon-molact in das Fermentationsmedium sekretiert. Ein ahnliches Verhaltnis dieser
beiden Produkte wurde bereits fir das Wachstum von Cellulomonas sp. (ATCC 21399) mit
Cellulose beschrieben [248]. Die Produkt/Treber-Ausbeute nahm, bezogen auf die Iéslichen
Stoffwechselendprodukte, einen Wert von Ypis = 0,41 + 0,03 gprod*Qreber - @n.

Wie aus Abbildung 27 ersichtlich wird, kann aber sowohl fir die Bildung von Essigsaure als
auch von Ethanol die Produktion einer dquimolaren Menge CO. vorausgesetzt werden.
Sofern dieses gasformige Produkt in der Ausbeute berticksichtigt wurde, erhdhte sich der
Wert auf Ypsicoz=0,73 £ 0,04 gprroa'Grrener-.  Die  Zellbiomasse/Treber-Ausbeute wurde
gemal Kapitel 4.9.2 mit einem Wert von Yxs= 0,11 + 0,01 gsrm'Qrreber - berechnet, wobei
Zellwachstum erst gegen Ende des Prozesses in geringem Mal3e stattfand (Abbildung 28 C).

Cellulomonadaceae konnen Ameisensaure zu CO; oxidieren, um reduzierte NADH-
Spezies zu regenerieren  [144]. Interpretiert man den Rickgang der
Ameisensaurekonzentration nach einer Fermentationszeit von ca. 6 Tagen (Abbildung 28 A)
als Reassimilation von Ameisensaure und Oxidation zu CO,, wirde sich auch die Licke in
der Kohlenstoffbilanz von ca. 16 % erklaren lassen. Die Treber-Konzentration sank unter
sauerstofffreien Bedingungen von 50 g-L* auf 28,1 + 0,9 g-L* (Abbildung 28 A), wobei die
Bestandteile zu unterschiedlichen Anteilen verbraucht wurden: Die Proteinfraktion wurde zu
85,7% degradiert, wobei bis zu 7,5% des abgebauten Proteins (6,5% des urspriinglichen
Proteins) in der Fermentationsbriihe akkumulierten und nicht in die Zelle aufgenommen
wurden. Die Lipidfraktion wurde um 51,2% reduziert, die Cellulose- und
Hemicellulosefraktion wurden zu 32,8% bzw. 23,2% abgebaut. Lignin wurde nur in
geringerem Mal3e degradiert (Abbau von 19,7%). Lignin besitzt fir Cellulomonas zwar keinen
Nahrwert, aber der Abbau kdnnte ggfs. notwendig sein, da es sich bei der bakteriellen
Degradation von lignocellulosehaltiger Biomasse immer um einen synergistischen Prozess
handelt [249-251].
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Abbildung 28: Fermentationen mit C. uda in einem Medium aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber und 5 g-L**
Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 und 120 rpm. Die Teilabbildungen A, C und E zeigen anaerobe
Bedingungen; die Teilabbildungen B, D und F beschreiben den aeroben Versuch. A+B) Produktkonzentrationen
von Bernsteinsaure, Milchsdure, Ameisensaure, Essigsdure und Ethanol sowie Substratkonzentration unter
Einbeziehung der Treber-Bestandteile: Lignin, Cellulose, Hemicellulose, Protein, Lipid, Asche und sonstiger
Bestandteile, C+D) Zellbiomassebildung und hydrolysierte Proteinkonzentration bzw. Pyridoxin-Konzentration,
E+F) Xylanase- und Cellulase-Aktivitat. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angenéhert, wenn die
Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei biologischen
Replikaten mit Ausnahme der Treberkonzentration zu Beginn der Fermentation; Cell, Cellulose; Hemicell,
Hemicellulose; Prot, Protein; Sonst, Sonstige; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC,
Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11].

Unter sauerstoffhaltigen  Bedingungen produzierte C.uda hauptséachlich
Zellbiomasse und sekretierte kaum ldsliche Produkte in das Fermentationsmedium
(Abbildung 28 B), was so auch schon in der Literatur beschrieben worden war [146]. Dabei

war fur ca. 7 Tage ein sigmoidaler Anstieg der Zelldichte zu beobachten (Abbildung 28 D),
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der zu einer Zellbiomasse/Treber-Ausbeute von Yxs= 0,22 + 0,05 gsrtm-Grrener - flinrte, was
einer Verdopplung der Ausbeute (im Vergleich mit den anaeroben Bedingungen) entsprach.
Wurde die Zellausbeute nur auf die verbrauchten Kohlenhydrate im Treber bezogen, so stieg
sie auf Yxkn= 0,64 £ 0,14 garm Orohlenhydrate -, Was etwas hoher war, als dies zuvor fir
C. biazotea in der Literatur beschrieben worden war (Yxxn = 0,5 getm QOkohlenhydrate 1) [150]. Die
ermittelten Zellausbeuten wurden auf3erdem durch bildgebende Verfahren gemaf Kapitel
4.7.8 untersucht und verifizierten die héheren Zelldichten unter aeroben Bedingungen
(Abbildung 29). Des Weiteren wurde gemal Kapitel 4.7.7 eine Korrelation zwischen

optischer Dichte ODegoo nm Und Zellzahl C ermittelt, die in Gl. (27) gegeben ist:

C = ODgoonm - 107 Gl. (27)

Abbildung 29: Visualisierung des Wachstums von C. uda nach 4 Tagen mit 5 Gew.-% gepresstem MB-Treber
und 5 g-L'! Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 und 120 rpm: A) Lichtmikroskop, aerob, B) CLSM
nach Farbung mit Syto 9, aerob, C) Lichtmikroskop, anaerob, D) CLSM nach Farbung mit Syto 9, anaerob.
Anmerkung: Die lichtmikroskopischen Bilder wurden quadratisch ausgeschnitten, der Maf3stab in den CLSM-
Aufnahmen befindet sich am rechten unteren Bildrand; CLSM, Confokale Laser-Scanning Mikroskopie [11].

- 88 -



Ergebnisse und Diskussion

Da praktisch keine Islichen Stoffwechselendprodukte in der aeroben Fermentation
akkumulierten, fiel auch die Produkt/Treber-Ausbeute mit Yp;s= 0,004 + 0,033 Qgprod Qrreber
entsprechend gering aus. Fir den Organismus Cellulomonas gelida UQM 2480 wurde
jedoch eine um das 81,6-fach erhdhte CO.-Produktion berichtet, sofern (quasi) anaerobe
Bedingungen mit einer Sauerstoffkonzentration <0,1% mit aeroben Bedingungen bei einer
Sauerstoffkonzentration von 21% verglichen wurden [252]. Wenn diese vermehrte CO.-
Produktion fur die beschriebene Fermentation angenommen wurde, erhdhte sich die
Ausbeute auf Ypisicoz= 1,11 + 0,16 gproa-Qrrever . Die Treberkonzentration sank wahrend der
aeroben Fermentation von 50 g-L! auf 26,1+ 1,9gL?! (Abbildung 28 B), wobei die
Komponenten wiederum unterschiedlich stark vom bakteriellen Abbau betroffen waren. Die
Proteinfraktion wurde zu 76% abgebaut und war damit erneut diejenige Fraktion des Trebers
mit dem starksten Rickgang. Lipide, Cellulose, Hemicellulose und Lignin wurden zu 68,5%,
39%, 40,1% bzw. 27,1% abgebaut. Im Allgemeinen wurde unter aeroben Bedingungen also
ein etwas hoherer Anteil der Kohlenhydratfraktion und ein etwas geringerer Anteil der
Proteinfraktion als unter anaeroben Bedingungen verbraucht [11].

Kurzzusammenfassung:

= Unter anaeroben Bedingungen findet Zellwachstum in geringem Mal3e statt; es werden
die Produkte einer klassischen Gemischtsauregarung — vornehmlich aber Essigsaure und
Ethanol — gebildet.

= Unter aeroben Bedingungen steigt die Zelldichte fir 7 Tage sigmoidal an, ldsliche
Stoffwechselendprodukte werden nicht gebildet.

= Beim bakteriellen Abbau des Trebers handelt es sich um einen synergistischen Prozess,
der alle Fraktionen des Trebers beeinflusst; insbesondere die Proteinfraktion wird in
hohem Mal3e degradiert.

5.4.3. Enzymaktivitat von C. uda unter aeroben & anaeroben Bedingungen

In den meisten Literaturstellen, die sich mit Cellulomonadaceae beschaftigen, wird
entweder die Cellulase/Glucanase-Aktivitat [150, 151, 253] oder die Xylanase-Aktivitat [152,
153, 254, 255] des Organismus dargestellt. Gelegentlich werden aber auch ganzheitliche
Anséatze verfolgt, die verschiedene Enzymklassen beinhalten [7, 256]. In dieser Arbeit fielen
die Enzymaktivitaten unter anaeroben Bedingungen mit Aceimax = 0,10 + 0,02 nkat-ml™* bzw.
Axymax = 0,80 = 0,25 nkat-'ml?* recht gering aus (Abbildung 28 E), wohingegen sie unter
sauerstoffhaltigen Bedingungen auf Aceimax = 0,98 + 0,05 nkat-ml? bzw.
Axymax = 5,0 + 1,14 nkat-mlt anstiegen (Abbildung 28 F). Unter aeroben Bedingungen wurde
die Enzymaktivitait von Cellulomonas sp. B6 mit ca. 3,3 nkatml! fiir Cellulase und
10,0 nkat'-ml? fur Xylanase angegeben, wenn die Zellen auf lignocellulosehaltigen
Substraten, wie z.B. Extruder-vorbehandeltem Weizenstroh oder Zuckerrohrstroh, kultiviert
wurden, was gut mit den hier beobachteten Werten tibereinstimmte [256]. In der vorliegenden

Arbeit konnten zwei Tendenzen bzgl. der Enzymaktivitat beim Wachstum von C. uda mit
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Treber festgestellt werden: (a) Die enzymatische Aktivitat war unter aeroben Bedingungen
stets hoher als in einer sauerstofffreien Umgebung, was in der Literatur bereits fur das
Wachstum von C. uda mit Cellulose berichtet wurde [146]. (b) Die Xylanaseaktivitat war
sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen hoher als die
Cellulaseaktivitat. Dieser Effekt wurde bereits fir C. flavigena NIAB 441 und verschiedene
lignocellulosehaltige Substrate, wie Weizenstroh, Grasstroh oder Bagasse, beschrieben. In
der entsprechenden Literaturstelle wird erlautert, dass die Xylanaseaktivitat zwar um den
Faktor 3 bis 6 verringert (aber niemals komplett heruntergefahren) werden kann, sofern
xylanfreie Substrate, wie z.B. Carboxymethylcellulose, Watte, Baumwollstangel oder
Filterpapier eingesetzt werden [257]. Uberraschend war zudem, dass die Xylanaseaktivitat
Zu spateren Fermentationszeitpunkten wieder abnahm, was am besten in Abbildung 28 F zu
erkennen ist. Einerseits kann die Prasenz von Xylan den Celluloseabbau hemmen, was
sowohl fir technische Enzymmischungen [258] als auch fur gentechnisch modifizierte
Saccharomyces cerevisae, welche Cellobiose metabolisieren kann, berichtet wurde [259].
Andererseits wurde auch gezeigt, dass der Zusatz von Cellobiose zum Kulturmedium die
Expression von membrangebundenen und sekretierten Cellulasen in Cellulomonadaceae
reprimieren kann [148]. Daruiber hinaus konnen viele Enzyme durch physikalische Interaktion
mit lignocellulosehaltigen Materialien inaktiviert werden [260-262]. Die Aktivitatsverluste,
welche bei der Xylanase beobachtet wurden, kdnnten durch vergleichbare Effekte ausgelost
worden sein und wurden in der Literatur bereits fir die Cellulaseaktivitdt anderer

Cellulomonadaceae beschrieben [11, 148].

Kurzzusammenfassung:

= Unter aeroben Bedingungen sind die Xylanase- und Cellulaseaktivitaten deutlich hdher
als unter anaeroben Bedingungen.

= Zu spaten Prozesszeitpunkten kommt es zu Aktivitatsverlusten — mdglicherweise durch
regulatorische Mechanismen oder physikalische Interaktion zwischen Enzymen und
lignocellulosehaltiger Biomasse.

5.4.4. Fluorophore unter aeroben & anaeroben Bedingungen

In der Literatur sind fur biologische Prozesse vier wichtige Fluorophore beschrieben
worden: Tryptophan, Riboflavin, NAD(P)H, Pyridoxin sowie Pyridoxin-Derivate wie
Pyridoxamin und Pyridoxal-5'-phosphat. Aul3erdem handelt es sich bei den Aminosauren
Tyrosin und Phenylalanin um weitere wichtige, biogene Fluorophore [263, 264]. In
Fermentationen mit lignocellulosehaltigen Substraten kénnen zusatzlich Humin- und
Fulvosauren, welche durch Degradation aus Lignin entstehen konnen, Fluorophore
darstellen [265]. In den Fermentationen dieser Arbeit wurde Pyridoxin ausschlie3lich zu
Beginn der aeroben Fermentation detektiert (Abbildung 28 D), wahrend Tryptophan (als

Hinweis auf hydrolysiertes Treber-Protein) nur in der anaeroben Fermentation zu sehen war
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(Abbildung 28 C). Beide Signale zeigten im gefilterten Uberstand die gleiche oder sogar eine
erhdhte Intensitat im Vergleich zur unbehandelten Fermentationssuspension, sodass nicht
von einer zell- oder treberassoziierten Fluoreszenz ausgegangen werden konnte.

Pyridoxin spielt eine wichtige Rolle im Aminosaurestoffwechsel vieler Organismen,
was beispielhaft bereits fur E. coli K12 gezeigt wurde [266]. Die grof3e Bedeutung kann auch
anhand der folgenden Beispiele erlautert werden: (a) In S. cerevisiae RTY110/pRB58 kann
die intrazellulare Pyridoxinkonzentration mit der metabolischen Aktivitdt und dem
exponentiellen Zellwachstum korreliert werden [263]. (b) Die Respirationsrate von aerob
kultivierter Saccharomyces carlsbergensis 4228 erhoht sich um das 3,5-fache, wenn der
Fermentationsbriihe Pyridoxin zugesetzt wird [267]. (c) Pyridoxin ist ein wichtiger Co-Faktor
im Krebs-Zyklus [268]. (d) Pyridoxal-5'-phosphat, welches aus Pyridoxin synthetisiert werden
kann, ist ein Cofaktor fiur die Synthese von 5-Aminolavulinsaure, welche wiederum die
Vorstufe fur die Synthese verschiedener Tetrapyrole in Bakterien darstellt [269]. Diese
Molekile spielen eine wichtige Rolle als Cofaktoren fur Ham-haltige Enzyme, die in der
Atmungskette lokalisiert sind. In diesem Zusammenhang ist Cytochrom C eines der
wichtigsten Proteine, welches bereits in der Membran von Cellulomonas fimi nachgewiesen
werden konnte [8]. Da sich das Fluoreszenzsignal im Kulturiiberstand befand, erscheint es
wahrscheinlich, dass C. uda Pyridoxin aus dem Treber extrahiert und es in einem zweiten
Schritt in die Zelle aufnimmt, um Cofaktoren fir die Aminosduresynthese und/oder die
Zellatmung zu generieren. Da Pyridoxin jedoch ausschlieBBlich in aeroben Prozessen
nachgewiesen werden konnte, spricht einiges daflir, dass Pyridoxin mit der Zellatmung in
Verbindung steht. Allerdings muss erwahnt werden, dass der Pyridoxingehalt von Treber in
der Literatur mit 0,7 ppm in deutlich geringen Konzentrationen bestimmt wurde, als dies in
der vorliegenden Arbeit der Fall war [13].

Viele Bodenbakterien sind in der Lage, extrazellulare Proteasen zu sezernieren, da
die Stickstoff-Verfligbarkeit in ihrem Habitat meist auf proteinhaltige Quellen beschrankt ist
[270, 271]. Unter diesen Bodenbakterien befinden sich auch Cellulomonadaceae, z. B.
C. bogoriensis [272] oder Cellulomonas sp. ATCC 21399 [273], die (temperatur- und pH-
resistente) Proteinasen produzieren kénnen. Die Proteinverwertung ist einerseits durch die
direkte Aufnahme von Aminosauren und/oder Peptiden mdglich, wobei die Peptide der Zelle
als Stickstoff-, Kohlenstoff- und Energiequelle dienen. Zum anderen ist die Aufnahme nach
Desaminierung (z. B. hydrolytisch, reduktiv oder oxidativ) und in Form von Ammoniak oder
Nitrat (nach Nitrifikation von NH4") moglich. In diesem Falle wird nur der Stickstoffbedarf der
Bakterien gedeckt. Die zweite Strategie greift insbesondere dann, wenn die
Kohlenstoffverfigbarkeit hoch ist (in der vorliegenden Arbeit z.B. unter aeroben
Bedingungen), da die Expression einer Aminosaure-Oxidase und eines NH.*-Transporters

energetisch gunstiger ist, als es die Expression von zahlreichen Proteasen und aktiven (d.h.
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ATP-verbrauchenden) Transportern fur verschiedene Aminosauren, Di- und Oligopeptide
sein kann. Zudem ist der Kohlenstoff des Proteins/ der Aminosauren flr die Zellen bei grof3er
Kohlenstoff-Verfligbarkeit haufig nicht nétig, da dieser Bedarf z.B. durch Kohlenhydrate
gedeckt werden kann [3, 274-276]. Die Desaminierung von Aminosauren durch eine
Aminoséaureoxidase wurde in der Literatur bereits fur C. cellulans AM8 beschrieben [277].
AuRerdem wurde in einem peptonhaltigen Medium die Freisetzung von NH4* durch C. uda
nachgewiesen, was ein starkes Indiz fur die Expression einer Aminosaureoxidase darstellt
[143]. In der aeroben Fermentation wurden vermutlich alle, durch den Abbau des
Treberproteins entstehenden, Aminosauren durch eine der genannten Mechanismen
verbraucht, da zu keinem Zeitpunkt eine Tryptophanfluoreszenz beobachtet wurde
(Abbildung A 1 Teilabbildung E), aber der Proteingehalt im Treber deutlich reduziert wurde
(Kapitel 5.4.2). Im Gegensatz dazu reicherten sich bei der anaeroben Fermentation
Tryptophan oder tryptophanhaltige Peptide in der Fermentationsbrihe an, die einer
Proteinkonzentration von etwa 0,7 g-L* entsprachen (vgl. Gl. (20)). Sofern Tryptophan durch
UV-Bestrahlung desaminiert (oder decarboxyliert) wurde, zeigte sich, dass die
Abbauprodukte, welche haufig noch einen Indolring besalRen, trotzdem Kkeine
fluoreszierenden Eigenschaften mehr aufwiesen [278]. Da bei enzymatischer Desaminierung
ahnliche Effekte auftreten dirften, kdnnte dies auf das Fehlen oder zumindest die
verminderte Expression einer Aminosaureoxidase unter anaeroben Bedingungen hindeuten.
Dies koénnte wiederum durch eine geringe Kohlenstoffverfligbarkeit induziert worden sein, da
die Cellulase- bzw. Xylanase-Aktivitaten in der anaeroben Fermentation geringer waren und
es somit auch zu einem geringeren Abbau von Strukturkohlenhydraten kam.

In beiden Fermentationen (aerob und anaerob) bildete sich im Laufe der Fermentation
ein zusatzlicher Peak im Bereich von Ex =320 nm —420 nm, Em =400 nm — 540 nm,
welcher in der Literatur als Fulvinsdure-ahnliche Fluoreszenz beschrieben wurde (Abbildung
A 1 Teilabbildung E/F) [279]. Viele Bodenbakterien sind in der Lage, Lignin mit Hilfe von
Peroxidasen oder Laccasen abzubauen [280]. Im Speziellen wurde bei Cellulomonas sp.
eine Mangan-Peroxidase beschrieben [281], bei welcher es sich um eines der weit-
verbreitetsten Lignin-abbauenden Enzyme Uberhaupt handelt [282]. Daher erscheint es
wahrscheinlich, dass der beschriebene, breite Peak, der Gberdies im aeroben Falle eine
erhdhte Intensitat aufwies, auf den Abbau von Lignin zurtickzufiihren war, da der Ligninabbau
in der aeroben Fermentation ebenfalls starker ausfiel (Kapitel 5.4.2). Ein Nachweis konnte
jedoch nicht erbracht werden, da Calciumlignosulfonat und Fulvosédure andere

fluoreszierende Eigenschaften als die Fermentationsproben zeigten (Abbildung A 4) [11].
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Kurzzusammenfassung:

= Unter aeroben Bedingungen kann zu Beginn der Fermentation eine Pyridoxinfluoreszenz
nachgewiesen werden. Vermutlich wird Pyridoxin aus dem Treber extrahiert und dient
C. uda als Co-Faktor fir Enzyme der Atmungskette.

