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Ein Bioraffineriekonzept fiir (Bier-)Treber wird vorgeschlagen, bei dem im Gegensatz zu bestehenden Konzepten wasser-
l6sliche Komponenten durch Pressen abgetrennt und als Grundlage fiir eine Milchsdurefermentation mit Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis verwendet werden. Die verbleibenden strukturellen Kohlenhydrate des Treberriickstandes werden
durch hydrothermale und enzymatische Vorbehandlung in fermentierbare Zucker tiberfithrt. Es entstehen deutlich weni-
ger Nebenprodukte, die das Wachstum von Mikroorganismen inhibieren konnen, als bei der Nutzung von nicht abge-
presstem Treber.
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Development of a Biorefinery Concept for Brewers’ Spent Grain with a Preliminary
Pressing Step

This work proposes a biorefinery concept for brewers’ spent grain where, in contrast to existing concepts, water-soluble
components are separated by pressing. Subsequently, the obtained liquid is used for lactic acid fermentation with Lacto-
bacillus delbrueckii subsp. lactis. The structural carbohydrates of the residue are converted into fermentable sugars by
hydrothermal and enzymatic pretreatments. Lower amounts of inhibitory compounds for microbial growth are observed

after the removal of soluble components than without removal.

Keywords: Fermentation, Hydrothermal/enzymatic pretreatment, Spent grains biorefinery, Spent grains liquor

1 Einleitung brauen anfillt. Bei jedem produzierten Liter Bier fallen

ungefihr 200g Treber an [2], was bei einer weltweiten
Der Bierbrauprozess basiert auf der Fermentation einer Jahresproduktion von 1952 - 10°hL Bier im Jahr 2017 [3] in
zuckerhaltigen Wiirze, die nach Maischekochen und Lau- ca. 39-10°t Treber resultierte. Aufgrund hoher Ballaststoff-
tern gewonnen wird. Beim Maischen werden hierzu, in und Proteingehalte eignet sich Treber gut als Futterzusatz in
einer sehr vereinfachten Betrachtungsweise, verschiedene der Viehmast [4,5]. Die Auswirkungen auf die Produkt-
geschrotete Getreidemalze in Wasser erhitzt, wobei die im qualitit werden jedoch kontrovers diskutiert. Einerseits gibt