= Unter anaeroben Bedingungen akkumulieren fluoreszierendes Tryptophan und/oder
tryptophanhaltige Peptide in der Fermentationsbrihe. Unter Umstanden deutet dies auf
die fehlende oder verringerte Expression einer Aminosaureoxidase unter diesen
Bedingungen hin.

5.4.5. Prozesstechnische Optimierung der anaeroben Fermentation

Um Biertreber stofflich zu verwerten, hatte sich die anaerobe Fermentationsstrategie
als vorteilhaft herausgestellt, da l6sliche Wertstoffe, wie Essigsaure oder Ethanol, produziert
werden konnten (vgl. Kapitel 5.4.2). Dementsprechend sollte diese Fermentation weiter
optimiert werden, um einerseits die absoluten Produktkonzentrationen zu erhéhen und
andererseits die Nebenproduktbildung mdglichst gering zu halten. AufRerdem sollte die
Variation von Fermentationsparametern Einblicke in die physiologischen Vorgange bei der
Kultivierung von C.uda mit Treber ermoglichen, die dann anhand des aufgeklarten
Zentralstoffwechsels (Abbildung 27) interpretiert werden konnten. Die Optimierungen werden
in den folgenden Kapitel 5.4.6 — 5.4.11 beleuchtet.
5.4.6. Fermentationen mit Mineral-Medium bzw. mit Treber und variierter Gasphase

Um Basiswerte fiir weitere Optimierungen zu erhalten, wurden einige
Referenzfermentation durchgefihrt, die in Abbildung 30 gezeigt sind. Zunachst wurde eine
Referenzfermentation mit Standard-Mineral-Medium (i) durchgefihrt, bei welcher im Laufe
der achttagigen Fermentationszeit eine geringe Gesamt-Produktkonzentration von 3,28 g-L*
im Medium akkumulierte, wobei die Essigsaurebildung mit 1,18 g-L* noch den groften Anteil
am Produktspektrum ausmachte. Zwar war die Fermentationszeit mit 8 Tagen deutlich kurzer
als die aller weiterer Fermentationen (14 bzw. 18 Tage), allerdings zeigte sich bereits nach
dieser kurzen Zeitspanne kein signifikanter Anstieg der Produktbildung mehr (vgl. Abbildung
A 3). Sofern C. uda mit dem hier verwendeten Mineral-Medium oder dem (&hnlichen) M9-
Medium kultiviert wurde, werden in der Literatur keine Aussagen zu maximalen
Produktkonzentrationen getroffen und der Fokus stattdessen auf die Enzymaktivitaten gelegt
[146, 148, 273]. Demgegeniber wurden fir eine viertdgige Fermentationszeit mit
C. uda ATCC 491 in Hefe-Dextrose-Medium (d.h. in Komplexmedium) Konzentrationen von
0,61 g-L* fur Essigsaure und 0,089 g-L* fur Milchsaure berichtet, was sogar unter den hier
ermittelten Werten zurtickblieb [144].

Hohere Gesamt-Produktkonzentrationen von 8,39 g-L'* konnten erzielt werden,
sofern Biertreber als Substrat in 0,2 M MOPS-Puffer und unter anaeroben Bedingungen
(N2-Atmosphére) eingesetzt wurde (ii). Dies war insofern bemerkenswert, da die komplexen

Nahrstoffanspriiche des Organismus (vgl. Kapitel 4.7.3) allesamt durch den Treber gedeckt
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werden konnten. Sofern anaerobe Bedingungen durch CO2-Begasung erzielt wurden (iii),
konnte die Gesamt-Produktkonzentration auf einen Wert von 11,34 g-L! gesteigert werden,
wobei etwas mehr Ameisenséure und Essigséure im Vergleich zum Versuch mit Stickstoff
gebildet wurden. Da es sich bei der, durch die Formiat:NAD+ Oxidoreduktase (E.C.: 1.17.1.9)
katalysierten, Reaktion um eine bidirektionale Reaktion handelt, kbnnte die vermehrte
Akkumulation von Ameisensaure hierbei durch das Prinzip von Le Chatelier erklart werden,
da die Beaufschlagung von CO, im Kopfraum das Gleichgewicht der Reaktion zu Gunsten
von Ameisensaure verschoben haben koénnte (vgl. Abbildung 27). Allerdings kann die
Erhéhung der Gesamt-Produktkonzentration auch im Bereich von fermentationsspezifischen

Unterschieden liegen, sodass keine abschlieRende Aussage getroffen werden konnte.
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Abbildung 30: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C.uda in Bezug auf
Bernsteinsdure, Milchsaure, Ameisenséure, Essigsadure und Ethanol: (i) Referenzfermentation mit Standard-
Mineral-Medium. In allen weiteren Fermentationen bestand das Medium aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber
in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4: (ii) N2-Atmosphare, (iii) CO2-Atmosphare, (iv) N2-Atmosphére + Einsatz von
5 g-L! Hefeextrakt. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 bzw. 4 biologischen Replikaten mit Ausnahme der
Referenzfermentation (i); SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisenséure; AC, Essigsaure; EtOH,
Ethanol; MB, Maibock.

Sofern der anaeroben Fermentation (N>-Atmosphéare) auch Hefeextrakt zugesetzt
wurde (iv), anderte sich die Gesamt-Produktkonzentration kaum — allerdings wurden weniger
Nebenprodukte als in den Fermentationen ohne Hefeextrakt (i) bzw. (iii) gebildet, wodurch
dieser Fermentationsansatz fur die weiteren Optimierungen genutzt wurde.

Da der Fokus in der Literatur bei der Kultivierung von Cellulomonadaceae mit
lignocellulosehaltigen Substraten (z.B. mit Dattelkernen oder Weizenstroh) meist auf der
Enzymproduktion [156, 281] oder der Degradation von lignocellulosehaltiger Biomasse in Co-
Fermentationen liegt [252], konnten fiir die Fermentationen (i) bis (iv) keine Vergleichswerte

in der Literatur gefunden werden [11].
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Kurzzusammenfassung:

= Biertreber kann die komplexen Nahrstoffanspriiche von C. uda bedienen. Die finalen
Produktkonzentrationen sind héher als mit einem Standard-Mineral-Medium.

= Der Zusatz von Hefeextrakt zu einem Fermentationsmedium aus Biertreber in MOPS-
Puffer ist nicht zwingend notig — verringert aber die Nebenproduktbildung.

5.4.7. Reduzierende vs. oxidierende Bedingungen und Variation des pH-Wertes

Das Redoxpotential und der pH-Wert eines Kulturmediums kdnnen einen grof3en
Einfluss auf die Durchfihrung einer Fermentation haben, weswegen die Veranderung dieser
Parameter in mehreren Versuchen untersucht wurde (Abbildung 31). So ist aus der Literatur
bekannt, dass das Redoxpotential das Produktspektrum in Gemischtsdurefermentationen
von E.coliK12 beeinflussen [283], die Produktion von 1,3-Propandiol in
Klebsiella pneumoniae férdern [284], die Bildung von Aromaten aus Aminosauren in
Lactococcus lactis verstéarken [285], die Bildung von Zitronensaure in Aspergillus niger
erhthen [286] und die Expression von Enzymen in Yarrowia lipolytica aktivieren kann [287].
Aufgrund  dieser groRen physiologischen Einflussmdglichkeiten  wurden dem
Fermentationsmedium, neben Hefeextrakt, wahlweise ein Oxidationsmittel (KsFeCNs) oder
ein Reduktionsmittel (Cys-HCI) zugesetzt. Der Zusatz von Oxidationsmittel (v) erhdht das
intrazellulare NAD(P)*/NAD(P)H-Verhéaltnis [284, 288], wodurch in dieser Fermentation
oxidierte Verbindungen auch in leicht erhéhter Konzentration akkumulierten, sofern dies mit
einer identischen Fermentation — aber ohne Oxidationsmittel (iv) — verglichen wurde. Im
Gegensatz dazu senkt ein niedriges Redoxpotential das intrazellulare NAD(P)*/NAD(P)H-
Verhéltnis, sodass vornehmlich NAD(P)* regenerierende Produkte (wie z.B. Ethanol) beim
Einsatz des Reduktionsmittels gebildet wurden (vi). Die Zugabe von Reduktionsmittel
beeinflusste auch das Verhalinis von Ethanol =zu Essigsdure, welches von
1,15 moleorrmolac? (vgl. Kapitel 5.4.2) auf 1,59 molewon'molac? erhoht wurde. Ahnliche
Abh&ngigkeiten bzgl. Redoxzustand des Kulturmediums und Produktbildung wurden bereits
fur verschiedene Clostridien — nicht aber fir Cellulomonadaceae — beschrieben [116].

Die gunstigen reduzierenden Bedingungen, welche die vermehrte Ethanolbildung
bewirkt hatten, wurden in der Folge mit abgesenktem pH =5 (vii) und erhéhtem pH = 9 (viii)
getestet. Fur pH = 5 waren die finale Ethanolkonzentration und die Produktivitét vergleichbar
mit pH=7,4 (Abbildung 32), aber das Ethanol/Essigsaure-Verhdltnis war mit
9,2 moleron-molac? deutlich erhoht. Allerdings konnte nicht geklart werden, wie der
Organismus unter anaeroben Bedingungen, d.h. ohne die Mdglichkeit der Energiegewinnung
Uber die Atmungskette, und ohne Essigsaure-Bildung den Energietrdger ATP herstellen
konnte. Im Umkehrschluss bewirkte die Erhéhung auf pH=9 ein Absenken des
Ethanol/Essigsaure-Verhaltnis auf 0,08 moleor'molact. Die pH-Abhangigkeit in  der

Produktbildung von Solventogenese zu Acidogenese war bisher hauptsachlich far
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Clostridiaceae bekannt [116, 289, 290] und konnte an dieser Stelle nun auch fir
Cellulomonas uda gezeigt werden.
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Abbildung 31: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C.uda in Bezug auf
Bernsteinsaure, Milchsdure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus
5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber mit 5 g-L! Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden die folgenden
Variationen durchgefiihrt: (v) Oxidationsmittel KsFeCNs (0,329 g-L?), pH = 7,4, (vi) Reduktionsmittel Cys-HCI
(1 gLY), pH =7,4, (vii) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L %), pH = 5,0, (viii) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L%),
pH =9,0, (ix) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L'!), Switch von pH =7,4 auf pH =5,0. Die Daten zeigen die
Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinséure; LAC, Milchséure; FOR, Ameisenséaure; AC,
Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.
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Abbildung 32: Kinetik von Fermentationen mit C. uda in Bezug auf Bernsteinsédure, Milchséure, Ameisenséure,
Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber mit 5 g-L*
Hefeextrakt, 1 g-L* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden die folgenden Variationen durchgefihrt: A)
pH = 7,4 (Fermentation (vi)) und B) pH = 5 (Fermentation (vii)). Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits
angenahert, wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2
biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsédure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH,
Ethanol; MB, Maibock [11].

Aufgrund dieser Beobachtungen erschien es sinnvoll einen zweistufigen Prozess zu
testen, bei dem zunachst pH = 7,4 eingestellt wurde, um den pH-Wert anschlie3end auf
pH = 5,0 abzusenken (ix). Der Gedanke hierbei war, dass dadurch bei pH = 7,4 zunachst
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eine Adaptions- und Wachstumsphase der Zellen eintreten kdnnte, welche im Anschluss bei
pH=5,0 in eine wachstumsentkoppelte Ethanolbildung (und ggfs. Reassimilation der
Nebenprodukte) tbergehen kénnte. Die plétzliche Absenkung des pH-Wertes fihrte jedoch
zu einer Zellinaktivierung, die sich einerseits in einem Stopp der Produktsekretion (Abbildung
33 A) und andererseits in der Akkumulation der I6slichen Zucker Cellobiose, Xylose und
Arabinose zeigte, da die sekretierten Enzyme augenscheinlich noch aktiv waren, aber der
mikrobielle Verbrauch wegfiel (Abbildung 33 B) [11].
A—=—SUC = LAC = FOR AC = EtOH B 4 Cellobiose —=— Xylose —s— Arabinose
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Abbildung 33: Fermentation von C. uda in anaerobem Medium (N2) aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber mit
5 g-L! Hefeextrakt, 1 g-.L'* Cys-HClin 0,2 M MOPS-Puffer, 120 rpm und pH-Shift von pH = 7,4 auf pH =5,0
(Fermentation (ix)): A) Produktbildung in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchsaure, Ameisenséure, Essigsaure und
Ethanol, B) Abbauprodukte der strukturellen Kohlenhydrate in Bezug auf Cellobiose, Xylose und Arabinose. Alle
Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angenahert, wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung
folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinséure; LAC, Milchsaure;
FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11].

Kurzzusammenfassung:

= Reduzierende Bedingungen kdnnen die vermehrte Ethanolproduktion herbeifiihren.

= Die Sekretion von Nebenprodukten kann bei reduzierenden Bedingungen und
abgesenktem pH-Wert komplett unterbunden werden.

= Wird der pH-Wert wahrend der Fermentation abgesenkt, so fiihrt dies zu einer
Zellinaktivierung.

5.4.8. Einsatz von technischen Enzymen und hydrothermalen Vorbehandlungen

Um die bakterielle Treberdegradation zu erleichtern, wurden zudem technische
Cellulase-Mixturen (x), Hemicellulasemixturen (xi) oder eine Kombination beider
Enzymklassen (xii) eingesetzt. Allerdings konnten die finalen Produktkonzentrationen,
verglichen mit identischen Bedingungen ohne Enzymzugabe (vi), maximal leicht angehoben
werden (Abbildung 34). AuRerdem wurde der Treber hydrothermalen Organosolv-
Behandlungen (OS) unterzogen. Durch die ethanolische Extraktion bei hohen Temperaturen
und Driicken, welche vornehmlich Lignin aus der Biomasse entfernt [180, 291], sollte der
bakterielle Abbau von strukturellen Kohlenhydraten ebenfalls erleichtert werden. Allerdings
fuhrte der Einsatz von OS-behandeltem Treber, trotz Zugabe von Hefeextrakt und Cys-HCI

(xiii), nur eine geringfligige Steigerung der Produktkonzentrationen im Vergleich zu
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identischen Bedingungen mit unbehandeltem Treber (vi) herbei. Sofern dem OS-
behandelten Treber kein Hefeextrakt und Cys-HCl zugesetzt wurden (xiv), war die
Produktbildung sogar deutlich reduziert. Nach aktuellem Stand der Forschung ist es
zwingend erforderlich die widerstandsfahige Struktur von lignocellulosehaltiger Biomasse
durch geeignete hydrothermale Vorbehandlungsmethoden aufzubrechen, sofern das Ziel der

Chemikalien- bzw. Treibstoffsynthese mittels Mikroorganismen gewlnscht ist [95].
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Abbildung 34: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C.uda in Bezug auf
Bernsteinséure, Milchséure, Ameisensédure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus
5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber mit 5 g-L-* Hefeextrakt, 1 g-L* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden
die folgenden Variationen durchgefiihrt: (x) 0,08 genzymgrreber® Cellulase NS22192, (xi) 0,08 genzym*Qrreber?
Hemicellulase NS22083, (xii) 0,08 gEnzym'gTreber_l Cellulase NS22192 und 0,08 gEnzym'gTreber_l Hemicellulase
NS22083, (xiii) Organosolv-vorbehandelter Treber, (xiv) Organosolv-vorbehandelter Treber ohne Zusatz von
Hefeextrakt und Cys-HCI. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsaure;
LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.

Mit Hilfe dieser Versuchsreihe konnte aber gezeigt werden, dass durch die Wahl eines
geeigneten Organismus, wie z.B. C.uda, die Wertstoffproduktion auch ohne diese
Vorbehandlungsmethoden auskommt. Die Ergebnisse zeigten zudem, dass die Anpassung
des Redox-Milieus einen gréReren Einfluss auf die Produktkonzentrationen zu haben scheint
als die hydrothermale und enzymatische Vorbehandlung des Substrates. Die 6konomische
Nutzung dieser Strategien (OS-Behandlung und Enzymzugabe) wiirde sich zudem schwierig
gestalten, da OS-Behandlungen einen hohen Energiebedarf aufweisen [292] und technische
Enzyme hohe Herstellungskosten haben [9]. AulBerdem zeigte sich, dass die
Milchs&urekonzentration in den Kulturen unmittelbar nach der Zugabe der Enzyme anstieg,
wie beispielhaft in Abbildung 35 A gezeigt wird. Die vermehrte Milchs&urebildung kann auf
einen Uberschuss an Kohlenhydraten hindeuten, welcher Energieverschiittungsreaktionen
durch Mechanismen wie z.B. ,futile cycles®, ,metabolische Shifts®, ,Kohlenstoff-Dissipation®

oder den sogenannten ,Overflow Metabolismus® herbeifiihren kann [233, 293-295]. So
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wurde eine vermehrte Milchséureproduktion z.B. fir Kilebsiella aerogenes bei
Glukoseliberschuss [296] und fur Clostridium cellulolyticum bei Cellobiosetberschuss [297]
beobachtet.

A= SUC—+—LAC + FOR AC = EtOH B=s SUC——LAC + FOR AC * EtOH
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Abbildung 35: Kinetik von Fermentationen mit C. uda in Bezug auf Bernsteinséure, Milchsdure, Ameisenséure,
Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus 5 Gew.-% MB-Treber mit 5 g-L* Hefeextrakt,
1 g-L* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden die folgenden Variationen durchgefiihrt: A) gepresster Treber
und Einsatz von 0,08 genzym'grreber’ Cellulase NS22192 (Fermentation (x)), B) Treber, nicht gepresst
(Fermentation (xv)). Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angendhert, wenn die Daten dieser
mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC,
Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigséure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11].

Das vermehrte Auftreten kurzkettiger Zuckermolekiile, welches durch die Enzymzugabe
induziert wurde, kénnte die katalytische Fahigkeit der intrazellularen Enzyme zur Produktion
von Essigsaure und Ethanol Uberstiegen haben. Daher konnte ein metabolischer ,Rickstau®
zur Akkumulation von Glykolyse-Intermediaten gefuhrt haben, welche wiederum als
Induktoren fir eine erhdhte Milchsdureproduktion gedient haben konnten. So st
beispielsweise fir Fruktose 1,6-Diphosphat bekannt, dass es Laktatdehydrogenase-
Tetramere mit hoher Aktivitét in Streptococcus bovis aktiviert [298]. Zusammenfassend lasst
sich daher sagen, dass die geringen Steigerungen der Produktkonzentration (und die damit
einhergehende Diversifizierung des Produktspektrums, z.B. durch die Milchsaurebildung) die

Anwendung dieser kostenintensiven Behandlungen nicht rechtfertigen wirden [11].

Kurzzusammenfassung:

= Der Einsatz von hydrothermalen oder enzymatischen Vorbehandlungen erscheint
aufgrund der kosten- und energieintensiven Prozesse, einer geringen Steigerung der
Produktkonzentrationen und einer damit einhergehenden Diversifizierung des
Produktspektrums nicht sinnvoll.

5.4.9. Einsatz von nicht-gepresstem Treber und vorgelagerte Lipidextraktion

In den vorangegangenen Kapiteln zur fermentativen Nutzung des festen
Treberriickstandes wurden vornehmlich Methoden zur Steigerung der Produktkonzentration
oder Verminderung der Nebenproduktbildung beleuchtet. In diesem Kapitel sollen nun

Strategien untersucht werden, die bei einer ganzheitlichen Nutzung des Biertrebers in einem
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Bioraffinerie-Konzept ggfs. von Vorteil sein konnten. Die Ergebnisse dieser Fermentationen

mit nicht-abgepresstem bzw. lipid-extrahiertem Treber sind in Abbildung 36 gezeigt.
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Abbildung 36: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C.uda in Bezug auf
Bernsteinsdure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus
5 Gew.-% abgepresstem Treber mit 5 g-L? Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden die folgenden
Variationen durchgefiihrt: (xv) MB-Treber, nicht abgepresst, 1 g-L* Cys-HCI, (xvi) HE-Treber, (xvii) lipidfreier
HE-Treber. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC,
Milchséaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock; HE, Helles.

Einerseits sollte evaluiert werden, ob die Abtrennung der l6slichen Treberbestandteile
fur die Fermentationen mit suspendiertem Biertreber und C. uda notwendig war, sodass
nicht-gepresster Treber eingesetzt wurde (xv). Dabei zeigte sich, in Analogie zur
Enzymzugabe, eine vermehrte Milchsaurebildung zu Beginn der Fermentation (Abbildung 35
B). Dies war darauf zurtickzufiihren, dass anhaftende Molekile wie Glukose, Maltose und
Maltotriose nicht vom Treber entfernt wurden und somit die, in Kapitel 5.4.8 beschriebenen,
Effekte zum Tragen kamen [30, 190]. Damit stellte sich die Abtrennung der Idslichen
Treberbestandteile, und separate Nutzung zur Milchsaureherstellung (vgl. Kapitel 5.2), auch
fur die Fermentation zur Verwertung des festen Rickstandes als vorteilhaft heraus.

Die Lipidfraktion des Biertrebers besteht zu 18% aus freien Fettsduren sowie aus
Mono- (1,8%), Di- (7,7%), Triglyceriden (67%), und enthalt mit rund 5% eine breite Palette
an Steroidverbindungen, weshalb die Lipidfraktion interessant fir die Anwendung in der
pharmazeutischen, kosmetischen, lebensmittel-verarbeitenden oder Kraftstoff-Industrie ist
[299, 300]. Dies soll im Folgenden anhand einiger Beispiele verdeutlicht werden: (a)
Fettsauren spielen in der Lebensmittelindustrie eine wichtige Rolle, um die sensorischen und
strukturellen Eigenschaften von Lebensmitteln zu beeinflussen. AufRerdem sind einige
Fettsduren essenziell fir den Korper (z.B. Omega-3- oder Omega-6-Fettsduren), um
verschiedene fettlosliche Nahrstoffe, wie z.B. Vitamin E, Vitamin A oder Vitamin K, aus der

Nahrung aufzunehmen. (b) Des Weiteren werden insbesondere pflanzliche (Sphingo-)Lipide
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haufig als Zusatz in kosmetischen Pflegeprodukten genutzt, um den trans-epidermalen
Wasserverlust der Haut zu minimieren [299, 301]. (c) Triglyceride kénnen beispielsweise in
der Biodieselherstellung genutzt werden, indem sie mit kurzkettigen Alkoholen durch (Lipase-
katalysierte) Transesterifikationen zu langkettigen Fettsdureestern umgesetzt werden [300].
(d) Obwohl sie nur einen geringeren Anteil an der Lipidfraktion des Trebers ausmachen,
stellen die Sterole ebenfalls eine interessante Fraktion (insbesondere fir die humane
Gesundheit) dar. So wird Phytosterolen beispielsweise eine Cholesterol-senkende Wirkung
zugeschrieben [302, 303]. AuRerdem wird lipophilen Weizenkleie-Extrakten eine starke
cytotoxische Wirkung auf humanes Prostata-Adenokarzinom zugewiesen. Die antitumoralen
Eigenschaften konnten dabei auf die Lipidfraktion (bestehend aus Fettsduren,
Phytosteroiden und Alkylresorcinol) und nicht auf den Faseranteil der lignocellulosehaltigen
Biomasse zurlckzufuhrt werden [304].

Deshalb wurde untersucht, inwiefern eine vorgeschaltete Lipid-Extraktion, welche
gemal Kapitel 4.3.2 durchgefuhrt wurde, die Fermentation beeinflussen kann. Zu diesem
Zwecke wurde ein Versuch mit HE-Treber (xvi) bzw. lipid-extrahiertem HE-Treber (xvii)
durchgefiihrt, um gleichzeitig noch die Ubertragbarkeit auf Treber anderer Braugange zu
evaluieren. Aus vorherigen Versuchen war bekannt, dass die Lipidfraktion in anaeroben
Fermentationen mit MB-Treber zu 51,2% abgebaut wird (vgl. Kapitel 5.4.2). In der
Versuchsreihe dieses Kapitels konnte allerdings sogar eine leicht erhdhte Gesamt-
Produktkonzentration bei lipidfreien HE-Treber im Vergleich zu unbehandeltem HE-Treber
beobachtet werden (Abbildung 36) — das Fehlen der Lipidfraktion war also fir die entwickelte
Fermentation mit C. uda nicht von Nachteil. Daher kann die Degradation des Lipidanteils, in
Analogie zum Ligninanteil, moglicherweise auf synergistische Effekte beim Abbau
lignocellulosehaltiger Biomasse und weniger auf die Nahrstoffbereitstellung dieser Fraktion
fur C. uda zuriickgefiihrt werden.

Da die vorgeschaltete Lipidextraktion die maximalen Produkttiter nicht negativ
beeinflusste, ergab sich hier eine interessante Option zur Generierung einer dkonomisch
relevanten Fraktion. Zudem liel3 sich der Prozess auf Treber eines anderen Braugangs
Ubertragen, was beim Einsatz von inhomogenen, lignocellulosehaltigen Substraten nicht
immer gegeben ist. So wurde zum Beispiel die Rohstoffzusammensetzung von Weizenstroh
als sehr bedeutsam fur die Effizienz aller folgenden Prozessschritte zur stofflichen Nutzung
(d.h. inclusive hydrothermalem Aufschluss, enzymatischer Verzuckerung und Fermentation)
bewertet [11, 305].

Kurzzusammenfassung:

= Die Nutzung von abgepresstem Biertreber ist fir die Fermentationen mit C. uda vorteilhatft,
da die groRe Verfugbarkeit kurzkettiger Kohlenhydrate ansonsten zur vermehrten
Milchs&urebildung, und damit einer Diversifikation des Produktspektrums, fuhrt.
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= Die entwickelte Fermentationsstrategie kann auf den Biertreber einer anderen
Braurezeptur Ubertragen werden.

= Die industriell-interessante Lipidfraktion des Trebers kann vor der Fermentation extraktiv
entfernt werden, ohne dass es dadurch zu einer Verringerung der Produktbildung in der
folgenden Fermentation kommt.

5.4.10. Die Feststofffermentation im Bioreaktor

Um die Produktkonzentrationen weiter zu steigern, wurden die vorteilhaftesten
Bedingungen, welche im Kolbenmalflistab identifiziert worden waren, auch im Bioreaktor
getestet, da auf diese Weise Feststoffproben im laufenden Betrieb genommen werden
konnten. Dazu wurden die Bedingungen aus Fermentation (vi), d.h. gepresster MB-Treber
mit Zusatz von Hefeextrakt und 1 g-L*? Cys-HCI bei pH = 7,4, tbernommen, wobei der
Feststoffgehalt auf 15 Gew.-% erhoht wurde (xviii). Proportional dazu wurde auch die
Hefeextrakt-Konzentration auf 15 g-L! gesteigert.

Bei dieser Fermentation wurde, mit einer Endkonzentration von 14,7 + 1,14 g-L?,
hauptséchlich Essigsaure gebildet (Abbildung 37 A). Aufgrund der Verdreifachung der
Treberkonzentration (5 vs. 15 Gew.-%) konnte also eine Vervierfachung der
Essigsaurekonzentration (3,62 vs. 14,7 g-L?) erzielt werden. Unter der Annahme des, in
Kapitel 5.4.7 ermittelten, Ethanol/Essigsaure-Verhaltnisses von 1,59 molewon'molac?, wurde
in diesem Versuch folglich eine Ethanolkonzentration von etwa 18,3 g-L* erwartet. In der
Fermentationsbrithe wurde jedoch nur eine maximale Konzentration von 4,53 + 0,82 g-L*
beobachtet. Dahingegen fihrte der niedrige Siedepunkt von Ethanol (~78°C) zur
Akkumulation von Ethanol in der Kihlfalle bis zu einer maximalen Konzentration von
22,3 £ 2,68 g-L* (Abbildung 37 B). Allerdings nahm die Ethanolkonzentration — sowohl in der
Fermentationsbriihe als auch in der Kihlfalle — ab einem gewissen Fermentationszeitpunkt
wieder ab, was vermutlich auf den konstanten Stickstoffstrom zurlickzufihren war, welcher
notig war, um die anaeroben Bedingungen aufrecht zu erhalten. Einerseits war die
Evaporation von Ethanol im LabormalRstab unerwinscht, andererseits konnte dieser
unginstige Effekt in einem potenziellen Produktionsprozess auch genutzt werden, um
Ethanol durch Gas-Stripping abzutrennen [116]. Stripping stellt eine interessante Methode
zur Aufreinigung von Ethanol aus einer Fermentationsbrithe dar, da destillative Ansétze
(insbesondere bei niedrigen Ethanolkonzentrationen) recht kostenintensiv sind und sich erst
ab einer Ethanolkonzentrationen > 5 — 8 Gew.-% wirtschatftlich rentieren [116, 306, 307].

Augenscheinlich wurden Cellulose und Hemicellulose gleichzeitig als Substrat
genutzt, sodass kein diauxisches Wachstum erkannt werden konnte (Abbildung 37 B).
Ubereinstimmende Berichte finden sich in der Literatur, da die parallele Nutzung von Glucose
und Xylose durch C. uda bereits zuvor beschrieben worden war [143]. Der Proteingehalt
wurde zu einem grofRen Teil (57,9%) und der Ligningehalt zu einem geringeren Teil (12,5%)

abgebaut. Die Anteile an Cellulose, Hemicellulose und Lipid wurden um 46,1%, 48,9% bzw.
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52,3% reduziert, sodass a&hnliche Tendenzen wie beim Versuch mit 5 Gew.-% Treber im

KolbenmafRstab beobachtet wurden (Kapitel 5.4.2).
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Abbildung 37: Fermentation mit C. uda in einem Medium aus 15 Gew.-% abgepresstem MB-Treber, 15 g-L*
Hefeextrakt und 1 g-L* Cys-HCl in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 und N = 200 rpm (Fermentation (xviii)): A)
Produktkonzentrationen in Bezug auf Bernsteinséure, Milchséure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol, B)
Substratkonzentration unter Einbeziehung der Treber-Bestandteile: Lignin, Cellulose, Hemicellulose, Protein,
Lipid, Asche und sonstiger Bestandteile sowie Ethanolkonzentration in der Kuhlfalle, C) Zellbiomassebildung und
hydrolysierte Proteinkonzentration, D) Xylanase- und Cellulase-Aktivitat sowie, aufgrund von bakteriellem Abbau,
freigesetzte Zucker Cellobiose, Xylose und Arabinose. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angepasst,
wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 3 biologischen
Replikaten, allerdings mit einer Ausnahme: Die Zellkonzentration, beginnend an Tag 6, zeigt
Einzelbestimmungen, da die Zellen in zwei von drei Replikaten am Rihrer klebten; Cell, Cellulose; Hemicell,
Hemicellulose; Prot, Protein; Sonst, Sonstige; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisenséaure; AC,
Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11].

Der Anstieg der Zellkonzentration folgte zunachst einem sigmoidalen Trend
(Abbildung 37 C), was wahrscheinlich auf den aeroben Charakter der Vorkultur
zurickzufuihren war. Die aerobe Vorkultur beeinflusste mutmallich auch die folgenden
Aspekte: (a) Tryptophanhaltige Proteinfragmente akkumulierten nur bis zu einer
Konzentration von 0,17 £+0,06g-L* in der Fermentationsbrihe. Damit war die
Proteinkonzentration um 75,3 % im Vergleich zu einer Fermentation, bei der keine (aerobe)
Vorkultur genutzt wurde, erniedrigt (Abbildung 37 C vs. Abbildung 28 C). (b) Eine basale
Cellulaseaktivitdt war wéahrend der kompletten Fermentation vorhanden, wahrend die
Xylanaseaktivitat nur zwischen Tag 2 und 5 der Fermentation bestimmt werden konnte
(Abbildung 37 D), was im Gegensatz zu bisherigen Literaturangaben [146] und

vorangegangenen, anaeroben Fermentation (Abbildung 28 E) zu stehen schien. Zudem
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wurden wahrend des gesamten Prozesses niedrige Konzentrationen von Xylose und
Arabinose gemessen, wohingegen sich jedoch keine Cellobiose anreicherte. Dies kdnnte auf
eine Adaption an Cellulose (bzw. Cellobiose) als bevorzugtes Substrat in der Vorkultur

hinweisen, welche in der anaeroben Hauptkultur nicht mehr verandert wurde [11].

Kurzzusammenfassung:

= Durch die  Verdreifachung der  Treberkonzentration  wird die finale
Essigsaurekonzentration vervierfacht; Ethanol wird durch einen konstanten
Stickstoffstrom ausgetrieben.

= Durch die Nutzung einer aeroben Vorkultur werden zahlreiche Veranderungen in der
Fermentation bewirkt.

5.4.11. Erhéhung des Feststoffgehaltes

Sofern die Feststoffbeladung in den Fermentationen gesteigert wurde, konnten auch
die Produktkonzentrationen weiter angehoben werden. Wurde statt 5 Gew.-% MB-Treber (vi)
ein  Feststoffgehalt von 20 Gew.-% (xix) gewdhlt, so erhohte sich die
Gesamtproduktkonzentration auf 31,12 g-L, bei einer Erh6hung auf 25 Gew.-% (xx) ergab
sich sogar ein Wert von 36,03 g-L* (Abbildung 38 A). Betrug die Produkt/Substrat-Ausbeute
bei 5 Gew.-% noch Yp;s = 0,41 + 0,03 gproagrrener - (bezogen auf die 16slichen Produkte, d.h.
ohne Einbeziehung der CO:-Bildung, vgl. Kapitel 5.4.2) sank sie mit zunehmender
Feststoffbeladung  auf  Yps=0,24 + 0,07 Qproa-Orrever > fr 20 Gew.-%  bzw.
Yeis = 0,15 + 0,004 gprod-Grrener - fiir 25 Gew.-% ab (Abbildung 38 B). Ahnliche Effekte wurden
auch in der Literatur beschrieben: So nahm die Glucose/Cellulose-Ausbeute bei
enzymatischen Verzuckerungen von HeiRdampf-vorbehandeltem Gerstenstroh von
Yeis= 0,53 gaiucose'Jeei™ bei einer Substratbeladung von 5 Gew.-% auf
Yris = 0,43 goiucose'Jcent bei einer Substratbeladung von 10 Gew.-% ab [308]. Im Falle von
HeilRdampf-vorbehandeltem Weichholz wurde fir die Glucose/Cellulose-Ausbeute bei der
enzymatischen Verzuckerung ebenfalls eine Abhangigkeit von der Substratbeladung
ermittelt: Wahrend die Ausbeute bei einem Einsatz von 2 Gew.-% Weichholz
Yeis= 0,80 Qaiucose'Jcelt  betrug, sank sie beim Einsatz von 5 Gew.-% Weichholz auf
Ypis= 0,69 Qoiucose'dcei’r @b [309]. Auch bei der Produktion einer Phytase aus
Aspergilllus ficuum nahm die Aktivitat bei hohen Feststoffeinsatzen ab: So wurde beim
Einsatz von 100 g Weizenstroh noch eine Aktivitat von 2589 U ermittelt, wahrend bei 200 g
Weizenstroh (welches mit einem identischen Volumen einer Mineralienlosung befeuchtet
worden war) nur noch eine Aktivitdt von 672 U bestimmt werden konnte [310]. Grundsatzlich
kann durch eine héhere Feststoffbeladung die finale Produktkonzentration also gesteigert
werden. Eine Erhdhung tber 20 — 25 Gew.-% ist dabei allerdings nicht mdglich, da bei diesen

Feststoffbeladungen kein breiférmiges Substrat, sondern ein feuchter Feststoff vorliegt,
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welcher in etwa den selben Feuchtegehalt wie frischer, aus dem brauprozess-stammender,
Biertreber aufweist.
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Abbildung 38: Fermentationen von C. uda in anaerobem Medium (N2) aus abgepresstem MB-Treber mit 1 g-L*
Cys-HCl in 0,2 M MOPS-Puffer, 120 rpm und pH = 7,4. Es wurden die folgenden Variationen durchgefiihrt: (vi)
5 Gew.-% Treber, 5 g-.L"! Hefeextrakt, (xix) 20 Gew.-% Treber, 20 g-L* Hefeextrakt, (xx) 25 Gew.-% Treber,
25 g-L! Hefeextrakt: A) Endproduktkonzentrationen in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchsaure, Ameisensaure,
Essigsaure und Ethanol, B) Zellbiomasse/Treber-Ausbeute Yxs und Produkt/Treber-Ausbeute Ypss. Die Daten
zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsdure; LAC, Milchsédure; FOR,
Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.

Die Griunde fiur die Reduktion der Ausbeute beim Einsatz von hohen
Feststoffbeladungen, welche fir technische Enzymmixturen berichtet wurden und sich
vermutlich auch auf die mikrobiellen Enzyme von C. uda tbertragen lassen, sind bisher nicht
vollstandig aufgeklart [308]. Fir die zeitabh&ngige Reduktion der Enzymaktivitdt wahrend
einer enzymatischen Verzuckerung (oder Fermentation) werden vornehmlich Grinde wie
Endprodukthemmung, z.B. durch Akkumulation von Cellobiose [258, 259], oder die
physikalische Adsorption der Enzyme an lignocellulosehaltige Biomasse und im Speziellen
an Lignin angefiihrt [260-262]. M&glicherweise treten diese Effekte verstéarkt auf, sofern mehr
Substrat zur Verfligung steht, da dann vermehrt Polyphenole in Form von Lignin vorhanden
sind, welche zur Adsorption und u.U. Denaturierung der Enzyme fihren kénnen und mehr
inhibierende, kurzkettige Zucker zur Verfigung stehen, da auch mehr strukturelle
Kohlenhydrate abgebaut werden kdnnen. Des Weiteren kdnnte es auch zu einer Inhibierung
des mikrobiellen Wachstums durch entstandene Produkte gekommen sein, da Essigsaure
bereits in geringen Konzentrationen von 11,66 mM als hemmend fiir das Wachstum von

C. uda im Chemostat beschrieben wurde [11, 311].

Kurzzusammenfassung:

» Hohere  Feststoffbeladungen  fuhren zu  einer  Erh6hung der finalen
Produktkonzentrationen, welche allerdings mit einer Verringerung der Ausbeute
einhergehen.
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5.5. Das entwickelte Bioraffineriekonzept fur Biertreber

Im folgenden Kapitel sollen die entwickelten Strategien zur Nutzung von Biertreber im
Kontext der holistischen Nutzung des Trebers im Rahmen eines Bioraffineriekonzeptes
diskutiert werden. Dazu wird zunachst ein Fokus auf den vorgeschlagenen Pressschritt zur
Trennung der I6slichen und festen Treberbestandteile gelegt, um dann die demonstrierten
und potenziellen Nutzungsmaglichkeiten fir alle (in den Prozessen anfallenden) Stoffstrome

aufzuzeigen.