Malz enthaltenen Enzyme die vorhandene Stirke in fer-
mentierbare Zucker und nicht fermentierbare Dextrine
transformieren. Zusdtzlich werden enthaltene Proteine in
Peptide und Aminosduren gespalten, die als wichtige Néhr-
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stoffquelle fiir die eingesetzten Hefen dienen [1]. Im Lauter- und Verfahrenstechnik, Lehrgebiet fiir Bioverfahrenstechnik, Gott-
prozess werden die Feststoffbestandteile, der sogenannte lieb-Daimler-Strafle 49, 67663 Kaiserslautern, Deutschland.
(Bier-)Treber, von der flissigen Wiirze abgetrennt. Treber ‘Beide Autoren haben zu gleichen Teilen zu dieser Arbeit beige-
bildet den grofiten Nebenproduktstrom, der beim Bier- tragen
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es Studien, die von einem um 15 % gesteigerten Milchertrag
bei Milchkiihen aufgrund von Treber-Zufiitterung berichten
[6]. Andererseits wurde gezeigt, dass die grasbasierte Fiitte-
rung von Mastvieh zu einer besseren Fettsiureausstattung
und einem héheren Anteil an Antioxidantien im Fleisch
fithrt, als es bei getreidebasierter Fiitterung der Fall ist [7, 8].
Zusitzlich zur Nutzung als Futterzusatz, wird das Potential
von Treber in verschiedenen Einsatzgebieten mit steigen-
dem Interesse untersucht. Neben dem Einsatz bei der Her-
stellung von Backwaren [9], kann Treber als Substrat fiir die
Produktion von verschiedenen Enzymen, wie z.B. Amyla-
sen oder Cellulasen dienen [10,11]. Auflerdem konnen die
phenolischen Ligninbestandteile enzymatisch freigesetzt
werden und so als Quelle fiir Antioxidantien wie beispiels-
weise Hydroxyzimtsduren [12] oder Ferulasdure [12,13]
dienen. Eine weitere Verarbeitungsmoglichkeit, unter die
auch diese Ausfithrung féllt, liegt in der Vorbehandlung der
strukturellen Kohlenhydrate Cellulose und Hemicellulose,
um monomere Saccharide zu generieren. Diese konnen an-
schlieend chemisch oder fermentativ zu unterschiedlichen
Grund- und Feinchemikalien transformiert werden. Auf
diese Weise werden Energietrdger und Grundchemikalien
wie Biogas [14] und Bioethanol [15] produziert. Aber
auch Milchsdure [16] und Xylitol [17] als Feinchemikalien,
z.B. fiir die Biopolymer- und Lebensmittelindustrie, sind
Gegenstand aktueller Untersuchungen. Die genannten
Verfahren basieren iiberwiegend auf einer Kombination
von thermischen, chemischen und/oder enzymatischen
Vorbehandlungsschritten. Géngige thermochemische Vor-
behandlungsmethoden sind dabei saure, basische und
mikrowellenunterstiitzte Aufschliisse [18-20], meist gefolgt
von einer enzymatischen Verzuckerung [21,22]. In Abb.1
ist das neu entwickelte Bioraffineriekonzept schematisch
gezeigt. Der Treber wird zunichst abgepresst, um alle
wasserloslichen Bestandteile aus dem Brauprozess zu entfer-
nen. Mit dem so erhaltenen Treberpresssaft konnen, nach
Supplementation verschiedener Néhrstoffe, Fermentationen
durchgefiithrt werden. Der Riickstand kann hydrothermal
vorbehandelt werden, um die strukturelle Integritit der
Lignocellulose aufzubrechen und enzymatisch verfiigbar zu
machen. Einerseits kommt in dieser Studie, das in der Lite-
ratur schon hiufig beschriebene Liquid-Hot-Water-Verfah-
ren (LHW, Abschn.2.4) zum Einsatz [18, 23-25], ande-
rerseits wird das Organosolv-Verfahren (OS, Abschn.2.4)
genutzt [20]. Die aufgeschlossene Biomasse kann anschlie-
flend enzymatisch verzuckert werden und ebenfalls als
Nédhrmedium fiir Fermentationen dienen. Die Aufreinigung
des Produktes (z.B. Lactat) kann aus komplexen Medien,
beispielsweise enzymatischen Hydrolysaten oder auch
supplementiertem Treberpresssaft, mittels praparativer
Chromatographie [26] oder Extraktion [27, 28] erfolgen.
Der in dieser Arbeit vorgestellte Prozess unterscheidet
sich von den herkommlichen Bioraffineriekonzepten fiir
Treber durch den Pressschritt und in der Nutzung der abge-
pressten Komponenten. Die meisten Konzepte verzichten
vor dem hydrothermalen Aufschluss auf die Abtrennung
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Abbildung 1. Vorgeschlagenes Bioraffineriekonzept: Der
feuchte Treber wird abgepresst. Die |8slichen, anhaftenden
Komponenten (Presssaft) konnen nach Zugabe von Supplemen-
ten als Fermentationsmedium genutzt werden. Die im Ruck-
stand enthaltenen strukturellen Kohlenhydrate kénnen durch
hydrothermale und enzymatische Verzuckerung nutzbar ge-
macht und ebenfalls als Fermentationsgrundlage verwendet
werden. Durch die Aufreinigung der Wertstoffe aus der
Fermentationsbrihe kénnen Plattformchemikalien, wie z. B.
Milchsdure, gewonnen werden.

der wasserloslichen, anhaftenden Komponenten des Trebers
[10,16,18]. Einige Konzepte entfernen die anhaftenden
Glucosaccharide durch mehrmaliges Waschen [29, 30] oder
durch Abkochen bei 100 °C im Autoklaven [23,31], da eine
Temperaturerhdhung die Loslichkeit dieser Verbindungen
erhoht. Die angesprochenen Ansitze nutzen diese zucker-
haltige Fraktion jedoch nicht weiter. Das Abpressen hat vier
Vorteile: (i) Da losliche Zucker abgetrennt werden, ist beim
folgenden hydrothermalen Aufschluss eine geringere Pro-
duktion von hydrothermalen Abbauprodukten zu erwarten.
Hydrothermale Abbauprodukte sind u.a. Hydroxymethyl-
furfural (HMF), Furfural, Essigsdure und Ameisensdure, die
vielfach als hemmend fiir das Wachstum von Mikroorganis-
men beschrieben werden [5, 16,20,30]. Changzhi Li et al.
beobachteten bei der HMF-Produktion mittels Mikrowel-
lenaufschluss eine geringere Ausbeute bei der Nutzung von
Cellulose anstelle von Glucose als Substrat, was die Annah-
me bestitigt, dass losliche Zucker leichter zu Inhibitoren
abgebaut werden als strukturell gebundene Cellulose [32].
(ii) Der Treberpresssaft kann in Fermentationen zu Wert-
stoffen umgesetzt werden. Das Pressen stellt einen kosten-
glinstigen und weit verbreiteten Verfahrensschritt zur Kom-
primierung von Biomasse dar [33], der zur Abtrennung von
Kohlenhydraten fiihrt, die bereits ohne hydrothermale oder
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enzymatische Verzuckerung nutzbar sind. (iii) Sofern der
Treberriickstand an Viehmastbetriebe oder an die biobasier-
te, chemische Industrie geliefert werden soll, spart der
Pressschritt Transportkosten. (iv) Bei Lagerung des Trebers
startet nach einigen Stunden eine fermentative Umsetzung
von Zuckern zu Buttersdure durch ubiquitdr vorkommende
Bakterien, wie z. B. Clostridium butyricum. Die entstehende
Buttersdure fithrt dazu, dass der Treber in seiner weiteren
Verwendung stark eingeschrinkt ist. Die Haltbarkeit kann
durch Abpressen deutlich verlangert werden [34].

Die biotechnologische Nutzung von Treberpresssaft wur-
de erstmals 1975 beschrieben. So wurde er zur Produktion
von A. niger-Biomasse [35], zur Herstellung von Single-
Cell-Protein bei gleichzeitiger Reduktion des biochemischen
Sauerstoffbedarfs (BOD) [36,37] und als Antischaum-Zu-
satz in Bioreaktoren [38] verwendet. In den folgenden Jahr-
zehnten wurde die fermentative Herstellung von Zitronen-
sdure und Pullulan aus Treberpresssaft beschrieben [39,40].
Seit 2010 finden sich Anwendungen zur Kultivierung von
Bacillus-Stammen [41] und zur Lipid-, Carotenoid- [42]
sowie Biodieselproduktion [43] in synthetischen, fliissigen
Brauereiabwissern. Die bisherigen Untersuchungen zeigen,
dass es sich bei Treberpresssaft um ein biotechnologisch
sehr interessantes Substrat handelt und die hier vorgestellte
Kombination der biotechnologischen Nutzung von Treber-
presssaft und unldslichem Treberriickstand ein vielverspre-
chendes Konzept fiir eine nachhaltige Bioraffinerie darstellt.
Das Prinzip der Biertreber-Bioraffinerie wird in der vor-
liegenden Arbeit anhand von zwei Beispielen erldutert.
Der Treberpresssaft wird zur Produktion von Milchsédure
mittels Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 20072 genutzt.
Bei Milchsdure handelt es sich um eine wichtige Plattform-
chemikalie, da daraus eine Vielzahl an Precursor-Molekiilen
fir die chemische Industrie und der biodegradierbare
Kunststoff PLA hergestellt werden konnen [44]. Zusitzlich
wird aus dem Treberriickstand mittels hydrothermaler und
enzymatischer Methoden fermentierbarer Zucker gewon-
nen, der als Ausgangstoff fiir Grund- und Feinchemikalien
dienen kann.

2 Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien sind mit Hersteller- und
Reinheitsangaben in Abschn.S4, Supporting Information
angegeben.

2.1 Herstellung von Treberpresssaft und
Treberriickstand

Fiir den Pressschritt wurden 998 g feuchter, selbsthergestell-
ter Treber (Abschn.S1, Supporting Information) mittels
einer Tinkturenpresse (Hochdrucktinkturenpresse HP 2 H,
Fischer Maschinenfabrik GmbH, Neuss, Deutschland) bei
p=200bar abgepresst, so dass 0,49kg (0,5L) Presssaft und

0,48 kg des Presskuchens anfielen. Der Presskuchen wurde
mit 0,5L VE-H,O, d.h. dem abgepressten Volumen, riick-
befeuchtet und erneut abgepresst. Auf diese Weise wurden
vier aufeinanderfolgende Pressginge durchgefiihrt, bis im
Presssaft keine wasserloslichen Saccharide mittels Hoch-
leistungsfliissigchromatographie (HPLC) mehr detektiert
werden konnten (Abschn. S3, Supporting Information). Der
Feuchtegehalt wurde mit einem Feuchtebestimmer
(MLB50-3N, KERN & SOHN GmbH, Balingen, Deutsch-
land) ermittelt. Vor dem Pressen ergab sich ein Wasser-
gehalt von @ =0,68gg'; nach den vier Pressschritten von
w=0,54gg™". Der von wasserloslichen Komponenten be-
freite Presskuchen wurde anschlieflend bei 50 °C getrocknet,
bis der Wassergehalt w < 0,05gg™" betrug. Danach erfolgte
eine Zerkleinerung des Treberriickstandes mit einer Schei-
benmiihle (Fidibus Classik, Komo GmbH & Co. KG, Hopf-
garten, Deutschland).