5.5.1. Vorteile des Pressschrittes

Das entwickelte Konzept zur Nutzung von Biertreber weist einige Unterschiede zu
bereits bestehenden Methoden der stofflichen Verwertung von Treber auf: Meist werden in
der Literatur zwei- oder dreistufige Prozesse, bestehend aus hydrothermaler/ enzymatischer
Vorbehandlung und anschlieBender Fermentation der entstehenden monomeren Zucker,
beschrieben [67, 68, 75]. Mitunter werden auch Feststofffermentationen mit cellulolytischen/
hemicellulolytischen Organismen, meist zur Enzymproduktion [77], zur Verbesserung des
Nahrstoffprofils [97], oder flr Co-Fermentationen mit einem lignocellulose-abbauenden
Stamm und einem heterotrophen Stamm zur Produktbildung diskutiert [88] (vgl. Kapitel
3.2.5). In kaum einem der genannten Falle wird die l6sliche Fraktion aber separat genutzt,
obwohl das Pressen zahlreiche Vorteile aufweist: (a) Die hydrothermale Vorbehandlung
lignocellulosehaltiger Biomasse fihrt zur Bildung von  Verbindungen, wie
Hydroxymethylfurfural (HMF), Furfural, Essigsdure, Ameisensaure und Lavulinsaure. Diese
Stoffe wurden bereits vielfach als hemmend flr mikrobielles Wachstum beschrieben [75, 76,
312, 313]. AuBerdem wurden hdéhere HMF-Konzentrationen bei Mikrowellen-unterstiitzen
Aufschlissen beobachtet, wenn Glucose statt Cellulose als Substrat eingesetzt wurde [208].
Dies impliziert, dass einige Inhibitoren generell leichter aus kurzkettigen Zuckern (in der
I6slichen Fraktion) als aus strukturellen Kohlenhydraten (im Treberfeststoff) gebildet werden
konnen. Bei hydrothermalen Aufschlissen mit dem Substrat Treber konnte der positive
Effekt, d.h. die verminderte Bildung von Inhibitoren bei Abtrennung der I6slichen Zucker,
bestétigt werden [180]. (b) Die Entfernung der flissigen Treberfraktion (z.B. durch Pressen)
reduziert das Gewicht des Trebers um bis zu 50%. Dadurch konnen Transportkosten
eingespart werden, sofern der Treberrickstand zu Viehmastbetrieben oder zur
weiterverarbeitenden Chemie- oder Lebensmittelbranche transportiert werden soll [19, 314].
(c) Die Haltbarkeit von zuckerreichem Treber ist sehr begrenzt. Einerseits wird Treber haufig
siliert [43], was die spontane Vergarbarkeit mit Milchsdurebakterien voraussetzt, und
andererseits kdnnen ubiquitar vorkommendende Bakterien (z.B. Clostridium butyricum) zur
Entstehung von Buttersdure und damit zur Verderblichkeit beitragen [28]. Des Weiteren
finden sich am Treber zahlreiche Schimmelpilze und Hefen, welche u.A. Mycotoxine bilden

konnen [13, 27, 42]. Durch das Maischekochen wird eine Vielzahl von Mikroorganismen zwar
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abgetotet, sodass der Treber direkt nach dem Ablautern als mikrobiologisch unbelastet
anzusehen ist — allerdings sind selbst nach dieser Hitzeeinwirkung noch Sporen von
thermophilen, aeroben Bakterien am Treber anhaftend, wodurch relevante mikrobielle
Kontaminationen innerhalb von wenigen Stunden auftreten kdnnen [41]. Die Reduktion des
Wasser- sowie Zuckergehaltes, z.B. durch einen vorgelagerten Pressschritt, kann der
Verderblichkeit entschieden entgegenwirken [19]. Um die Verderblichkeit zu verringern,
waren naturlich auch andere Methoden, wie der Zusatz von antimikrobiellen Substanzen,
denkbar. Der Zusatz von Antibiotika oder Antimykotika verbietet sich allerdings aufgrund der
Kosten. Im Versuchsmalf3stab wird Biertreber haufig auch durch die Zugabe von Natriumazid
vor unerwinschter mikrobieller Besiedlung geschiitzt [315, 316] — aufgrund der hohen
Toxizitat dieser Substanz wéare der Einsatz des Trebers im Lebensmittelsegment dadurch
aber nicht mehr moglich [317]. Fir die Verwendung als Tierfutter ist allerdings der Zusatz
von 0,2 — 0,6% Propionséure, Natriumbenzoat und/oder Kaliumsorbat zugelassen, was die
Haltbarkeit von wenigen Stunden bis Tagen auf bis zu zehn Tage erhdhen soll [27]. (d) Sofern
Treber zur Energiegewinnung durch Verbrennen genutzt werden soll, muss der
Wassergehalt zuvor auf mindestens 55 Gew.-% reduziert werden [18]. Zur Trocknung von
Biertreber wurden zahlreiche Vorschlage unterbreitet, wie z.B. durch Ofentrocknung [318],
konvektive HeiRlufttrocknung [319] oder durch heiRen Dampf in einer rotierbaren Trommel
im Gleichstrom-Prinzip [320]. Da die Verdampfungsenthalpie von Wasser (4,19 kJ-kg*-K*)
zu einem hohen Energiebedarf bei der thermischen Trocknung fiihrt, erscheint diese Form
der Trocknung von lignocellulosehaltiger Biomasse allerdings nicht sinnvoll [314, 321]. Der
Pressschritt kdnnte in diesem Fall eine geeignete und kostenglnstige Alternative zur
Verringerung des Feuchtegehalts sein [18]. (e) Ganz grundsatzlich ergibt sich noch ein
weiterer Vorteil aus der Abtrennung der l6slichen Bestandteile: Unabhangig davon, ob der
feste Rickstand als Viehfutter, zur Energiegewinnung oder zur Chemikalienproduktion
verwendet werden soll, stellt die flissige Fraktion des Trebers einen nahrstoffreichen
Produktstrom dar, der leicht in diversen, herkdmmlichen, submersen Bioprozessen
eingesetzt werden kann, ohne dass zuvor energie- oder Kkostenintensive
Vorbehandlungsmethoden notwendig sind [30]. Dementsprechend wurde der Einsatz einer
Schneckenpresse (bei erhdhter Temperatur) zur Abtrennung der l6slichen Treberfraktion als
vorteilhaft beschrieben, da diesem Prozessschritt mehrere positive Attribute zugeschrieben
werden konnen: Zunachst wird, durch die mechanische Beanspruchung des Trebers, die
enzymatische Zuganglichkeit des lignocellulosehaltigen Riickstandes erhght, was wiederum
von Vorteil ist, sofern klassische, enzymatische Verzuckerungen genutzt werden sollen [321].
Neben der Reduktion des Feuchtegehalts des Trebers (mit allen genannten Vorteilen),
kénnte durch diesen Prozessschritt zudem die flussige Fraktion des Trebers zur

Fermentation bereitgestellt werden [30].
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Kurzzusammenfassung:

= Bei der Verwertung von Biertreber erscheint es vorteilhaft den Biertreber durch einen
Pressschritt in eine flissige und eine feste Fraktion aufzuteilen, welche dann separat
genutzt werden kénnen.

5.5.2. Gesamtheitliche Nutzung aller anfallenden Stoffstrome

Im Sinne eines Bioraffineriekonzeptes ist ein ganzheitlicher Ansatz zur Nutzung aller
anfallenden Stoffstréme zwingend erforderlich: (a) Der durch Pressen abgetrennte, fliissige
Anteil des Trebers kann als Basis fur ein Fermentationsmedium mit dem Ziel der
Milchsaureproduktion durch den Organismus Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
verwendet werden (Kapitel 5.2), wobei die Produkttiter aus den Inhaltsstoffen des
Treberpresssaftes mittels kinetischer Modellierung im Vorfeld abgeschatzt werden kénnen
(Kapitel 5.3). Die entstandene Milchsdure kénnte aus der Fermentationsbriihe durch
Extraktion mittels ionischer Liguide [322-324] oder auch mittels chromatographischer
Methoden aufgereinigt werden [325]. (b) Der Pressriickstand kann dann einer Lipidextraktion
unterzogen werden, welche fur die nachfolgende fermentative Weiterverarbeitung des
Trebers keine Nachteile aufweist, aber die Treberlipide, z.B. zur Anwendung in der
pharmazeutischen, kosmetischen, lebensmittel-verarbeitenden oder Kraftstoff-Industrie
[299, 300] bereitstellen kann (Kapitel 5.4.9). (c) Der lipidfreie Pressriickstand kann dann
durch den lignocellulose-abbauenden und gemischtsauregarung-betreibenden Stamm
Cellulomonas uda zu Ethanol und Essigsaure umgesetzt werden (Kapitel 5.4). Ethanol kann
dabei schon wahrend der Fermentation durch einen kontinuierlichen Stickstoff-Strom in einer
wassrigen Ethanol-Wasser-Mischung angereichert werden (Kapitel 5.4.10). (d) Entstandene
Essigsaure kbénnte entweder direkt genutzt oder mit Organismen, die normalerweise zur
Abwasserreinigung eingesetzt werden (z. B. in Belebtschlamm enthalten), weiter zu Methan
umgesetzt werden [116]. Nebenprodukte der Fermentation sollten dabei kein Hindernis flr
die Methanogenese darstellen, da die Produktion von Methan bereits aus Essigsaure,
Ameisensdure und einem Gemisch aus CO»/H, beschrieben wurde [326]. Die Abtrennung
dieser, fur die Methanogenese notwendigen, loslichen Bestandteile von suspendierten
Treber- und Zellpartikeln kénnte durch einen zusatzlichen Pressschritt erfolgen. (d)
AnschlieRend konnte C. uda-Biomasse durch einen Zentrifugationsschritt von Biertreber
abgetrennt werden (Kapitel 4.9.2) und, ggfls. in Kombination mit der
L. delbrueckii subsp. lactis-Biomasse, als Quelle fur Einzellerprotein eingesetzt werden. (e)
Schliel3lich kann der einzig verbliebende Stoffstrom — der feste Treberrest der Fermentation
— zur Energiegewinnung genutzt werden, da sich der HHV des Trebers der, in Abbildung 37
dargestellten, Fermentation wahrend des Prozesses nicht &nderte, wie aus den folgenden
Werten ersichtlich wird: 19,66 MJ-kg? (Rohstoff), 18,93 + 0,3 MJ-kg? (2 d Fermentation),
18,63 + 0,56 MJ-kg? (4d Fermentation), 19,17 + 0,42 MJ-kg? (7 d Fermentation) und
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19,72 + 0,49 MJ-kg? (14 d Fermentation). Vergleichbare HHVs wurden sowohl fir andere
lignocellulosehaltige Biomassearten [327] als auch fir Biertreber [63] berichtet. Somit
ergeben sich fur alle anfallenden Stoffstrome tatsachlich demonstrierte oder zumindest

potenzielle Anwendungsfelder, welche in Abbildung 39 dargestellt sind [11].

Biertreber
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Abbildung 39: Vorgeschlagenes Bioraffineriekonzept zur stofflichen Verwertung von Biertreber. Substrate und
Produkte sind farblich hervorgehoben.

Kurzzusammenfassung:

= Durch die, in dieser Arbeit aufgezeigten, Nutzungsmadglichkeiten fir Biertreber erscheint
eine ganzheitliche Verwendung aller anfallenden Stoffstréme maglich.

5.6. Ubertragung der Fermentationsstrategien auf Wiesenschnitt

In einem ersten Schritt wurde die Ubertragbarkeit der entwickelten
Fermentationsstrategien auf Biertreber, denen unterschiedliche Braurezepturen zugrunde
lagen, gezeigt. Dies traf sowohl auf die Fermentationen mit der flissigen Fraktion als auch
fur die Fermentationen mit der festen Fraktion zu (vgl. Kapitel 5.2.4 und 5.4.9). Des Weiteren
wurde dargelegt, warum das vorgeschlagene Nutzungskonzept vorteilhaft gegeniiber
anderen Konzepten sein konnte (Kapitel 5.5). In einem zweiten Schritt sollte das Konzept der
stofflichen Verwertung mit Pressschritt und separater Nutzung der flissigen und festen
Fraktion auf eine weitere Biomasse-Art Ubertragen werden: Dazu wurde Wiesenschnitt aus

einer Ernte im Frihjahr (F) bzw. im Herbst (H) ausgewahlt [328].
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5.6.1. Die Rohstoffanalyse von Wiesenschnitt

Der Feuchtegehalt des Wiesenschnitts wurde mit 64,5 Gew.-% (F) bzw. 69,6 Gew.-%
(H) bestimmt. In der Literatur werden flr den Feuchtegehalt von Gréasern, je nach
Gewebetyp, Werte zwischen 24 Gew.-% (Mesophyll, Epidermis) bis hin zu 61 Gew.-%
(Leitgewebe) bzw. 66 Gew.-% (Sklerenchym) berichtet [329]. Da Sklerenchym und
Leitgewebe in Summe nur etwa 45 Gew.-% von Gras ausmachen [330], lagen die hier
ermittelten Werte somit leicht Uber den genannten Literaturwerten. In jedem Fall enthielt der
Wiesenschnitt einen geringeren Wasseranteil als der Treber (vgl. Kapitel 5.1.1), was
aufgrund des Lauterprozesses beim Brauen aber nicht verwunderlich war. In Analogie zu
den analysierten Biertreberproben wurde zunachst die Trockenmassezusammensetzung
des Wiesenschnitts ohne anhaftende Komponenten untersucht (Abbildung 40): Der
Cellulosegehalt wurde im Bereich zwischen 0,23 Gew.-% (F) und 0,27 Gew.-% (H) bestimmit,
wohingegen fir die Hemicellulose Werte von 0,2 Gew.-% (F) bzw. 0,19 Gew.-% (H) ermittelt
wurden. Diese Werte befanden sich im Bereich géngiger Literaturwerte (25,0 — 41,9 Gew.-%
fur Cellulose und 19,2 — 25,0 Gew.-% fur Hemicellulose) [331, 332].

A) Wiesenschnitt Frahjahr (F) B) Wiesenschnitt Herbst (H)

I Cellulose / Gew.-% [l Hemicellulose / Gew.-% [ | Protein / Gew.-% Lignin / Gew.-%
[[IT] Lipid / Gew.-% Asche / Gew.-% [ ]Sonstige / Gew.-%

Abbildung 40: Prozentuale Zusammensetzung von Wiesenschnitt aus dem Fruhjahr (F) bzw. Herbst (H),
nachdem die l6slichen Bestandteile abgetrennt wurden. Gezeigt werden ausschlief3lich die festen Bestandteile
des Wiesenschnitts (Grauténe und Weil3) in Gew.-%. Die Komponenten, die fur diese Arbeit von besonderer
Bedeutung sind, sind im Tortendiagramm hervorgehoben; Gew.-%, Gewichtsprozent.

Der Proteingehalt betrugt 10,2 Gew.-% (F) bzw. 12,9 Gew.-% (H), wobei der
Proteingehalt in Gras mit 2% — 4% zuvor deutlich geringer beschrieben wurde [333]. Die
Zusammensetzung von Gras hangt mafgeblich vom Reifegrad der Pflanze (d.h. vom
jahreszeitlichen Erntezeitpunkt) ab [331], was sich bei den gezeigten Analysen am besten
am Beispiel von Lignin verdeutlichen liel3, da der H-Wiesenschnitt einen deutlich héheren
Ligninanteil als der F-Wiesenschnitt aufwies: 20,2 Gew.-% (F) und 27,8 Gew.-% (H). Auch in
der Literatur findet sich fur den Ligningehalt in Grasern ein sehr breit gestreutes Spektrum
an Werten von 3,0 Gew.-% bis 25,4 Gew.-% [331, 332]. Die grundsatzlich hohen
Ligninanteile am analysierten Wiesenschnitt waren aber vermutlich auch auf die trockene
Witterung beim jeweiligen Erntezeitpunkt zurtickzufiihren, was (insbesondere beim H-

Wiesenschnitt) zu zahlreichen vertrockneten Grashalmen fiihrte. Der Lipidgehalt betrug
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sowohl fur den F- als auch den H-Wiesenschnitt rund 5,7 Gew.-%, was damit leicht héher
war, als es zuvor fir Roggengras in der Literatur beschrieben wurde (3,0 — 3,5 Gew.-%)
[331]. Der Asche-, d.h. Mineraliengehalt, der Graser wurde mit 12,1 Gew.-% (F)
bzw. 8,7 Gew.-% ermittelt und bewegte sich in einer GréRenordnung, welche mit
4 - 10 Gew.-% zuvor auch in der Literatur genannt wurde [331]. Folglich machten die
bioverfahrenstechnisch-relevantesten Komponenten Cellulose, Hemicellulose und Protein
54,8 Gew.-% (F) bzw. 59,3 Gew.-% (H) des Feststoffes aus, was vergleichbar mit den
untersuchten Biertreberriickstanden (d.h. den Trebern in abgepresster Form) war. Sofern die
anhaftenden Zucker mit in diese Betrachtung einbezogen wurden, erhéhte sich der Anteil der
bioverfahrenstechnisch-relevantesten Komponenten geringfligig auf 58,5 Gew.-% bzw.
61,9 Gew.-% (Abbildung 41). Dabei zeigte sich, dass die abpressbare Kohlenhydratfraktion
bei Wiesenschnitt mit 8,3 Gew.-% (F) bzw. 6,5 Gew.-% (H) einen deutlich geringeren Anteil
an der Gesamtheit der Trockenmasse ausmachte, als dies bei den analysierten Biertrebern
der Fall war.

A) Wiesenschnitt Frihjahr (F) B) Wiesenschnitt Herbst (H)

I Cellulose / Gew.-% [l Hemicellulose / Gew.-% [ | Protein / Gew.-% Lignin / Gew.-%
[[LT] Lipid / Gew.-% £ Asche / Gew.-% [ ]| Sonstige / Gew.-% [[__] Zucker / Gew.-%

Abbildung 41: Prozentuale Zusammensetzung von Wiesenschnitt aus dem Frihjahr (F) bzw. Herbst (H) in der
geernteten Form, d.h. ohne vorherigen Pressschritt. Gezeigt werden die Bestandteile des
Wiesenschnittpresssaftes als Summenparameter von Saccharose, Fructose und Glucose (griin) sowie die festen
Bestandteile (Grautone und Weil3) in Gew.-%. Die Komponenten, die fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung
sind, sind im Tortendiagramm hervorgehoben; Gew.-%, Gewichtsprozent.

Die Fraktion der l6slichen Zucker bestand nicht aus a-1,4-glykosidisch verknipften
Glucosepolymeren (wie beim Biertreber), sondern enthielt die Zucker Glucose, Fructose und
Saccharose, welche bereits zuvor fur Graspresssaft beschrieben worden waren (vgl. Tabelle
8) [334]. Der hohere Zuckeranteil am F-Wiesenschnitt zeigte sich auch in hoheren
Gesamtzucker-Konzentrationen im Presssaft. Wahrend beim H-Presssaft eine
Gesamtzucker-Konzentration von 30,5 g-L*' erzielt wurde, ergab die Analyse beim F-
Presssaft eine Gesamtzuckerkonzentration von exakt 50 g-L* — grundsatzlich konnten die
hohen Zuckerkonzentrationen aus den Treberpresssaften aber nicht erzielt werden. In der
Literatur wird der Anteil der wasserléslichen Kohlenhydrate auf Trockenmassebasis in
Roggen- oder Kleegraspresssaft mit 33,08 Gew.-% bis 44,94 Gew.-% beschrieben [335],

was in etwa zu den hier beobachteten Anteilen passt. Der pH-Wert der Presssafte wurde mit
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5,75 (F) bzw. 5,66 (H) bestimmt, was um ca. eine halbe pH-Stufe héher war, als dies zuvor

in der Literatur berichtet wurde [336].

Tabelle 8: Zusammensetzung der ersten Pressfraktion der Wiesenschnittpresssafte aus dem Frihjahr (F) bzw.
Herbst (H); n.g., nicht gemessen. Anmerkung: Fir alle Pressséfte wurde eine Tinkturenpresse genutzt.

F H
pH-Wert 5,75 5,66
Zucker / g-L? Saccharose 3,2 7,0
Fructose 26,9 15,0
Glucose 19,9 8,5
Gesamt 50 30,5
Protein / mg-L* Gesamt 92 103
Aminosduren / mg-L!  Asparaginsaure 0,23 n.g.
Glutamin 0,32 n.g.
Serin 0,02 n.g.
Histidin 0,01 n.g.
Glycin 0,02 n.g.
Threonin 0,06 n.g.
Arginin 1,41 n.g.
Alanin 0,00 n.g.
Tyrosin 0,04 n.g.
Methionin 0,01 n.g.
Valin 0,24 n.g.
Tryptophan 0,02 n.g.
Phenylalanin 0,06 n.g.
Isoleucin 0,04 n.g.
Leucin 0,08 n.g.
Lysin 0,01 n.g.
Gesamt 2,57 n.g.
Kationen / mg-L* Calcium n.g. 264
Magnesium n.g. 206
Natrium n.g. 72
Kalium n.g. 3540
Zink n.g. 1,94
Eisen n.g. <0,1
Mangan n.g. 3,74
Kupfer n.g. <01
Nickel n.g. 0,28
Aluminium n.g. 0,5
Ammonium n.g. 1,11
Anionen / mg-L? Chlorid n.g. 779
Sulfat n.g. 507
Nitrat n.g. 53,1
Phosphat n.g. n.g.