2.2 Stammhaltung

Der Organismus L. delbrueckii subsp. lactis 20072  wurde
von der Deutschen Stammsammlung fiir Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen. Die Zellen wur-
den in anaerobem MRS-Medium [45] mit der folgenden
Zusammensetzung kultiviert [Angaben in gL™']: Glucose
[20], Casein Pepton [10], Fleischextrakt [10], Hefeextrakt
[5], Tween 80 [1], K,HPO, [2], Na-Acetat [5], (NH,);-Cit-
rat [2], MgSO,-7H,0 [0,2], MnSO,-2H,0 [0,05]. Der
pH-Wert wurde mit 5M NaOH auf 7 eingestellt. Die Inku-
bation erfolgte bei 45°C und 100 rpm im Schiittelinkubator
(Ecotron, Infors AG, Bottmingen, Schweiz). In der expo-
nentiellen Wachstumsphase wurden 0,75 mL Zellsuspension
geerntet und mit 0,75 mL 80 Vol.-% sterilem Glycerin ver-
setzt. Die Cryo-Kulturen wurden mit fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —-80°C bis zur weiteren Verwen-
dung gelagert.

2.3 Fermentation

Es wurde ein Seed-Train bestehend aus zwei Vorkulturen
genutzt. Vorkultur1 wurde in 50 mL anaerobem MRS-
Medium (Abschn.2.2) in einer 100 mL Laborglasflasche
(Pressure Plus, DWK Life Science GmbH, Mainz, Deutsch-
land) durch die Zugabe einer Cryo-Kultur inokuliert. Nach
24 h wurde die Zellsuspension der Vorkultur 1 genutzt, um
Vorkultur2 zu inokulieren. Vorkultur2 wurde in 100 mL
MRS-Medium in einer 250 mL Schottflasche fiir 16 h kulti-
viert. Um die Hauptkulturen vorzubereiten, wurde der
Treberpresssaft in einer Zentrifuge fiir 20 min bei 4200 g
zentrifugiert, um aus dem Brauprozess stammende Fest-
stoffpartikel zu entfernen. Anschlieflend wurde der
Uberstand mit VE-H,O auf eine Zuckerkonzentration
(Summenparameter Glucose, Maltose und Maltotriose)
dquivalent zum MRS-Medium verdiinnt und mit den
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MRS-Komponenten, exklusive Glucose, versetzt. Die Zell-
suspension von Vorkultur 2 wurde zentrifugiert, in Treber-
presssaft resuspendiert und die Hauptkulturen auf eine
Zelldichte von ODggonm=0,5 inokuliert. Wihrend der
Wachstumsphase wurden sttindlich Proben genommen und
die optische Dichte (UV Photospektrometer Lambda Bio+,
Perkin Elmer Corporation, Waltham, Vereinigte Staaten)
sowie der pH-Wert (Microprozessor pH Meter 211, Hanna
Instruments Deutschland GmbH, Vohringen, Deutschland)
bestimmt. Auflerdem wurden zentrifugierte Aliquote bei
-20°C fir die analytischen HPLC-Messungen (Abschn. 3,
Supporting Information) gelagert.

Die Korrelation zwischen optischer Dichte und Biotro-
ckenmasse (BTM) wurde in vier biologischen Replikaten
mit MRS-Medium ermittelt. Dazu wurden 5mL der Bio-
suspension dreimal fiir 20 min bei 4200 g zentrifugiert und
mit VE-H,O gewaschen. Das Zellpellet wurde in ein HPLC-
Vial uiberfithrt und bei 50 °C fir 48 h getrocknet. Die BTM
wurde gravimetrisch mit einer Analysenwaage bestimmt
(LA 214, VWRLLC, Radnor, USA).

In allen Vor- und Hauptkulturen wurden zudem folgende
Schritte durchgefiihrt: Alle Medienkomponenten wurden
fiir 30 min bei 121 °C im Autoklaven (V-150, Systec GmbH,
Linden, Deutschland) sterilisiert; Zucker bzw. Treberpress-
saft und die restlichen MRS-Komponenten wurden getrennt
autoklaviert. Zur Anaerobisierung wurden die Schott-
flaschen mit Septen (Butylstopfen — massiv, Glasgerdtebau
Ochs Laborfachhandel e K., Bovenden, Deutschland) direkt
nach dem Autoklavieren verschlossen und unter Eiskithlung
tiber Kaniilen mit Stickstoff begast. Um die anaeroben
Bedingungen zu verifizieren, wurde der O,-Indikator Resa-
zurin in der Konzentration 1 mgL™" eingesetzt. Sofern kein
Farbumschlag zu sehen war, wurde Cystein-HCI in der
Konzentration 1 gL™" hinzugefiigt, um den restlichen Sauer-
stoff zu reduzieren und den Farbumschlag des Indikators
herbeizufithren.

2.4 Hydrothermale Behandlungen von Treber

Die hydrothermalen Vorbehandlungen wurden in einem
23mL  Aufschlussgefiff (Modell 4749, Parr Instrument
GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) durchgefiihrt.
Um ein Flottenverhéltnis von 1:5 zu erreichen, wurden fiir
die LHW Behandlungen 3g vorbehandelter Treber
(Abschn.2.1), in 15g VE-H,O suspendiert. Die OS-Be-
handlungen erfolgten entsprechend in 15g 50 m% Ethanol
(EtOH). Das Reaktionsgefdfi wurde fiir 90 min in einem
Universalwiarmeschrank (UF110, Memmert GmbH & Co.
KG, Schwabach, Deutschland) bei 25 rpm und 160 °C bzw.
180°C wirmebehandelt. Die, nach dem Aufschluss erhal-
tende, Suspension wurde fiir 5 min bei 4200 g zentrifugiert,
um den flussigen Aufschlussiiberstand vom festen Auf-
schlussriickstand abzutrennen. Der Aufschlussiiberstand
wurde bis zur weiteren Nutzung bei -20°C gelagert. Der
Aufschlussriickstand wurde viermal mit 45mL VE-H,O

gewaschen, bei 50°C getrocknet und die Biomasse-Riick-
gewinnung BMy berechnet (Gl (1)). Bei der, zur Berech-
nung herangezogenen, Masse des Aufschlussriickstandes
mag und der urspriinglich eingesetzten Biomasse gy han-
delte es sich um Trockengewichte.

BMy = AR 100 (1)

mgm

Nach der Analyse der Zusammensetzung des Aufschluss-
riickstandes (Abschn. S2, Supporting Information), wurde
mithilfe von GL. (2) die Solubilisierung von Glucan Gg berech-
net. Hierbei stellt Cyg den Cellulosegehalt im Aufschluss-
riickstand und Ggp; den Glucangehalt in der urspriinglich
eingesetzten Biomasse dar. Die Berechnung der Solubilisie-
rung von Hemicellulose und Lignin erfolgten analog.

C
Gs = 100 — G—ARBMR )

BM

2.5 Enzymatische Verzuckerung
von Aufschlussriickstanden

Die enzymatische Umsetzung des hydrothermal vorbehan-
delten Trebers erfolgte fiir 72 h in 100 mM Na-Acetat Puffer
bei einer Temperatur von 50°C, 25rpm und einem pH-
Wert von 4,8. Der Feststoffgehalt betrug 100gL™" und es
wurden 0,08 gEnZy,nlésunggTreber'l (Ultraflo® Max, Novozymes
A/S, Bagsvaerd, Danemark) eingesetzt. Zusitzlich wurden
0,2 g L™' NaN; zugegeben, um mikrobielle Kontaminationen
zu unterbinden [22]. Wihrend der Verzuckerung wurden
alle 24h Aliquote entnommen. Zum Abstoppen der enzy-
matischen Reaktion wurden die Proben fiir 10min auf
90°C erhitzt. Anschlieffend wurden Feststoffpartikel und
denaturierte Proteine in einer Zentrifuge fiir 2min, bei
16900 g abgetrennt und der Uberstand beziiglich der frei-
gesetzten Glucose mittels HPLC (Abschn.S3, Supporting
Information) analysiert.