Die Gesamt-Aminosaurekonzentration wurde fir den F-Presssaft mit 2,57 g-L* bestimmt,

wobei 54,9% der Aminosduren auf Arginin entfielen. Dieser hohe Anteil dirfte vermutlich

-112 -



Ergebnisse und Diskussion

darauf zuruckzufihren sein, dass Arginin in Pflanzen haufig als Speichermolekil far
organischen Stickstoff dient, da es das hdchste N/C-Verhdltnis aller 21 proteinogenen
Aminosauren beinhaltet [337]. Der Proteingehalt wurde mit 92 mg-L (F) bzw. 103 mg-L* (H)
ermittelt. In der Literatur wurden fir Presssafte aus italienischem Roggengras Proteingehalte
von 9,6 g-kgrm! berichtet — Konzentrationsangaben wurden nicht getatigt [338]. Bei der
Mineralienanalytik stach mit einer Konzentration von 3540 mg-L* insbesondere der Kalium-
Wert ins Auge. Auch die Magnesium-, Natrium- und Calciumwert fielen mit 206 mg-L?,
72 mg-L?, bzw. 264 mg-L* recht hoch aus, wahrend die restlichen untersuchten Mineralien
in sehr geringen Konzentrationen im Presssaft zu finden waren. Sehr hohe Kalium- und
etwas erhdhte Calciumgehalte wurden in der Literatur auch fir die Kreich-Quecke
beschrieben, welche zur Familie der Su3graser gehort [339]. In einer anderen Arbeit wurde
hingegen fiir eine Mischung aus Roggengras, Leguminosen, Krautern und sonstigen Grasern
keine erhéhten Kalium-, Natrium- oder Calciumgehalte ermittelt [340].

Kurzzusammenfassung:

= Wiesenschnittpresssaft stellt — wie Treberpresssaft — ein interessantes
Fermentationsmedium dar, da er sowohl Kohlenhydrate, Proteine, Aminosduren als auch
diverse Spurenelemente enthalt.

= Im Gegensatz zum Treberpresssaft besteht die l6sliche, d.h. abpressbare,
Kohlenhydratfraktion aus Glucose, Fructose und Saccharose. Die hohen Zuckergehalte
von Treberpressséften kdnnen in Wiesenschnittpresssaften nicht erreicht werden.

5.6.2. Fermentationen mit Wiesenschnittpresssaft

Wie in Kapitel 5.6.1 dargestellt, handelte es sich bei Graspresssaft — in Analogie zum
Treberpresssaft — ebenfalls um ein Nahrmedium, welches sowohl Kohlenhydrate (C-Quelle),
Proteine und Aminosauren (N-Quelle), sowie eine ganze Bandbreite an Spurenelementen
und Mineralien zur Verfigung stellen kann. Daher wurde untersucht, inwieweit die
Fermentationsstrategien mit dem Organismus Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis von
Treberpresssaft auf Wiesenschnittpresssaft Gibertragen werden konnten.

In Vorversuchen im Schittelkolben zeigte sich, dass die N&hrstoffsupplementation
der MRS-Medienkomponenten die Milchsaureproduktivitat deutlich erhéhen konnte und auch
einen positiven Effekt auf den finalen Milchs&uretiter hatte. AuRerdem konnte die Lag-Phase
der Organismen durch den Zusatz der MRS-Supplemente deutlich verklrzt werden, was
jeweils in Abbildung A 5 dargestellt ist. Allerdings war der Zusatz der MRS-Komponenten —
im Gegensatz zum Treberpresssaft — nicht zwingend erforderlich (vgl. Kapitel 5.2.1). Um
einen mdoglichst kostengtinstigen Prozess zu erhalten, wurden deshalb in der gezeigten
Fermentation im Bioreaktor (Abbildung 42) keinerlei Nahrstoffe supplementiert. Um die Lag-
Phase zu verringern, gentigte die Anzucht der zweiten Vorkultur im Hauptkulturmedium, d.h.

in Wiesenschnittpresssaft anstelle von MRS-Medium (vgl. Kapitel 4.8.3).
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Abbildung 42: Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und Herbst-Presssaft bei
T =45 °C, N =400 rpm und pH = 6 im Bioreaktor: A) Biotrockenmasse-, Saccharose-, Fructose- und Glucose-
Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat- und Milchsaure-Konzentration. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 3
biologischen Replikaten. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angenahert; BTM, Biotrockenmasse; N,
Ruhrerdrehzahl.

Die Kohlenhydrate des Wiesenschnittpresssaftes wurden im Fermentationszeitraum
nicht vollstandig verbraucht, sodass Glucose und Fructose teilweise im Medium
zuriickblieben und die Saccharose augenscheinlich gar nicht genutzt wurde (Abbildung 42
A). Die Wachstumskurve zeigte nicht den typischen exponentiellen Anstieg — stattdessen war
eher eine Art Sattigungskinetik zu erkennen. Aufgrund der starken Triibung und tiefbraunen
Farbe von Wiesenschnittpresssaften handelt es sich bei der Messung der optischen Dichte
in diesem Fermentationsmedium aber um eine stark fehlerbehaftete GroRe [336]. Da nur ca.
43% der Kohlenhydrate verbraucht wurden, war auch die finale Milchsaurekonzentration mit
18,0 g-L* maRig hoch (Abbildung 42 B). Allerdings konnte eine hohe Produkt/Substrat-
Ausbeute von Yps = 1,32 + 0,07 Qrac'Qzucker  €rzielt werden. Obwohl keine MRS-Zuséatze
supplementiert wurden, lasst sich diese hohe Ausbeute — in Analogie zu den
Treberpresssaftfermentationen — vermutlich auf die zusatzliche Nahrstoffbereitstellung durch
den Presssaft zurtickflihren. Sofern L. delbrueckii in einem Batch-Prozess mit Graspresssaft
kultiviert wurde, konnten Milchsaurekonzentrationen von 18,89 g-L* und Ausbeuten von
Yeis = 1,1 gracQzucker * beobachtet werden, was in etwa den hier ermittelten Werten entsprach
[336]. Die Produktivitat wurde mit Pisn=0,62 + 0,11 giac’L*-h? bestimmt und lag damit
deutlich unter denjenigen Produktivitaten, welche mit Treberpresssatft erzielt werden konnten
(vgl. Tabelle 6). Grundsatzlich lie’ sich die Fermentation aber auf Wiesenschnittpresssaft

Ubertragen.

Kurzzusammenfassung:

= Die, fur Treberpresssaft entwickelte,  Fermentationsstrategie @ kann  auf
Wiesenschnittpresssaft Ubertragen werden. Sofern die 2. Vorkultur bereits mit
Wiesenschnittpresssaft kultiviert wird, kann eine lange Lag-Phase verhindert werden.
Zudem mussen dem Wiesenschnittpresssaft — im Gegensatz zum Treberpresssaft —
keinerlei zusatzliche Nahrstoffe, wie z.B. Hefeextrakt oder Mineralsalze zugesetzt werden.
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= Die kinetischen Daten sind deutlich schlechter als bei vergleichbaren Fermentationen mit
Treberpresssaft. Dies zeigt sich insbesondere im Hinblick auf den finalen Milchséauretiter,
die Produktivitat und die Nutzung der vorhandenen Kohlenhydrate.

5.6.3. Fermentationen mit abgepresstem Wiesenschnitt

Die Nutzung von Wiesenschnittpresssaft war also grundsatzlich moglich. Nun sollte
untersucht werden, ob auch der — vom Pressen Ubrigbleibende — Wiesenschnittriickstand fur
die Feststofffermentation mit Cellulomonas uda genutzt werden kann. Dazu wurden
Fermentationen mit einer Feststoffbeladung von 5 Gew.-% (Abbildung 43 A,C,E) und
15 Gew.-% (Abbildung 43 B,D,F) durchgefihrt. Die Fermentationen wurden wiederum
hinsichtlich (Teilabbildung in Klammern) Produktbildung und Wiesenschnittverbrauch (A,B),
Zellwachstum und Protein- bzw. Tryptophankonzentration (C,D) sowie Cellulase- und
Xylanase-Aktivitat (E,F) untersucht.

Bei der Fermentation mit 5 Gew.-% wurde eine finale Essigsdurekonzentration von
13,85 + 3,99 g-L! und eine maximale Ethanolkonzentration von 2,4 + 0,71 g-L* erzielt. Dies
steigerte sich fur den Einsatz von 15 Gew.-% auf 28,71 + 0,28 g-L* fir Essigsaure, wahrend
sich der finale Ethanoltiter mit 2,41 + 0,24 g-L* nicht veranderte.

Die Produkt/Substrat-Ausbeute betrug fur die geringere Feststoffbeladung
Yeis= 0,89 gproa'Qrreber :, Wahrend fur die hohere Feststoffbeladung ein Wert von
Yeis= 0,84 + 0,08 grroa'Jrreber  €rmittelt wurde. Allerdings muteten diese Werte etwas zu hoch
an, da sich unter Einbeziehung der obligatorischen CO.-Bildung Werte von
Yesisicoz= 1,59 Qproa'Qrreert  fir 5 Gew.-% bzw. Yepsicoz= 1,48 + 0,14 Qprod'Grreber - fUr
15 Gew.-% ergeben wirden. Der Wiesenschnitt wurde zu einem geringeren Mal3e abgebaut,
als dies bei den Versuchen mit Treber der Fall war. So verringerte sich die Wiesenschnitt-
Konzentration bei einem Einsatz von 5 Gew.-% insgesamt auf 38,79 + 1,64 g-L*, was einer
Abnahme um 27,2% gleichkam, wahrend beim Treber noch knapp die Hélfte des Rohstoffs
verbraucht worden war. Auch bei der hdheren Feststoffbeladung von 15 Gew.-% wurde die
endglltige Konzentration mit 122,63 + 4,27 g-L ! ermittelt (Abnahme um 23,3%), wahrend
beim Treber mit gleicher Feststoffbeladung (allerdings im Bioreaktor statt im Schiittelkolben)
mehr als ein Drittel der anfanglichen lignocellulosehaltigen Biomasse abgebaut worden war.

In Analogie zu den anaeroben Versuchen mit Treber stieg die Zelldichte nur moderat
— und vor allem gegen Ende des Prozesses — an. Auflerdem akkumulierten kaum
tryptophanhaltige Peptide in der Fermentationsbrihe, obwohl das Wiesenschnittprotein zu
5,4% (15 Gew.-%) bzw. 32,1% (5 Gew.-%) abgebaut wurde. Aul3erdem wurde — wie schon
mit Treber als Substrat — kaum Cellulaseaktivitat, sondern hauptsachlich Xylanaseaktivitat
detektiert. Die Grunde hierfur durften identisch zu den zuvor, in Kapitel 5.4.3, genannten

Griinden sein.
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Abbildung 43: Fermentationen mit C. uda in einem anaeroben Medium (N2) aus abgepresstem Herbst-
Wiesenschnitt mit 1 g-L-* Cys-HCl in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 und 120 rpm. Die Teilabbildungen A, C und
E zeigen den Versuch mit 5 Gew.-% Wiesenschnitt und einer Hefeextraktkonzentration von 5g-L%; die
Teilabbildungen B, D und F zeigen den Versuch mit 15 Gew.-% Wiesenschnitt und einer Hefeextraktkonzentration
von 15 g-L'': A+B) Produktkonzentrationen in Bezug auf Bernsteinsédure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure
und Ethanol sowie Substratkonzentration unter Einbeziehung der Wiesenschnitt-Bestandteile: Lignin, Cellulose,
Hemicellulose, Protein, Lipid, Asche und sonstiger Bestandteile, C+D) Zellbiomassebildung und hydrolysierte
Proteinkonzentration, E+F) Xylanase- und Cellulase-Aktivitat. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits
angenahert, wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2
biologischen Replikaten; Cell, Cellulose; Hemicell, Hemicellulose; Prot, Protein; Sonst, Sonstige; SUC,
Bernsteinséure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisenséaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol.

Alles in Allem konnte gezeigt werden, dass die entwickelten Fermentationsstrategien
mit C. uda auf Wiesenschnitt Ubertragen werden konnten, und dabei tendenziell sogar
hohere Essigsauretiter erreicht werden konnten, auch wenn weniger Ethanol

(mdglicherweise aufgrund von unerwinschter Evaporation) detektiert werden konnte.
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Kurzzusammenfassung:

= Die, fur den festen Treberrlickstand entwickelte, Fermentationsstrategie kann auf
Wiesenschnitt Ubertragen werden, wobei analog zu den Fermentationen mit Treber
vorgegangen werden kann.

» Bei den untersuchten Prozessen werden geringere Ethanolkonzentrationen aber dafur
hohere Essigsaurekonzentrationen erzielt, als dies bei der Verwendung von Treber der
Fall ist.
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6.Fazit

Im folgenden Kapitel sollen die eingangs formulierten Ziele (Kapitel 2) nochmals
aufgegriffen und bewertet werden, wobei eine Untergliederung in die Hauptthemenkomplexe
dieser Arbeit in Bezug auf das Substrat Biertreber (Rohstoffanalyse,
Treberpresssaftfermentation, Modellierung, Feststofffermentation) getroffen wird. Im
Anschluss soll jeweils die Ubertragbarkeit der Methoden auf das Substrat Wiesenschnitt kurz

beleuchtet werden.

6.1. Rohstoffanalyse

Die wichtigsten Bestandteile des Trebers konnten allesamt analysiert werden. Dabei
wurden Cellulose, Hemicellulose, Lignin, Protein, Lipid und die Aschefraktion als feste
Bestandteile des Trebers identifiziert. Die flissige, abpressbare Fraktion beinhaltete
anteilsmaRig vor allem Glucose, Maltose, Maltotriose und Maltooligomere (Dextrin), aber zu
geringeren Anteilen auch Peptide, diverse Aminosauren und Mineralien.

Mit der Rohstoffanalyse von sechs eigens hergestellten Biertrebern (Pale Ale, Helles,
Kdlsch, Weizen, Maibock und Weizenbock) konnten zahlreiche Korrelationen zwischen der
Treberzusammensetzung und dem zugrundeliegenden Braugang identifiziert werden.
Inshesondere die flissige Fraktion des Biertrebers unterschied sich dabei in Abhangigkeit
von der Braurezeptur deutlich. So fiihrten gro3e Malzschittungen, hohe Weizenanteile und
geringe Lautervolumina zu einem hohen Anteil von l8slichen Zuckern und Dextrin an der
Trockensubstanz des Trebers. Somit konnte die Nutzbarkeit von Biertreber fir
Fermentationen (insbesondere in Bezug auf die flissige Fraktion) bereits aus der
Braurezeptur abgeschatzt werden. Durch die Analyse eines kommerziellen Biertrebers
(Bischoff) wurde zudem bestétigt, dass es sich bei den I6slichen Komponenten, welche in
Form von Treberpresssaft gewonnen werden kodnnen, um ein industriell-relevantes
Phanomen handelt.

Die verwendeten Analysemethoden zur umfassenden Beschreibung des Trebers und
Treberpresssaftes konnten Uberdies auf Wiesenschnitt und Wiesenschnittpresssaft

Ubertragen werden.

6.2. Treberpresssaftfermentation

Durch die Fermentationen mit Treberpresssaft zum Zwecke der Milchs&ureproduktion
konnten hohe Produktkonzentrationen, Ausbeuten und Produktivitdten erzielt werden. Die
sehr guten Ausbeuten und die vollstdndige Nutzung der vorhandenen Substrate spiegelten
dabei einen vollstdandigen Umsatz von Kohlenhydraten zu Milchsdure wider. Zudem konnte
der Prozess Uber den kompletten Versuchszeitraum vollstandig beschrieben werden, was
sich in einer geschlossenen Kohlenstoffbilanz in Bezug auf die wichtigsten C-haltigen Edukte

und Produkte zeigte. Wéhrend die Produktivitaten sehr hoch lagen, waren noch hdhere finale
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Milchsauretiter vor allem durch die Substratverfugbarkeit des verwendeten
Treberpresssaftes limitiert. Durch diverse Optimierungsschritte konnten zudem die folgenden
Resultate erzielt werden: (a) Mittels statistischer Versuchsplanung wurde der Nahrstoffzusatz
zum Fermentationsmedium auf Basis von Treberpresssaft verringert; Caseinpepton,
Fleischextrakt und (NH4)s-Citrat mussten nicht mehr zugesetzt werden. (b) Der Zusatz einer
geringen Menge Glucoamylase fiihrte zu einer Verbesserung der kinetischen Daten der
Fermentationen. (c) Kommerzielles Hefeextrakt konnte durch Hefeextrakt, welches mittels
Autolyse aus Brauhefe hergestellt wurde, substituiert werden. Die kinetischen Parameter fir
die optimierten Prozessbedingungen mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis waren:
maximale spezifische Wachstumsrate pmax = 0,47 ht, maximale Milchsaurekonzentration
CLacmax= 79,06 g-L, Produkt/Substrat-Ausbeute Ypis = 0,89 grac'Ozucker
zellbiomassespezifische Milchsaurebildungsrate ge = 4,18 grac'gerv-h™? und Produktivitat
Pisn=4,93 giac'L>*ht. Somit wurde erstmalig ein Prozess beschrieben, der die flissige
Fraktion des Biertrebers separat nutzte und dabei hohe, ggfs. 6konomisch interessante,
Produktkonzentrationen und kinetische Parameter erzielen konnte, ohne dass dafur
hydrothermale Vorbehandlungsmethoden noétig waren. Allerdings mussten dem
Treberpresssaft immer noch zahlreiche Supplemente, wenn auch zumeist in geringer
Konzentration, zugesetzt werden.

Die entwickelte Fermentation konnte mit Treberpresssaften verschiedener
Braurezepturen und sogar mit Wiesenschnittpresssaft durchgeflihrt werden, wobei in
letzterem Fall zwar geringere Milchsdurekonzentrationen erzielt wurden (aufgrund geringerer
anfanglicher Kohlenhydratkonzentrationen und einer unvollstandigen Substratnutzung) aber

andererseits auch keine Nahrstoffe supplementiert werden mussten.

6.3. Simulation

Mit Hilfe eines kinetischen Modells konnten Fermentationen mit verschiedenen
Treberpresssaften (Maibock, Pale Ale, Weizenbock) simuliert werden. Dabei wurden eine
hohe Ahnlichkeit zwischen Modell und Experiment fir die maximale Zelldichte, die maximale
Milchsaurekonzentration sowie die Produktivitit des Prozesses erzielt. Die Ubereinstimmung
der Fermentationskinetiken war in Bezug auf die Zellbiomasse, die Gesamt-Kohlenhydrate,
die Milchsaure sowie die Aminosauren und Proteine gut, wobei fir die kurzkettigen Zucker
etwas grollere Abweichungen zwischen empirischen und simulierten Daten beobachtet
wurden. Die Nahrstoffgehalte der Fermentationsmedien auf der Basis von Treberpresssaft
variierten aufgrund der unterschiedlichen Braurezepturen stark in Bezug auf die Gesamt-
Kohlenhydrate (26,28 g-L* bis 107,17 g-L'), Aminosauren (1,52 g-L* bis 6,78 g-L'*) und
Proteine (0,16 g-L* bis 0,46 g-L ). Die Abweichung zwischen Experiment und Simulation war

—im Verhaltnis zu den groRen Unterschieden in der Medienzusammensetzung — recht gering
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und reichte von 1,6% bis 12,9% (finale Zelldichte), 5,0% bis 24,8% (finale
Milchsaurekonzentration) und 1,2% bis 13,5% (Produktivitdt des Prozesses).

Durch das Modell konnten Uberdies empirisch nicht-bestimmbare Aussagen Uber das
Wachstum von Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis getroffen werden: (a) Die Aminosauren
Alanin und Serin haben eine besondere Bedeutung fur den Stoffwechsel des Organismus.
Wahrend Alanin wachstumsentkoppelt in einer unidirektionalen Reaktion 1. Ordnung in der
Lag-Phase und frihen exponentiellen Wachstumsphase aufgenommen wird, erfolgt die
Serinaufnahme wachstumsgekoppelt anhand der klassischen Differentialgleichung 1.
Ordnung eines Batch-Prozesses. (b) Die finale Milchséaurekonzentration hangt nicht nur von
der Zuckerkonzentration ab, sondern wird maf3geblich durch das Zusammenspiel von
Kohlenhydrat- und Aminosaureverfligbarkeit des Treberpresssaftes beeinflusst.