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Fermentationen mit Treberpresssaft

In Abb.2 sind Substratverbrauch, Produktbildung,
Zellwachstum und Abfall des pH-Wertes der Fermentation
mit Treberpresssaft gezeigt. Die Korrelation zwischen
optischer ~ Dichte  und  Biotrockenmasse  ergab
0,23+0,02BTM [gL '] ~ 1 [ODeoo nm)-

Mit dieser Korrelation wurden die folgenden kinetischen
sowie in Abb.3 und Abb. 4 visualisierten Prozessparameter
berechnet. Die biomassespezifische Lactatbildungsrate ergab
fiir die Fermentation mit Treberpresssaft: 4,89 gLachTM'lh'l.
Die biomassespezifischen Verbrauchsraten wurden mit
0,66 gTrigBTl\,{lh’1 fiir Maltotriose, 2,90 gl\,lath—n\,{lh’1 fiir
Maltose und 1,69 gGlugBTM’lh’1 fiir Glucose bestimmt. Alle
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Abbildung 2. Fermentation mit supplementiertem Treberpresssaft und dem Organis-
mus L. delbrueckii subsp. lactis bei einer Temperatur von 45 °C und einer Schuttler-
frequenz von 100 rpm. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei unabhangigen
Experimenten. Die Kurven fur Maltotriose, Maltose, Glucose, Lactat, Biotrockenmasse
(BTM) und den pH-Wert wurden durch sigmoidale Fits angenahert; fur die Maltooligo-
mere wurde ein linearer Fit verwendet. A) Maltooligomer- (Quadrate), Maltotriose-
(rechtsgekippte Dreiecke), Maltose- (aufrechte Dreiecke), Glucose- (umgedrehte
Dreiecke) und Lactat-Konzentration (Rauten) im Verlaufe der Fermentation. B) pH-Wert
(Hexaeder) und BTM (Sterne) im Verlauf der Fermentation.

Verglichen mit Literaturwerten konn-
ten fir das MRS-Medium héhere Wachs-
tumsraten [46,47] und ahnliche Prozess-
ausbeuten [46] beobachtet werden. Die
hoheren Wachstumsraten sind vermut-
lich auf die strikt anaeroben Bedingun-
gen zuriickzufithren. Trotz der guten
Ausbeuten und Wachstumsraten gab es
nur geringfiigige Unterschiede zwischen
der Fermentation mit MRS-Medium und
der Treberpresssaft-Fermentation in Be-
zug auf die Lactatbildungsrate, die Sum-
me aller Substratverbrauchsraten und die
maximale Wachstumsrate. Die Prozess-
ausbeute und die maximale Lactatkon-
zentration der Treberpresssaft-Fermenta-
tion waren im Vergleich zum MRS-
Medium um 58 % bzw. 46 % erhoht. Dies
kann mehrere Griinde haben: (i) Der
Treberpresssaft enthilt zahlreiche Ami-
nosiauren und Proteine [35,37]. Viele
Aminosduren sind essentiell fiir den
Stoffwechsel von Lactobacillen [48]. (ii)
Der Treberpresssaft stellt Vitamine wie
z.B. Pantothensiure, Riboflavine und
Pyridoxine zur Verfiigung [49], die fir
das Wachstum von Lactobacillen wichtig

kurzkettigen Zucker des Treberpresssaftes dienten dem 144 21— 0.7 -
Organismus als Substrat, wihrend die langkettigen Malto- a) - b) c)
oligomere nicht nutzbar waren. Die Prozessausbeute wurde - 12 18 7 _ 06+ ﬁ
mit 0,93 gLachucker_l berechnet; die maximale Lactatkon- 2 2 = ﬁ
zentration erreichte 19,05 gLacL‘l. Die maximale Wachs- 63: 18] o _é 15 %0‘5'
tumsrate wurde mit 0,57h™ bestimmt. Die kinetischen & sl % - § g -
Prozessparameter fiir die Referenzfermentation mit MRS- 2 8 @
Medium sind ebenfalls in Abb. 3 und Abb. 4 gezeigt. § 064 % 9 g 03
7 8 041 o 1 £ 024
8 - &
6 a o2 ‘2 3 =01
5 § 00 0 0.0
[77] Treberpressaft [0 MRS-Medium

IS
|

w
fi

Bildungs- bzw. Verbrauchsrate /
1t
GLac bzw. Zucker IBTM
N

Lactat Maltotriose Maltose Glucose
U7 7] Treberpresssaft 500 MRS-Medium sein.