Durch das entwickelte kinetische Modell ergab sich somit die Mdoglichkeit die
Fermentationskinetiken bereits aufgrund der Zusammensetzung des verwendeten

Treberpresssaftes abzuschatzen.

6.4. Feststofffermentation

Zur  Verwertung des abgepressten Rickstandes wurden  zahlreiche
Fermentationsstrategien mit dem Organismus Cellulomonas uda erprobt. Aerobe
Fermentationen fihrten zu einem sigmoidalen Anstieg der Zelldichte und einer starken
Expression von Cellulasen und Hemicellulasen. So wurden unter diesen Bedingungen
maximale Cellulaseaktivitaiten von 0,98 nkat-ml?, maximale Xylanaseaktivititen von
5,0 nkat-ml? und Zellausbeuten von 0,22 gstm'Qrener: erreicht. Unter anaeroben
Bedingungen waren die Enzymaktivitdten und Zellausbeuten geringer, allerdings wurden
I6sliche Produkte (organische Sauren, Ethanol) mit einer Ausbeute von 0,41 Qerod-Qrreber
produziert. Somit ergaben sich mit der Einzellerprotein-/ Enzymproduktion oder
Chemikalienproduktion zwei potenzielle Anwendungsmdoglichkeiten mit nur einem
Organismus. Darlber hinaus wurden diese Fermentationen genutzt, um verschiedene
Strategien zur Uberwachung und Regulation der Fermentationen mit suspendiertem
Biertreber zu entwickeln: (a) Im Kolbenmalfistab wurde eine Strategie entwickelt, um den pH-
Wert konstant zu halten. (b) Die schnelle und nicht-invasive Methode der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie wurde genutzt, um die Wachstumsphase des Organismus durch
Messung von Pyridoxin (aerob) und Tryptophan (anaerob) zu Uberwachen. (c) AuRerdem
wurde eine Korrelation zwischen Zellzahl und optischer Dichte ermittelt, die fur
Fermentationen mit festem Treber als Substrat bisher nicht beschrieben wurde und eine
einfache Mdglichkeit zur Bestimmung der Zellkonzentration bietet.

Durch die Variation der Medienzusammensetzung konnte zudem von der
metabolischen Antwort des Organismus bei Veranderung der Kultivierungsbedingungen auf

dessen Zentralstoffwechsel, welcher erstmalig durch bioinformatische Methoden aufgeklart

- 120 -



Fazit

wurde, geschlossen werden. Bei der Optimierung der anaeroben Fermentation wurden
dadurch die folgenden Ergebnisse erhalten: (a) Reduzierende Bedingungen im
Fermentationsmedium férderten die Bildung von Ethanol, wodurch in den durchgefiihrten
Experimenten das Verhaltnis von Ethanol zu Essigsaure von 1,08 auf 1,59 moleon-molac?
erhdht werden konnte. (b) Ein Absenken des pH-Wertes von 7,4 auf 5 verringerte die Bildung
von Nebenprodukten (z.B. Essigsdaure und Ameisensaure) bei gleichzeitiger
Aufrechterhaltung der Ethanolproduktion, wodurch das Ethanol/Essigsaure-Verhaltnis weiter
auf 9,2 moleon-molact angehoben wurde. (c) Eine hohe Verfligbarkeit kurzkettiger Zucker
fordert die Milchsaurebildung — wahrscheinlich aufgrund eines sogenannten Overflow
Metabolismus. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass hydrothermale Aufschliisse —
entgegen der aktuellen Meinung — nicht zwingend erforderlich sind, um die widerstandsféhige
Struktur von lignocellulosehaltiger Biomasse zum Zwecke der Chemikalien- und
Treibstoffsynthese mittels Mikroorganismen aufzubrechen. Somit konnte eine Alternative zu
energie- und kostenintensiven hydrothermalen Vorbehandlungsmethoden aufgezeigt
werden. Uberdies handelt es sich bei dem entwickelten Prozess um eine Strategie zur
Produktion von Biokraftstoffen und Chemikalien der 2. Generation, d.h. auf Basis von
lignocellulosehaltiger Biomasse, was aufgrund des hohen Anteils an Biokraftstoffen 1.
Generation, d.h. auf Basis von Lebensmitteln, zukunftstrachtig erscheint. Allerdings waren
die Produktkonzentrationen des entwickelten Prozesses auch nach zahlreichen
Optimierungsansatzen gering. Die kinetischen Daten waren ebenfalls nicht besonders gut
(wenn auch nicht schlechter als bei den meisten herkébmmlichen mehrstufigen Prozessen),
was wohl auf die widerstandsfahige Struktur lignocellulosehaltiger Biomasse zurtickzufiihren
war. Die Ausbeuten waren bei geringen Feststoffeinsidtzen von 5 Gew.-% recht gut —
allerdings waren hier die finalen Produktkonzentration gering. Eine Fermentation im
Bioreaktor mit 15 Gew.-% anstelle von 5 Gew.-% Treber vervierfachte die
Essigsaurekonzentration, wahrend Ethanol durch einen kontinuierlichen Stickstoffstrom
schon wahrend der Fermentation abgetrennt wurde. Mit steigender Feststoffbeladung auf
25 Gew.-% erhohten sich zwar sich die Produkttiter weiter auf maximal 36,03 g-L %, allerdings
sank dabei auch die Ausbeute in gleichem Mal3e ab, sodass hier eine Abwagung zwischen
finalen Produktkonzentrationen und einer moglichst vollstandigen Nutzung des Substrates
getroffen werden muss.

Der Prozess konnte auf abgepressten Wiesenschnitt Gbertragen werden, wobei bei
identischen Feststoffbeladungen insbesondere die Essigsaureproduktion deutlich erhéht

war.

6.5. Gesamt-Fazit
In dieser Arbeit wurde ein Bioraffineriekonzept zur Verwendung von Biertreber

aufgezeigt, wobei der Treber durch einen Pressschritt, welcher fir den Gesamtprozess
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zahlreiche Vorteile beinhaltet, in eine flissige und eine feste Fraktion aufgeteilt wurde. Fir
die Stoffstrome wurden separate Nutzungsmoglichkeiten aufgezeigt, wobei mit den
Organismen Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis und Cellulomonas uda die Wertstoffe,
Milchsaure (aus der flussigen Fraktion) und Ethanol sowie Essigsaure (aus der festen
Fraktion) hergestellt werden konnten. Zur Uberwachung, Optimierung, Steuerung und
Vorhersage der Prozesse kamen dabei zahlreiche analytische Methoden, Submers- sowie
Feststofffermentationen im  Kolben- und  Reaktormafstab und  kinetische
Modellierungsansatze zum Einsatz. FUr extrahierbare Lipide, die Verwendung der
mikrobiellen Biomasse und der Fermentationsriickstande wurden zudem weitere
Anwendungsfelder  fir die  pharmazeutische, Lebensmittel-verarbeitende  und
Energie-produzierende Industrie vorgeschlagen. AuRerdem wurde die Anwendung der, mit
Biertrebern zahlreicher Braurezepturen erprobten, Strategien erfolgreich auf das Substrat
Wiesenschnitt Ubertragen, sodass eine breite Anwendbarkeit in Aussicht steht.
Mdglicherweise kann durch diese Arbeit ein kleiner Beitrag zur Losung aktueller,
globaler Probleme, wie der Treibhausgasemission durch die Verbrennung fossiler
Ressourcen, geleistet werden und die Konversion von einem linearen zu einem zirkularen
Wirtschaftssystem, zumindest fir die Verwertung von Biertreber und unter Umstanden fir
Wiesenschnitt, unterstiitzt werden. Denn wie der saudische Minister fir Ol und mineralische
Ressourcen (1962—1986) in seinem bekannten Ausspruch prophezeite: ,Die Steinzeit wurde
nicht wegen eines Mangels an Steinen beendet und das Olzeitalter wird nicht wegen eines

Mangels an Ol beendet werden“ [12].
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7.Ausblick

Im folgenden Kapitel sollen kurz einige Anknupfungspunkte zur Fortfihrung bzw.
Erweiterung des dargelegten Forschungsgegenstandes gegeben werden. Dies soll
insbesondere mdogliche Strategien zur weiteren Optimierung und Leistungssteigerung der

entwickelten Prozesse beinhalten.

7.1. Rohstoffanalyse

Die Strategien zur Analyse von Biertreber und Wiesenschnitt kdnnen mutmalflich
ohne Weiteres auf andere lignocellulosehaltige Biomassearten Ubertragen werden. In einer
gro3 angelegten Studie konnte zudem der Einfluss des Brauvorgangs und des
Rohstoffeinsatzes auf die Zusammensetzung des anfallenden Biertrebers genauer
untersucht werden, um die Anwendbarkeit flr die dargelegten (oder weiterfihrende)
Prozesse genauer zu spezifizieren.
7.2. Treberpresssaftfermentation

Die Konzentrationen der, zu den Fermentationen zugesetzten, Supplemente kdnnten
durch ein quantitatives anstelle des verwendeten gqualitativen Designs im Rahmen einer
weiteren statistischen Versuchsplanung ggfs. weiter reduziert werden. Mit Ausnahme der
Hefeextraktkonzentration konnten alle Supplemente — unabhangig von der
Kohlenhydratkonzentration des Presssaftes — eingesetzt werden, sodass es sich vermutlich
um eine Zugabe im Uberschuss gehandelt haben durfte. Daher erscheint es wahrscheinlich,
dass insbesondere die Konzentrationen von K:HPO4, MgSO4-7 H,O und MnSO4-H,0O weiter
verringert werden koénnen, da der Treberpresssaft die lonen Mg?, Mn%, SO.* und
PO.* bereits von sich aus zur Verfligung stellt und die puffernden Eigenschaften von K;HPO,
Uberdies in pH-regulierten Fermentationen nicht von besonderer Bedeutung sein dirften.
7.3. Simulation

Das Modell kdnnte weiter verbessert werden, indem fermentations-spezifische
Besonderheiten, wie z.B. die ODsoo n/BTM-Korrelation, die Absterberate und eine Bedingung
fur das Einsetzen des Absterbevorgangs sowie der Serin- bzw. Alaninanteil am Protein des
Treberpresssaftes Beriicksichtigung in den Modellgleichungen fanden. Insbesondere das
Absterbeverhalten unterschied sich, je nach eingesetztem Treberpresssaft, zum Teil
deutlich, sodass Kriterien definiert werden mussten, ab welchem Zeitpunkt der Fermentation
ein ,Netto“-Absterbeprozess der Zellen einsetzt und mit welchen Molekilen (Substraten oder

Produkten) dies ggfs. in Zusammenhang stehen kdnnte.

7.4. Feststofffermentation
Um einen wirtschaftlich sinnvollen Einsatz der Feststofffermentationen zu
gewahrleisten, musste eine deutliche Steigerung der Produktkonzentrationen erfolgen, was

im besten Falle nicht mit einer Verringerung der Ausbeute einhergehen sollte. Dies kdnnte
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z.B. durch den Einsatz gentechnisch veranderter C.uda Spezies erreicht werden. So
erscheint es wahrscheinlich, dass Reaktionen des Zentralstoffwechsels, welche durch ein
einziges Enzym katalysiert werden, z.B. die Konversionen von Pyruvat zu Milchsaure oder
Ameisensaure, recht einfach durch gentechnische Arbeiten ausgeknockt werden konnten.
Da in diesem Falle keine Diversifizierung des Produktspektrums bei hoher Verflugbarkeit
kurzkettiger Zuckermolekule zu erwarten ware, kbnnten dann erneut die Fermentationen mit
nicht-abgepresstem Biertreber oder unter Zusatz von technischen Enzymmixturen
untersucht werden, um so ggfs. hohere Produktkonzentrationen zu erzielen. Uberdies konnte
der Einsatz von speziellen Feststofffermentern (mit rotierender Trommel) die Stoffubergange
bei Fermentationen mit sehr hohen Feststoffbeladungen von ca. 25 Gew.-% erleichtern, was
ebenfalls in erhdhten Produktkonzentrationen resultieren dirfte.

Des Weiteren sollte die Ubertragbarkeit der entwickelten Prozessiiberwachungs- und
Regulierungsstrategien auf Suspensions- oder Feststofffermentationen mit anderen
Substraten und/oder Mikroorganismen mdglich sein, sodass sich hier weitergehende,
potenzielle Forschungsfelder ergeben diirften.

7.5. Gesamt-Ausblick

Es ware winschenswert, wenn die entwickelten Verwertungsmdoglichkeiten fur
Biertreber dazu fuhren wirden, dass in der Zukunft auch die stoffliche Nutzung des
Substrates Biertreber im Rahmen eines Bioraffinerie-Konzeptes in Betracht gezogen wirde.
Insbesondere durch den vorgeschlagenen Pressschritt und die separate Nutzung des
Treberpresssaftes zur Produktion von Milchsdure kodnnte sich dabei eine plausible
Anwendungsmdglichkeit auftun, die zahlreiche Vorteile entlang der kompletten weiteren
Wertschopfungskette mit sich bringt. Durch die guten kinetischen Daten der Fermentation,
hohe Ausbeuten und das , Tool“ der kinetischen Modellierung zur ,,Vorab-Abschatzung“ eines
potenziellen Fermentationsertrages, dirfte sich hier eine Nutzungsmoglichkeit ergeben,
welche leicht auf zahlreiche Standorte Gbertragen werden konnte. Die feste Fraktion kénnte
dann herkémmlichen Nutzungsmaoglichkeiten zugefuhrt werden, oder nach Verbesserung der
kinetischen Fermentationsdaten, zu Ethanol und Essigsaure konvertiert werden. Darlber
hinaus  kénnen die entwickelten  Prozessuberwachungs-, Regelungs- und
Modellierungsstrategien in Zukunft moglicherweise auf zahlreiche andere Substrate und/oder
Organismen Ubertragen werden, was in dieser Arbeit bereits fir das Substrat Wiesenschnitt

gezeigt wurde.
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Aminosaurekonzentration; N, Rihrerdrehzahl; PA, Pale Ale [82]. ....ccccvvvveeeiiiiiiiiiieee e, - 80 -

Abbildung 26: Simulationsergebnisse  zur  Fermentation mit dem  Organismus
L. delbrueckii subsp. lactis und verdiinntem WeBo-Treberpresssaft bei T =45 °C, N =400 rpm und
pH = 6. Die berechneten Modellwerte werden durch unterbrochene Linien dargestellt und in der
Legende durch , M“ gekennzeichnet. Die empirischen Werte zeigen die Mittelwerte aus den
Fermentationen (IV) und (V), welche in Kapitel 4.5.7 vorgestellt wurden. A) Biotrockenmasse-,
Maltooligomer-, Maltotriose-, Maltose- und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat- und
Milchsaure-Konzentration, C) Gesamt-Aminosaure- und Protein-Konzentration, D) Alanin- und Serin-
Konzentration; BTM, Biotrockenmasse; Stota, Gesamt-Kohlenhydratkonzentration; AStota, Gesamt-
Aminosaurekonzentration; N, Ruhrerdrehzahl; WeBo, Weizenbock [82]...........coecvviiviieeeiiiiinnnen. -82 -

Abbildung 27: Potenzieller Zentralstoffwechsel von C. uda; Anmerkung: Zu jeder Reaktion sind die
zugehorigen E.C.-Nummern gegeben; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; EtOH, Ethanol; AC,
Essigsaure; FOR, Ameisensaure; CO2, Kohlenstoffdioxid; H20, Wasser; NADH, Nicotinamid Adenin
Dinucleotid (reduziert); NAD*, Nicotinamid Adenin Dinucleotid (oxidiert); CoA, Coenzym A; Ac-CoA,
Acetyl-Coenzym A; AT(D,M)P, Adenosintri-(di-,mono-)phosphat; Pi, Phosphat; PPi, Diphosphat; UON,
Ubiquinon; UOL, UBIQUItOH [11]. ...eeieiiiiiieiiieiee ittt st e e e e e -85-

Abbildung 28: Fermentationen mit C. uda in einem Medium aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber
und 5 g-L* Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 und 120 rpm. Die Teilabbildungen A, C
und E zeigen anaerobe Bedingungen; die Teilabbildungen B, D und F beschreiben den aeroben
Versuch. A+B) Produktkonzentrationen von Bernsteinséure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure
und Ethanol sowie Substratkonzentration unter Einbeziehung der Treber-Bestandteile: Lignin,
Cellulose, Hemicellulose, Protein, Lipid, Asche und sonstiger Bestandteile, C+D) Zellbiomassebildung
und hydrolysierte Proteinkonzentration bzw. Pyridoxin-Konzentration, E+F) Xylanase- und Cellulase-
Aktivitat. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angenahert, wenn die Daten dieser
mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei biologischen
Replikaten mit Ausnahme der Treberkonzentration zu Beginn der Fermentation; Cell, Cellulose;
Hemicell, Hemicellulose; Prot, Protein; Sonst, Sonstige; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR,
Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11]..........cccooeee e, - 87 -

Abbildung 29: Visualisierung des Wachstums von C. uda nach 4 Tagen mit 5 Gew.-% gepresstem
MB-Treber und 5g-L! Hefeextrakt in 0,2M MOPS-Puffer bei pH=7,4 und 120 rpm: A)
Lichtmikroskop, aerob, B) CLSM nach Farbung mit Syto 9, aerob, C) Lichtmikroskop, anaerob, D)
CLSM nach Farbung mit Syto 9, anaerob. Anmerkung: Die lichtmikroskopischen Bilder wurden
guadratisch ausgeschnitten, der MaRRstab in den CLSM-Aufnahmen befindet sich am rechten unteren
Bildrand; CLSM, Confokale Laser-Scanning Mikroskopie [11].........cccoccevriiiieriiiiieniiiee e - 88 -

Abbildung 30: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C. uda in Bezug auf
Bernsteinsaure, Milchsédure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol: (i) Referenzfermentation mit
Standard-Mineral-Medium. In allen weiteren Fermentationen bestand das Medium aus 5 Gew.-%
abgepresstem MB-Treber in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH=7,4: (ii) N2-Atmosphare, (iii) CO2-
Atmosphare, (iv) N2-Atmosphare + Einsatz von 5 g-L-* Hefeextrakt. Die Daten zeigen die Mittelwerte
aus 2 bzw. 4 biologischen Replikaten mit Ausnahme der Referenzfermentation (i); SUC,
Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisenséaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.
........................................................................................................................................................ -94 -

Abbildung 31: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C. uda in Bezug auf
Bernsteinsaure, Milchsdure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2)
bestand aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber mit 5 g-L-* Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer. Es
wurden die folgenden Variationen durchgefiihrt: (v) Oxidationsmittel KsFeCNe (0,329 g-L1), pH = 7,4,
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(vi) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L1), pH = 7,4, (vii) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L1), pH = 5,0,
(viii) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L'%), pH = 9,0, (ix) Reduktionsmittel Cys-HCI (1 g-L'1), Switch von
pH=7,4 auf pH =5,0. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC,
Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisenséaure; AC, Essigséaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.
........................................................................................................................................................ -96 -

Abbildung 32: Kinetik von Fermentationen mit C. uda in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchsaure,
Ameisensdure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus 5 Gew.-%
abgepresstem MB-Treber mit 5 g-L-1 Hefeextrakt, 1 g-.L-* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden
die folgenden Variationen durchgeftihrt: A) pH = 7,4 (Fermentation (vi)) und B) pH = 5 (Fermentation
(vii)). Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angenahert, wenn die Daten dieser
mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten;
SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB,
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Abbildung 33: Fermentation von C. uda in anaerobem Medium (N2) aus 5 Gew.-% abgepresstem
MB-Treber mit 5 g-L* Hefeextrakt, 1 g-L* Cys-HCl in 0,2 M MOPS-Puffer, 120 rpm und pH-Shift von
pH = 7,4 auf pH = 5,0 (Fermentation (ix)): A) Produktbildung in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchsaure,
Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol, B) Abbauprodukte der strukturellen Kohlenhydrate in Bezug
auf Cellobiose, Xylose und Arabinose. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angenéhert,
wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2
biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsdure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC,
Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, MaibOCK [11]. ..ccceeiiiiiiiiieeieee ettt e e e e et ee e e e e e -97 -