Abbildung 3. Lactatbildungsrate sowie Verbrauchsraten fur
Maltotriose, Maltose und Glucose der Fermentation mit Treber-
presssaft im Vergleich zu einer Referenzfermentation mit MRS-
Medium. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei unabhan-
gigen Experimenten.

www.cit-journal.com

Abbildung 4. a) Prozessausbeute, b) Maximale Lactatkonzen-
tration und ¢) Maximale Wachstumsrate der Fermentation mit
Treberpresssaft im Vergleich zu einer Referenzfermentation mit
MRS-Medium. Die Daten zeigen die Mittelwerte aus zwei unab-
héngigen Experimenten.

sind [50]. Der Treberpresssaft kann daher eine gute Alter-
native zu klassischen Medien fiir die Produktion von Lactat

© 2019 The Authors. Published by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim  Chem. Ing. Tech. 2019, 91, No. 11, 1606-1614
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3.2 Hydrothermale und
enzymatische Behand-
lung von Treber

Tabelle 1. Effektivitdt von Organosolv(OS)- und Liquid-Hot-Water(LHW)-Aufschltssen. Die
geringste Glucansolubilisierung, sowie die héchste Hemicellulose- und Ligninsolubilisierung sind
kursiv hervorgehoben. Alle Behandlungen wurden mit einem Flottenverhéltnis von 1:5
(Biomasse:Lésungsmittel) bei 25 rpm fur 90 min durchgefihrt.

In Abb. 5 sind die Zusammenset-

zungen des eingesetzten Trebers
und der Aufschlussriickstinde
dargestellt. Auflerdem wird die,
durch den Aufschluss erzielte,
Solubilisierung von Glucan, He-
micellulose und Lignin in Tab.1

0S 160 °C 0S 180 °C LHW 160 °C LHW 180 °C
Biomasse-Riickgewinnung [%] 85,31 79,23 81,68 72,32
Glucansolubilisierung [%] 17,51 19,60 44,44 41,33
Hemicellulosesolubilisierung [%] 0,44 8,69 12,81 24,75
Ligninsolubilisierung [%] 20,03 15,60 8,89 1,32

gezeigt.
Die Aufschlussriickstinde der OS-Behandlungen zeigten
hohere Cellulosegehalte als die der LHW-Behandlungen.

Mit 25,48 m% wurde bei der Behandlung OS180°C der
hochste Cellulosegehalt im Aufschlussriickstand in dieser

Versuchsreihe erzielt (Abb. 5b). Die berechnete Glucansolu-
bilisierung, die hauptsichlich aus der Entfernung des Stdr-
keanteils resultiert, war bei den OS-Behandlungen mit
17,51 % bei 160 °C und 19,60 % bei 180 °C geringer als bei
den entsprechenden LHW Behandlungen (Tab. 1).
Auflerdem  fithrten die LHW-Behandlungen mit
27,36 m% bei 160 °C und 26,67 m% bei 180°C zu niedri-
geren Hemicellulosegehalten als die jeweiligen OS-Behand-

lungen (Abb. 5¢). Die Hemicellulosesolubilisierung war bei
180 °C mit 24,75m% und bei 160 °C mit 12,81 m% hoher
als bei den entsprechenden OS-Behandlungen (Tab. 1).

Demgegentiiber wiesen die OS-Behandlungen bei 160°C
mit 23,18 m% und bei 180 °C mit 26,34 m% geringere Lig-
ningehalte als die entsprechenden LHW-Behandlungen auf
(Abb.5d). Zusitzlich war die Ligninsolubilisierung bei den
OS-Behandlungen mit 20,03 % bei 160 °C und mit 15,60 %
bei 180°C hoher als bei den OS-Behandlungen (Tab.1).
Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen aus
hydrothermalen Behandlungen von anderen Biomassearten
[18,20,51].

R Hemicellulose 21:12% - _7
XX Lignin l

Asche o
| [ [ Sonstiges
3,41%

_
o
1

N
o
1

% N
Cellulosegehalt / m%
=
1

a) b)
30+
"/ Cellulose
Starke 17.159
e ,15% 25 ]

0S160°C OS180°C LHW 160°C LHW 180 °C

24,73% 5 25,63% 5.

0 . , ‘ .
¢) d) OS160°C  OS180°C LHW 160°C LHW 180°C
30- 35

z 301
= 2
® [
= -
& 5
g 577
=} £
E = 20—
2 5] 5]
0

0S160°C  OS 180 °C

LHW 160 °C LHW 180 °C

Abbildung 5. Zusammensetzung von unbehandeltem bzw. hydrothermal aufgeschlossenem Biertreber. a) Zusammen-
setzung des unbehandelten Biertrebers. Zusammensetzung der Aufschlussrtickstande bezlglich b) Cellulose, ¢) Hemicel-
lulose, d) Lignin. Zum Vergleich ist jeweils der Anteil im unbehandelten Treber als Horizontale gegeben. Alle Behand-
lungen wurden mit einem Flottenverhaltnis von 1:5 (Biomasse:L6ésungsmittel) bei 25 rpm ftir 90 min durchgefihrt.
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Zusitzlich zu den Vorbehandlungen mit abgepresstem
Treber wurden OS- und LHW-Vorbehandlungen bei 180 °C
mit nicht abgepresstem Treber durchgefiihrt. Dabei wurden
dhnliche Riickstandszusammensetzungen erzielt, wie bei
den entsprechenden Vorbehandlungen mit abgepresstem
Treber (Daten nicht gezeigt). Die Biomasse-Riickgewinnung
bei den Behandlungen mit nicht abgepresstem Treber von
52,91 % (LHW) respektive 58,16 % (OS) fiel jedoch deutlich
geringer aus als bei den Vorbehandlungen mit abgepresstem
Treber (Tab.1) und ist auf die Entfernung der wasserlos-
lichen Bestandteile zurtickzufiihren.