Abbildung 34: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C. uda in Bezug auf
Bernsteinsaure, Milchsdure, Ameisenséure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2)
bestand aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber mit 5g-L? Hefeextrakt, 1 gL' Cys-HCI in
0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden die folgenden Variationen durchgefuihrt: (x) 0,08 genzym*QTreber?
Cellulase NS22192, (xi) 0,08 genzym'grrebert Hemicellulase NS22083, (xii) 0,08 genzym QTrebert Cellulase
NS22192 und 0,08 genzym gTrebert Hemicellulase NS22083, (xiii) Organosolv-vorbehandelter Treber,
(xiv) Organosolv-vorbehandelter Treber ohne Zusatz von Hefeextrakt und Cys-HCI. Die Daten zeigen
die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR,
Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock. ..............ccccoo oo, - 98 -

Abbildung 35: Kinetik von Fermentationen mit C. uda in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchséure,
Ameisenséaure, Essigsaure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2) bestand aus 5 Gew.-% MB-
Treber mit 5 gL Hefeextrakt, 1 g-L* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer. Es wurden die folgenden
Variationen durchgefiihrt: A) gepresster Treber und Einsatz von 0,08 genzym gTreber * Cellulase NS22192
(Fermentation (x)), B) Treber, nicht gepresst (Fermentation (xv)). Alle Datenpunkte wurden durch
sigmoidale Fits angenéahert, wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten
zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR,
Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11]..........cccooeee e, - 99 -

Abbildung 36: Endproduktkonzentrationen verschiedener Fermentationen mit C. uda in Bezug auf
Bernsteinsdure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsdure und Ethanol. Das anaerobe Medium (N2)
bestand aus 5 Gew.-% abgepresstem Treber mit 5 g-L* Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer. Es
wurden die folgenden Variationen durchgefihrt: (xv) MB-Treber, nicht abgepresst, 1 g-L-1 Cys-HClI,
(xvi) HE-Treber, (xvii) lipidfreier HE-Treber. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen
Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH,
Ethanol; MB, MaibOCK; HE, HEIIES. .......coeveiei et - 100 -

Abbildung 37: Fermentation mit C. uda in einem Medium aus 15 Gew.-% abgepresstem MB-Treber,
15 gL' Hefeextrakt und 1 g-L* Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH=7,4 und N =200 rpm
(Fermentation (xviii)): A) Produktkonzentrationen in Bezug auf Bernsteinsdure, Milchsaure,
Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol, B) Substratkonzentration unter Einbeziehung der Treber-
Bestandteile: Lignin, Cellulose, Hemicellulose, Protein, Lipid, Asche und sonstiger Bestandteile sowie
Ethanolkonzentration in der Kiihlfalle, C) Zellbiomassebildung und hydrolysierte Proteinkonzentration,
D) Xylanase- und Cellulase-Aktivitat sowie, aufgrund von bakteriellem Abbau, freigesetzte Zucker
Cellobiose, Xylose und Arabinose. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits angepasst, wenn
die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 3
biologischen Replikaten, allerdings mit einer Ausnahme: Die Zellkonzentration, beginnend an Tag 6,
zeigt Einzelbestimmungen, da die Zellen in zwei von drei Replikaten am Ruhrer klebten; Cell,
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Cellulose; Hemicell, Hemicellulose; Prot, Protein; Sonst, Sonstige; SUC, Bernsteinsdure; LAC,
Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock [11]................ -103 -

Abbildung 38: Fermentationen von C. uda in anaerobem Medium (N2) aus abgepresstem MB-Treber
mit 1 g-L' Cys-HClin 0,2 M MOPS-Puffer, 120 rpm und pH=7,4. Es wurden die folgenden
Variationen durchgefuhrt: (vi) 5 Gew.-% Treber, 5 g-L"1 Hefeextrakt, (xix) 20 Gew.-% Treber, 20 g-L?
Hefeextrakt, (xx) 25 Gew.-% Treber, 25 g-L* Hefeextrakt: A) Endproduktkonzentrationen in Bezug auf
Bernsteinsdure, Milchsdure, Ameisensaure, Essigsdure und Ethanol, B) Zellbiomasse/Treber-
Ausbeute Yxis und Produkt/Treber-Ausbeute Ypss. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen
Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH,
Ethanol; MB, MaIDOCK. ........coo i e e st e e e e e e e ennes -105 -

Abbildung 39: Vorgeschlagenes Bioraffineriekonzept zur stofflichen Verwertung von Biertreber.
Substrate und Produkte sind farblich hervorgehoben. ...........cccociiii e -109 -

Abbildung 40: Prozentuale Zusammensetzung von Wiesenschnitt aus dem Fruhjahr (F) bzw. Herbst
(H), nachdem die l6slichen Bestandteile abgetrennt wurden. Gezeigt werden ausschlieflich die festen
Bestandteile des Wiesenschnitts (Grautone und Weil) in Gew.-%. Die Komponenten, die fir diese
Arbeit von besonderer Bedeutung sind, sind im Tortendiagramm hervorgehoben; Gew.-%,
GEWICHISPIOZENL. ...ttt et e e e st et e e st b e e e e aabb e e e e snbn e e e e snbneeeean -110-

Abbildung 41: Prozentuale Zusammensetzung von Wiesenschnitt aus dem Frihjahr (F) bzw. Herbst
(H) in der geernteten Form, d.h. ohne vorherigen Pressschritt. Gezeigt werden die Bestandteile des
Wiesenschnittpresssaftes als Summenparameter von Saccharose, Fructose und Glucose (griin)
sowie die festen Bestandteile (Grautone und Weil) in Gew.-%. Die Komponenten, die fur diese Arbeit
von besonderer Bedeutung sind, sind im Tortendiagramm hervorgehoben; Gew.-%, Gewichtsprozent.

Abbildung 42: Fermentation mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und Herbst-Presssaft
bei T =45 °C, N =400 rpm und pH = 6 im Bioreaktor: A) Biotrockenmasse-, Saccharose-, Fructose-
und Glucose-Konzentration, B) Gesamt-Kohlenhydrat- und Milchsdure-Konzentration. Die Daten
zeigen die Mittelwerte aus 3 biologischen Replikaten. Alle Datenpunkte wurden durch sigmoidale Fits
angenéhert; BTM, Biotrockenmasse; N, RUhrerdrehzahl..............ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieininininnnnn -114 -

Abbildung 43: Fermentationen mit C. uda in einem anaeroben Medium (N2) aus abgepresstem
Herbst-Wiesenschnitt mit 1 gL't Cys-HCI in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH =7,4 und 120 rpm. Die
Teilabbildungen A, C und E zeigen den Versuch mit 5 Gew.-% Wiesenschnitt und einer
Hefeextraktkonzentration von 5 g-L; die Teilabbildungen B, D und F zeigen den Versuch mit
15 Gew.-%  Wiesenschnitt und einer  Hefeextraktkonzentration von 15g-L?' A+B)
Produktkonzentrationen in Bezug auf Bernsteinsdure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure und
Ethanol sowie Substratkonzentration unter Einbeziehung der Wiesenschnitt-Bestandteile: Lignin,
Cellulose, Hemicellulose, Protein, Lipid, Asche und sonstiger Bestandteile, C+D) Zellbiomassebildung
und hydrolysierte Proteinkonzentration, E+F) Xylanase- und Cellulase-Aktivitat. Alle Datenpunkte
wurden durch sigmoidale Fits angenéhert, wenn die Daten dieser mathematischen Beziehung folgten.
Die Daten zeigen die Mittelwerte aus 2 biologischen Replikaten; Cell, Cellulose; Hemicell,
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Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol. ... -116 -
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Tabelle 1: (Teil 1) Zusammenfassung der aktuellen Prozesse zur stofflichen Nutzung von Biertreber
in klassischen zwei- oder dreistufigen Verfahren bezuglich maximaler Produktkonzentration Pmax,
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() MRS-Medium sowie mit (Il) verdinntem WeBo-Presssaft und vollstandiger Supplementation, (lll)
optimierter Supplementation, (IV) optimierter Supplementation und Glucoamylase sowie (V)
optimierter Supplementation, Glucoamylase und Hefeextrakt aus Brauhefe. Aulzerdem sind die Daten
der Fermentationen mit (VI) unverdinntem PA-Presssaft und (VII) unverdinntem MB-Presssaft
gezeigt. Die Daten der beiden Referenzfermentationen (1) und (ll) zeigen die Mittelwerte aus zwei
biologischen Replikaten: pmax, maximale Wachstumsrate; ODeoonm ~ BTM, Korrelation zwischen
optischer Dichte und Biotrockenmasse; BTMmax, maximale Zellbiomasse; Cracmax, Maximale
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66 -

Tabelle 7: Vergleich zwischen Experiment und Simulation fir die drei Fermentationen mit
unverdinntem MB-, PA-, und verdiinntem WeBo-Presssaft in Bezug auf die maximale Zelldichte Xmax,
die maximale Produktkonzentration Pmax und die Produktivitéat P in den ersten 11 h der Fermentation
(WeBo) bzw. in den ersten 15 h der Fermentationen (MB & PA); MB, Maibock; PA, Pale Ale, WeBo,
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Tabelle 8: Zusammensetzung der ersten Pressfraktion der Wiesenschnittpresssafte aus dem Frihjahr
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Gerateliste

Bezeichnung

A. Gerateliste

Hersteller

Firmensitz

2D-Fluoreszenzspektrometer
LS 55

Perkin Elmer Inc.

Waltham, USA

2-Kanal-Degaser

Duratec GmbH

Hockenheim, Deutschland

96-Well-Platte (Black plate clear Corning Inc. New York, USA
bottom with lid)
Atomadsorptionsspektrometer Analytik Jena Jena, Deutschland

contrAA®

Autoklav V-150

Systec GmbH

Linden, Deutschland

Bioreaktor RALF (Arbeitsvolumen
von 1L bzw.5L)

Bioengineering AG

Wald, Schweiz

Bioreaktor Biostat Q Plus

Sartorius AG

Gottingen, Deutschland

Brechungsindexdetektor RI 101

Shodex

Kawasaki, Japan

Butylstopfen-massiv

Glasgeratebau Ochs
Laborfachhandel e.K.

Bovenden, Deutschland

Cryo-Schrank Ultra Low
Temperature Freezer

Haier Biomedical

Qingdao, China

Fluoreszenzdetektor Alliance 2475
multi A fluorescence detector

Waters Corp.

Milford, USA

Druckfeste Flasche Pressure Plus
(50 mL, 100 mL, 250 mL oder
500 mL)

DWK Life Science GmbH

Mainz, Deutschland

Elementaranalysengerét
vario Micro tube

Elementar Analysentechnik
GmbH

Langenselbold, Deutschland

Erlenmeyerkolben

Duran Produktions GmbH &
Co. KG

Mainz, Deutschland

Fotodiodenarray-Detektor
PDA 2996

Waters Corp.

Milford, USA

Hochdruck-Laborreaktor BR 500

Berghof Products +
Instruments GmbH

Eningen, Deutschland

Hochdrucktinkturenpresse HP 2 H

Fischer Maschinenfabrik
GmbH

Neuss, Deutschland

HPLC-Autosampler Midas cool

Spark Holland B.V.

Emmen, Niederlande

HPLC-Anlage Alliance 2695

Waters Corp.

Milford, USA

HPLC-Pumpe
Merck Hitachi L 6200

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

HPLC-Saule C18, 150 mm x 3,9
mm

Waters Corp.

Milford, USA

HPLC-Séaule Reprogel H+ 9 pm,
300 mm x 4,6 mm

Dr. Maisch GmbH

Ammerbuch, Deutschland

HPLC-Saule
Rezex ROA-Organic Acid H+,
300 mm x 7,8 mm

Phenomenex Inc.

Torrance, USA

A



Gerateliste

HPLC-Séaule Repro-Gel Ca++
9 um, 300 mm x 8 mm

Dr. Maisch GmbH

Ammerbuch, Deutschland

HPLC-Saulenthermostat
Jetstream Il plus

Duratec

Hockenheim, Deutschland

lonenchromatograph
883 Basic IC plus

Metrohm GmbH & Co. KG

Filderstadt, Deutschland

Lichtmikroskop Eclipse Ni mit
DS-I 1 Kamera und
Wasserimmersionsobjektiv
40 x 0,65 «/0,17 WD 0,56

Nikon Group

Tokio, Japan

Konfokales Laser-Scanning
Mikroskop SP5 Il mit einem
63 x 0,9

Wasserimmersionsobjektiv

Leica Microsystems GmbH

Wetzlar, Deutschland

Muffelofen Modell 301

Carbolite Gero Ltd

Sheffield, Gro3britannien

Nylonfilter 0,22 ym KX Syringe
Filter Nylon

Cole-Parmer GmbH

Wertheim, Deutschland

pH-Meter
Microprocessor pH Meter 211

Hanna Instruments
Deutschland GmbH

Vohringen, Deutschland

Rotationsverdampfer
Laborota 4003

Heidolph Instruments

Schwabach, Deutschland

Scheibenmiihle Fidibus Classik

Komo GmbH & Co. KG

Hopfgarten, Deutschland

Schittelinkubator Ecotron

Infors AG

Bottmingen, Schweiz

Software Berkeley Madonna 9.1.0.

Robert Macey and George
Oster

University of California at
Berkeley, USA

Software Empower 3

Waters Corp.

Milford, USA

Software Clarity

Data Apex

Prag, Tschechien

Software Visual XSel

CRGRAPH GbR

Starnberg, Deutschland

Soxhlet-Apparatur

Normschliff Geratebau GmbH

Wertheim, Deutschland

Schikanenkolben GL 45 Gewinde

DWK Life Sciences

Wertheim/ Main,
Deutschland

Spectroquant Pharo 100 Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
Spindelpresse ENOL OP 20 Wein GmbH Bodnnigheim, Deutschland
Spritzenvorsatzfilter 0,22 pum steril ~ Sartorius AG Gottingen, Deutschland
Thermomixer compact Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Trockenschrank UF110

Memmert GmbH & Co. KG

Schwabach, Deutschland

UV-Spektralphotometer

Perkin Elmer Corp.

Waltham, USA

UV-Vis-Spektrometer Cary 60

Agilent Technologies

Santa Clara, USA

Vorsaule ,SecurityGuard*
Carbo-H 4 mm x 3,0 mm ID

Phenomenex Inc.

Torrance, USA

Vorsaulenhalter KJ0-4282

Phenomenex Inc.

Torrance, USA

Waage Skala LA 214

VWR LLC

Radnor, USA

Zahlkammer
Neubauer improved 0,0025 mm?2

Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG

Lauda Koénigshofen,
Deutschland

Zentrifuge Z 383 K

Hermle Labortechnik GmbH

Balingen, Deutschland




Chemikalienliste

B. Chemikalienliste

Bezeichnung, Reinheit [CAS-Nr.]

Hersteller

Ameisensaure >98% [64-18-6]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Attenuzyme® Core, aus Aspergillus niger, 1600 AGU-g*

Novozymes A/S

Bernsteinsaure >99% [110-15-6]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Bierhefe SafAle US-05 Lesaffre
Biotin >99% [58-85-5] Sigma-Aldrich
Calciumchlorid Dihydrat >99% [10035-04-8] Sigma-Aldrich

Calciumlignosulfonat >93% [8061-52-7]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Cellulasemix: NS22192

Novozymes A/S

Cellulose Avicel PH-101 [9004-34-6]

Sigma-Aldrich

Coomassie Bradford Reagenz [Art. Nr. 23236]

ThermoFisher Scientific

D(+)-Cellobiose >98% [528-50-5]

Carl Roth GmbH & Co. KG

D(+)-Glucose >99,5 % [50-99-7]

Carl Roth GmbH & Co. KG

D(+)-Maltose Monohydrat >97 % [6363-53-7]

Santa Cruz Biotechnology

D(+)-Xylose >99% [58-86-6]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Di-Natirumhydrogenphosphat >99% [7558-79-4] Sigma-Aldrich
Diethylether >99,5% [60-29-7] Sigma-Aldrich
EDTA Dinatriumsalz [6381-92-6] Sigma-Aldrich
Eisen(ll)-sulfat Heptahydrat >99% [7782-63-0] Sigma-Aldrich

Essigsaure 100% [64-19-7]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Ethanol >99,8% [64-17-5]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Filterpapier (Whatman grade 1)

Whatman plc

Fleischextrakt [68990-09-0]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Fulvoséaure

Dennerle GmbH

Glycerol >99,5 % [56-81-5]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Hefeextrakt [8013-01-2]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Hemicellulasemix: NS22083 Novozymes A/S
K2HPO4 >98 % Anhydrat [231-834-5] Sigma-Aldrich
KH2PO4 >99 % [7778-77-0] Sigma-Aldrich
KsFeCNes >99% [13746-66-2] Sigma-Aldrich

L(+)-Arabinose [5328-37-0]

Carl Roth GmbH & Co. KG

L-Cysteine-Hydrochlorid Monohydrat >98.5 % [7048-04-6]

Carl Roth GmbH & Co. KG

C
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L(+)-Milchsaure 80-92% [79-33-4]

Sigma-Aldrich

L-Tryptophan >98% [73-22-3]

Sigma-Aldrich

Maltoheptaose >80% [34620-78-5]

Santa Cruz Biotechnology

Maltotriose Hydrat >95 % [1109-28-0]

Santa Cruz Biotechnology

MgSOQOa4-7 H20 >98 % [10034-99-8]

Sigma-Aldrich

MnSQO4-H20 >99 % [10034-96-5]

Sigma-Aldrich

MOPS-Puffer >99,5% [1132-61-2]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Natriumacetat >99 % [127-09-3] Sigma-Aldrich
Natriumcitrat tribasisch Dihydrat >99,5% [6132-04-3] Sigma-Aldrich
NaCl [7647-14-5] Sigma-Aldrich

NaOH >98 % [1310-73-2]

Carl Roth GmbH & Co. KG

(NHa)s-Citrat >97 % [3458-72-8]

Carl Roth GmbH & Co. KG

(NH4)2S04 > 99% [7783-20-2] Sigma-Aldrich
Pepton aus Casein, Tryptischer Abbau [91079-40-2] Sigma-Aldrich
Pyridoxinhydrochlorid >98% [58-56-0] Sigma-Aldrich
Resazurin Natriumsalz [62758-13-8] Sigma-Aldrich

Syto 9 Green Fluorescent Nucleic Acid Stain

Invitrogen Corp.

Thiamine chloride hydrochloride [67-03-8]

Sigma-Aldrich

Tween 80 [9005-65-6]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Xylan aus Buchenholz [232-760-6]

Carl Roth GmbH & Co. KG

Zinksulfat Heptahydrat >99% [7446-20-0}

Sigma-Aldrich
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C. Versuchsprotokolle und Vorschriften

Tabelle A 1: Reinigungsprotokoll fir HPLC-S&aulen nach Messung von Proben aus Suspensions- bzw.
Feststofffermentationen mit komplexer Probenmatrix, entwickelt von Doris Geib in der Funktion als
Wissenschaftliche Mitarbeiterin, Lehrgebiet Bioverfahrenstechnik, TUK.

Schritt Vorgehen

1 Saule ausbauen, Vorsaule entfernen, Vorsaulenhalter in Essigreiniger fur 10 min im
Ultraschallbad reinigen

2 Saule gegen die Flussrichtung in den Saulenthermostaten einbauen

3 Séaule mit 30 Vol.-% Acetonitril fiir 24 h bei 65 °C und einem Fluss von 0,1 ml-min-t
regenerieren

4 Neue Vorsaule einbauen, Saule in Flussrichtung in den Saulenthermostaten
einbauen

5 Saule mit 9 mM H2SOq4 flir mindestens 12 h bei 25 °C und einem Fluss von

0,1 ml-min-! konditionieren

Tabelle A 2: Probenvorbereitung fir die Aminosaureanalytik, entwickelt von Niklas Erdmann im Rahmen einer
studentischen Arbeit, Lehrgebiet Bioverfahrenstechnik, TUK

Schritt Vorgehen
1 Eluent A herstellen:

a) 8,2 g (0,05 M) Natriumacetatanhydrat, 13,8 g (0,05 M)
Natriumdihydrogenphosphat Monohydratin 1,8 L deionisiertem H20 l6sen,
pH = 7 mit NaOH einstellen, auf 2 L auffillen

b) 42 mL Tetrahydrofuran und 42 mL Methanol zugeben

c) Eluent A filtrieren

2 Eluent B herstellen: 460 mL deionisiertes Wasser und 540 mL Methanol mischen
3 OPA-Reagenz herstellen:

a) 270 mg Ortho-Phtaldialdehyd (OPA) in 5 mL Ethanol I6sen
b) 200 pL Mercaptoethanol mit 0,4 M Boratpuffer (pH = 9,5) auf 50 mL auffillen
c) Die Losung 24 h ,altern“ lassen
4 Proteinfallung in den Proben durchfiihren:
a) 200 pL Probe + 800 pL Methanol mischen und 24 h bei -20 °C lagern
b) Gefalltes Protein durch Zentrifugation und Filtration abtrennen
5 Zu analysierende Proben bei Bedarf mit 0,4 M Boratpuffer (pH = 9,5) verdiinnen
6 Einstellungen flir Gradiententrennung:
a) 0-—50 min: 100% Eluent A
b) 51 - 60 min: 100% Eluent B
c) 61-67 min: 100% Eluent A
7 Derivatisierungsreaktion durch Autosampler:

a) 6 pL verdiinnte Probe vorlegen lassen
b) 10 pL OPA-Reagenz aufziehen lassen
c) Probe nach Derivatisierungszeit von 1,5 min injizieren lassen
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D. Das Skript des kinetischen Modells

METHOD RK4
STARTTIME =0
STOPTIME = 28
DT =0.02

{Initialising}

INIT X =0.129

INIT S1 = 20.25
INIT S2 = 10.61
INIT S3=41.31
INIT S4 =17.34
INIT Ala=0.1411
INIT Ser = 0.3381
INIT AA_total = 6.78
INIT Prot = 0.4596
INIT S_total = S12*S1+S23*S2+S34*S3+S4
INIT P =0.287

{Mass change sugar hydrolysis}
S12 =1261.09/1153.00

S23 =540.47/504.44

S34 = 360.32/342.30

{Constants}
u_max4 = 0.46
K S4=0.1
Y_XS4 =0.083
Y_PX =8.865
h=0.5

P m=095
f=0.7

X m=55
Y_XProt = 32.55
K_Prot =0.02
Y_XSer =38.21

{Cell Dry Weight; g/L}
{Malto oligomer; g/L}
{Maltotriose; g/L}
{Maltose; g/L}
{Glucose; g/L}
{Alanine; g/L}
{Serine; g/L}

{Amino acids total; g/L}
{Protein; g/L}
{Substrate total; g/L}
{Lactate; g/L}

{empiric}

{Dutta et al. 1996; [231]}
{empiric}

{empiric}

{Altiok et al. 2006, [185]}
{Youssef et al. 2005, [232]}
{Altiok et al. 2006, [185]}
{Altiok et al. 2006, [185]}

{empiric}

{empiric}




Das Skript des kinetischen Modells

K_Ser =0.02
Y_XAA_total = 3.47 {empiric}
K_AA _total = 0.02

kAla = 0.472 {empiric}
beta = 0.9 {empiric}
{Kinetics}

rx = ud*x

rs4 = -ud/Y_XS4*x

rAla = -kAla*Ala

rSer = -u4/Y_XSer*x

raa_total = -u4/Y_XAA_total*x
rProt = -u4/Y_XProt*x

Ip = U4*Y _PX*x+x*(S4/(S4+K_S4))

u4 = u_max4*(S4/(S4+K_S4))*(Ser/(Ser+K_Ser))*(AA_total/(AA_total+K_AA_total))*((1-
P/P_m)~h)*((1-X/X_m)™M)*(Prot/(Prot+K_Prot))

{Enzymatic conversion}
R1 = k1*S1
R2 = k2*S2
R3 = k3*S3

{Reaction constants of enzymatic degradation}

kl1=0.074 {empiric}
k2=4 {empiric}
k3 =0.289 {empiric}

{Mass balances}

d/dt(X) = rx

d/dt(S1) = -S12*R1

d/di(S2) = 3/7*S12*R1-S23*R2

d/dt(S3) = 4/7*S12*R1+2/3*S23*R2-S34*R3

d/dt(S4) = 1/3*S23*R2+S34*R3+rs4-beta*x*(S4/(S4+K_S4))
d/dt(S_total) = rs4-beta*x*(S4/(S4+K_S4))

d/dt(Ala) = rAla

d/dt(Ser) = rSer

d/dt(AA_total) = rAA_total

G



Das Skript des kinetischen Modells

d/dt(Prot) = rProt
d/dt(P) = rp

{Boundaries}

LIMIT S1 >=4.76 {empiric; Pale ale, 3.38; Wheat bock, 1.53}
LIMIT S2>=0
LIMIT S3>=0
LIMIT S4>=0
LIMIT S_total >=4.76 {empiric; Pale ale, 3.38; Wheat bock, 1.53}
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E. Zusatzliche Versuchsergebnisse

N
o
=]

N
o
S

Exzitationswellenlange / nm

N
3]
=]

N
o
=]

Emissionswellenlange / nm

300
Exzitationswellenlange / nm

250

N
o
=]

300
Exzitationswellenlange / hm

RFU

i N
874

RFU

1000

874

| 749

£ £
c c
oy |- 749 tay
- =
& 450 623 & 450
s 400 5 =Y
3 | e 3
é 350 | 372 é 350
Rl o
7] 7]
il .
= =
iy i

N
o
=]

£ £
c c
= | 75 =
= =
& 450 | 623 5 450
5 400 | 5 400
© ©
é 350 |- 372 é 350
Re] ie]
8 8
£ 300 £ 300
] L

N
o
=]

[N
o
=]

Emissionswellenlange / nm
@
8
8

n
o
=]

n
=}
5]

£ £
c c
e - 749 e
S o
& 450 | 623 & 450
& &
T 400 I | T 400
2 350 |- 372 § 350
o o
3 2
£ 300 £
40} w

250

300
Exzitationswellenlange / nm
RFU

RFU

Exzitationswellenlange / nm

Abbildung A 1: 2D-Fluoreszenzspektren von Fermentationen mit C. uda in einem Medium bestehend aus
5 Gew.-% gepresstem MB-Treber und 5 g-L* Hefeextrakt in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4: Aerobe Fermentation
von Tag A) 0 C) 2 E) 4 G) 14 und anaerobe Fermentation von Tag B) 0 D) 2 F) 4 H) 14; RFU, relative
Fluoreszenzeinheiten; MB, Maibock [11].




Zusatzliche Versuchsergebnisse

g SUC —— LAC ——FOR AC —— EtOH

8 -

-~
1

o]
1

w
1

Shift von aeroben zu anaeroben Bedingungen

Produktkonzentration / g-L™
B

3 4
2 F
4;/1—_——52
14
% ______-_i
L5 !:i:'éiZ T T _=?=4_4§:/=_‘;?2i%§ T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit/d

Abbildung A 2: Produktbildung von C.uda in einem Medium aus 5 Gew.-% abgepresstem MB-Treber in
0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4 und 120 rpm in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchséure, Ameisenséure, Essigsaure
und Ethanol. Am 5. Tag wurde die Fermentation von aeroben auf anaerobe Bedingungen (N2) umgestellt. Die Daten
zeigen die Mittelwerte aus zwei biologischen Replikaten; SUC, Bernsteinsaure; LAC, Milchséure; FOR,
Ameisenséaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.

—a— SUC —+— LAC ——FOR AC —*— EtOH

~ [s] ©
1 | I——

[o)]
1

Shift von aeroben zu anaeroben Bedingungen|

(4]
P

w
1

Produktkonzentration / g-L™
N N
1 1

-
1

0_| T Q;----E-Tﬁl '!l T ‘l T T 'vl T v| 'vl
0 1 2 3 4 ) 6 7 8
Zeit/d

Abbildung A 3: Produktbildung von C. uda mit Standard-Mineral-Medium auf Basis von 0,2 M MOPS-Puffer bei
pH = 7,4 (Fermentation (i)) in Bezug auf Bernsteinsaure, Milchsaure, Ameisensaure, Essigsaure und Ethanol. Am
2. Tag wurde die Fermentation von aeroben auf anaerobe Bedingungen (N2) umgestellt; SUC, Bernsteinsaure;
LAC, Milchsaure; FOR, Ameisensaure; AC, Essigsaure; EtOH, Ethanol; MB, Maibock.
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Abbildung A 4: 2D-Fluoreszenzspektren von: A) 10 g-L"* Calciumlignosulfonat in 0,2 M MOPS-Puffer bei pH = 7,4
und B) unverdlinnter Fulvoséaure; RFU, relative Fluoreszenzeinheiten [11].
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Abbildung A 5: Produktbildung in Bezug auf die Saccharose-, Fructose-, Glucose- und Milchs&ure-Konzentration
bei Fermentationen mit dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis und Herbst-Presssaft bei T = 45 °C und einer
Schuttlerfrequenz von 100 rpm: A) Ohne weitere Zusétze, B) Zusatz der MRS-Komponenten (excl. Glucose). Die
Datenpunkte wurden mit sigmoidalen Fits angené&hert; N, Rihrerdrehzahl.

Tabelle A 3: Fermentationen im Kolbenmafistab mit MRS-Medium, verdiinntem HE-Presssaft bzw. verdiinntem
HE-Presssaft + Supplementation von MRS-Medienzusétzen und dem Organismus L. delbrueckii subsp. lactis bei
einer Temperatur von 45 °C und einer Schiittlerfrequenz von 100 rpm; pmax, maximale Wachstumsrate; ODesoo nm max,
maximale optische Dichte; CLac,max, maximale Milchsdurekonzentration; Yrss, Milchsure/Zucker-Ausbeute; HE-P,
Presssaft aus Helles-Treber; n.v., nicht verfiigbar.

Fermentationsmedium Mmax /h™  ODeoonmmax  CLacmax/g-L™ Ypss | Qrac'Qzucker ™
MRS-Medium 0,63+0,01 4,29+0,13 13,36 + 1,41 0,59+0,1
HE-P. ohne Zuséatze n.v. 1,08 + 0,06 1,46 + 0,09 n.v.

HE-P. + MRS-ZUsAtze 0574002 839+0,12 19,05+0,04 0,94 + 0,09




Veroffentlichungen

F. Veroffentlichungen

Einige Passagen dieser Arbeit sind wortlich oder sinngemalR aus bereits angefertigten

Publikationen Gbernommen worden (vgl. nachfolgende Auflistungen). Bei (nahezu) wortlicher

Reproduktion sind die Passagen in Anfiihrungszeichen gefiihrt; bei sinngemafer — meist aus

dem englischen iibersetzter — Ubereinstimmung ist die entsprechende Quelle am Anfang oder

am Ende des jeweiligen Abschnitts gegeben.

Publikationen als Erstautor

A. Akermann, J. Weiermdller, J. Christmann, Léa Guirande, Gregor Glaser, Annette
Knaus, Roland Ulber, Brewers‘ spent grain liquor as a feedstock for lactate production
with Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Eng. Life Sci. 2020, 20 (5-6), 168 — 180.
DOI: 10.1002/elsc.201900143.

A. Akermann, J. Weiermdller, S. Lenz, J. Christmann, R. Ulber, Kinetic model for
simultaneous saccharification and fermentation of Brewers’ spent grain liquor using
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Biotech. And Bioprocess Eng. 2021, 26 (1),
114 - 124. DOI: 10.1007/s12257-020-0153-z.

A. Akermann, J. Weiermdller, J. N. Chodorski, M. J. Nestriepke, M. T. Baclig, R.
Ulber, Optimization of bioprocesses with Brewers’ spent grain and Cellulomonas uda,
Eng. Life Sci. 2021, n.v. (n.v.), n.v. DOI: 10.1002/elsc.202100053.

Publikationen mit geteilter Erstautorenschaft

A. Akermann, M. Bold, A. Mehring, R. Ulber, L. Van Waveren, J. Weiermiller, 90
Jahre CIT — 90 Jahre Entwicklungen in Biotechnologie und Bioverfahrenstechnik,
Chemie Ing. Techn. 2018, 90 (11), 1658-1657. DOI: 10.1002/cite.201800066.

A. Akermann, J. Weiermdller, R. Ulber, Aufbau eines Bioraffineriekonzeptes fir
Biertreber mit vorgelagertem Pressschritt, Chemie Ing. Techn. 2019, 91 (11), 1606 —
1614. DOI: 10.1002/cite.201900017.

J. Weiermdller, A. Akermann, T. Sieker, R. Ulber, Bioraffinerien auf Basis schwach
verholzter Biomasse, Chemie Ing. Techn. 2020, 92 (11), 1711 - 1722. DOI:
10.1002/cite.202000070.

Publikationen als Co-Autor

J. Weiermduller, A. Akermann, W. Laudensack, J. Chodorski, L. M. Blank, R. Ulber,
Brewers' spent grain as a carbon source for itaconate production with engineered
Ustilago maydis, Bioresour. Technol. 2021, 336 (Sept. 2021), 125262. DOI:
10.1016/j.biortech.2021.125262.

Vortrage

A. Akermann, J. Weiermiiller, R. Ulber (2018), A biorefinery concept based on
brewers' spent grain, GreenWin (Green Chemistry & White Biotechnology), Louvain-
la-Neuve (Belgien)

A. Akermann, J. Weiermiiller, R. Ulber (2018), Konzept einer Biertreber-Bioraffinerie:
Treberpresssaft-Fermentationen mit Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, 9.
ProcessNet-Jahrestagung und 33. DECHEMA-Jahrestagung der Biotechnologen,
Aachen



https://doi.org/10.1002/elsc.201900143
http://dx.doi.org/10.1007/s12257-020-0153-z
https://doi.org/10.1002/elsc.202100053
https://doi.org/10.1002/cite.201900017
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2021.125262

Veroffentlichungen

Poster

J. Weiermdller, A. Akermann, R. Ulber (2018), Development of pretreatment
strategies for brewers’ spent grain to obtain optimal yields of fermentable sugars,
DECHEMA Himmelfahrtstagung, Magdeburg

J. Weiermdller, A. Akermann, R. Ulber (2018), Optimierung von Aufschlussverfahren
fur lignocellulolytische Biomasse aus Brauereirtickstanden, 9. ProcessNet-
Jahrestagung und 33. DECHEMA-Jahrestagung der Biotechnologen, Aachen

A. Akermann, J. Weiermiller, R. Ulber (2019), Prozesstechnik fir nachwachsende
Rohstoffe, Tag der Verfahrenstechnik am Fraunhofer ITWM, Kaiserslautern

J. Weiermiller, A. Akermann, R. Ulber (2019), Biorefineries — A sustainable Approach
of Utilizing Brewers’ Spent Grains, Circular Economy — A Fresh View on
Petrochemistry, DGMK Konferenz, Dresden

A. Akermann, R. Ulber (2018), A biorefinery concept based on brewers' spent grain,
Trends in Brewing, Gent (Belgien)

A. Akermann, J. Weiermdiller, R. Ulber (2018), A biorefinery concept based on
brewers' spent grain, DECHEMA Himmelfahrtstagung, Magdeburg

C. Capitain, J. Weiermlller, A. Akermann, S. Moéhring, R. Ulber, N. Tippkotter (2018),
Compositional analysis of brewer’s spent grain using differential scanning calorimetry
or AT-IR-spectroscopy combined with multivariate data analysis, Trends in Brewing,
Gent (Belgien)

A. Akermann, J. Weiermdller, R. Ulber (2020), Biertreber und Hefeextrakt aus
Brauhefe als Substrate fir die mikrobielle Produktion von Plattformchemikalien, 10.
ProcessNet-Jahrestagung und 34. DECHEMA-Jahrestagung der Biotechnologen,
Online-Konferenz

J. Weiermiller, A. Akermann, W. Laudensack, L. M. Blank, R. Ulber (2020),
Herstellung von zuckerreichen Hydrolysaten aus Biertreber zur fermentativen
Wertstoffgewinnung, 10. ProcessNet-Jahrestagung und 34. DECHEMA-Jahrestagung
der Biotechnologen, Online-Konferenz




Betreute studentische Arbeiten

G. Betreute studentische Arbeiten

Name Titel & Art der Arbeit, Jahr Beteiligung*
Jens Optimierung der fermentativen Prozessierung von Biertreber zur Kapitel 5.1 - 5.3
Christmann Milchsauregewinnung, 3. Vertiefungspraktikum Biologie, 2017
Léa Guirande Optimierung von Fermentationen zur Milchsaureherstellung durch Kapitel 5.1 - 5.2
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis mit Treberpresssaft,
Forschungsarbeit Master (BCI), 2018
Jens Vorversuche zur Bioprozessentwicklung mit Treberpresssaft zur Kapitel 5.1 - 5.3
Christmann Produktion von Plattformchemikalien, Forschungspraktikum Biologie
(Vorpraktikum zur Masterarbeit), 2018
Maria Teresa Entwicklung von Feststofffermentationen mit Biertreber, DAAD Rise- Kapitel 5.4
Baclig Praktikum, 2018
Jens Bioprozessentwicklung mit Treberpresssaft zur Produktion von Kapitel 5.1 - 5.3
Christmann Plattformchemikalien, Masterarbeit, 2019
Maximilian Herstellung eines Lifestyle-Getrénkes aus Treberpresssaft,
Rech Forschungsarbeit Master (BCI), 2019
Jens Treberpresssaftfermenationen, Hilfswissenschaftler, 2019 Kapitel 5.1 - 5.3
Christmann
Malte Feststofffermentationen mit Cellulomonas uda, Forschungsarbeit Kapitel 5.4
Nestriepke Bachelor (BCI), 2019
Gregor Glaser  Durchfiihrung von Braugangen, Unterstiitzung bei Fermentationen, Kapitel 5.1 - 5.2
Hilfswissenschaftler, 2017 — 2019
Malte Optimierung der Feststofffermentationen mit Cellulomonas uda, Kapitel 5.4
Nestriepke Bachelorarbeit, 2020
Martin Fermentationsoptimierung mit Actinobacillus succinogenes zum
Weisbrodt Zwecke der Bernsteinsaureproduktion, Teamarbeit, 2020
Hatice Bektas  Fermentationsoptimierung mit Actinobacillus succinogenes zum
Zwecke der Bernsteinsaureproduktion, Teamarbeit, 2020
Andrea Koch Routinearbeiten im Labor, Hilfswissenschaftlerin, 2018 — 2020 Kapitel 5.1 -5.4
Martin Fermentationen mit Cellulomonas uda auf Grasschnitt sowie Biertreber, Kapitel 5.6
Weisbrodt Forschungsarbeit Bachelor (BCI), 2021
Anna-Lena Fermentative Herstellung von Grund- und Feinchemikalien auf Basis Kapitel 5.6
Maus von Grunschnitt-Fraktionen, Masterarbeit, 2021
Dennis Durchfiihrung von Braugangen, Hilfswissenschaftler, 2019 — 2021 Kapitel 5.1
Wagner
Malte Fermentationen mit C. uda, Hilfswissenschaftler, 2020 — 2021 Kapitel 5.4
Nestriepke

*Die Beteiligung bezieht sich auf die Kapitel des Teils ,Ergebnisse und Diskussion®. Es ist aber mdglich, dass die

Student:innen auch an der Entwicklung von Methoden mitgewirkt haben.




Lebenslauf

Zur Person

Name
Geburtsort
Staatsangehdrigkeit

Ausbildung
Jul. 2017 — Mér. 2021

Okt. 2014 — Mar. 2017

Okt. 2011 — Sep. 2014

Sep. 2001 — Jun. 2010

Arbeitserfahrung

Apr. — Sep. 2014

Jun. — Jul. 2011

H. Lebenslauf

Alexander Akermann
Heidelberg
Deutsch

Wissenschatftlicher Mitarbeiter und Promotionsstudent
am Lehrgebiet Bioverfahrenstechnik, TU Kaiserslautern (Prof.
Dr. Roland Ulber)

Technische Biologie M.sc., Universitat Stuttgart (inklusive 3-
monatiger Stidamerika-Reise), Note: 1,4

Abschlussarbeit (Institut fir Bioverfahrenstechnik, Prof. Dr.-Ing.
Ralf Takors): Untersuchung verschiedener
Kultivierungsbedingungen von Clostridium ljungdabhlii unter
Einbeziehung eines metabolischen Modells

Technische Biologie B.sc., Universitat Stuttgart, Note: 2,1

Abschlussarbeit (Roche Mannheim, Dr. Kai Killmer):
Charakterisierung von Adsorptions- und
Degradationsmechanismen von Enzymen in der
Trockenchemie von Teststreifen zur Glukosebestimmung

Kurpfalz-Gymnasium-Schriesheim, Note: 1,8

Industriepraktikum mit integrierter Bachelorarbeit, Roche
Mannheim

Industriepraktikum, Roche Mannheim