In Tab. 2 sind die hydrothermalen Abbauprodukte Amei-
sensdure, Essigsdure, Furfural und HMF in den Aufschluss-
tiberstinden von abgepresstem bzw. nicht abgepresstem
Treber dargestellt.

Grundsitzlich zeigte sich, dass die Vorbehandlungen, wel-
che mit abgepresstem Treber durchgefithrt wurden eine
geringe Menge an hydrothermalen Abbauprodukten frei-
setzten. Bei den Behandlungen von nicht abgepresstem
Treber zeigte sich mit 0,47 gL’1 (OS) und 1,27gL’1 (LHW)
eine hohere Bildung von organischen Sduren (Summen-
parameter: Ameisen- und Essigsdure) im Vergleich zu den
Behandlungen mit abgepresstem Treber.

Zusdtzlich konnte HMF in den Konzentrationen
0,44gL'1 (OS) und 0,05 gL_1 (LHW) als hydrothermales
Degradationsprodukt von Glucose [52] ausschliefllich in
den Aufschlussiiberstinden der Behandlungen mit nicht
abgepresstem Treber detektiert werden. Dies bestitigte die
anfangs postulierte Erwartung, dass kurzkettige Saccharide
leichter zu hydrothermalen Abbauprodukten degradiert
werden als langkettige Saccharide. Somit konnten die Vor-
teile des hier gewdhlten Prozessschemas mit einem vorge-
lagerten Pressschritt bestatigt werden.

Zur Uberpriifung der Effektivitit der hydrothermalen
Behandlungen, wurde eine enzymatische Hydrolyse mit den
Aufschlussriickstinden des abgepressten Trebers durch-
gefiihrt. Die resultierenden Konzentrationsverliufe von
Glucose sind in Abb. 6 dargestellt.

Die enzymatischen Hydrolysen der OS-Vorbehandlungen
lieferten nach 72h mit 10,7 gL ™" und 11,9 gL™" hohere Glu-

Tabelle 2. Konzentrationen an organischen Sduren und hydrothermalen Abbaupro-
dukten sowie pH-Wert im Aufschlusstiberstand von Organosolv(OS)- und Liquid-Hot-
Water(LHW)-Behandlungen von Treber. Alle Behandlungen wurden mit einem Flotten-
verhéltnis von 1:5 (Biomasse:Losungsmittel) bei 25 rpm fir 90 min durchgefihrt;

Hydroxymethylfurfural (HMF), nicht detektiert (n.d.).

Glucose / g-L™

——0S 160 °C
—~—0S 180 °C
—w— LHW 160 °C
—o—LHW 180 °C
—<4— unbehandelt

T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Zeit/h

Abbildung 6. Konzentrationsverlauf von enzymatischen Hydro-
lysen mit unbehandeltem und hydrothermal vorbehandeltem
Treber als Substrat. Die Hydrolysen wurden fur 72 h bei 50 °C,

25 rpm und einem pH-Wert von 4,8 (100 mM Natriumacetat-
puffer) in Duplikaten durchgefiihrt. Der Feststoffgehalt betrug
100gL™" und die Enzymlésung Ultraflo® Max wurde mit

0,08 GenzymissungDTreber | €ingesetzt. Zusatzlich wurden 0,2gL™
NaNj3 zugegeben; Liquid-Hot-Water (LHW), Organosolv (OS).

cosetiter als die entsprechenden Hydrolysen der LHW-be-
handelten Aufschlussriickstinde mit 7,4gL™" und 9,7gL™".
Auflerdem zeigte sich, dass hohere Temperaturen bei der
hydrothermalen Behandlung zu héheren Glucosekon-
zentrationen im enzymatischen Schritt fihrten. Dies kann
einerseits auf die leicht hoheren Cellulosegehalte in den
Aufschlussriickstainden OS 180 °C und LHW 180 °C im Ver-
gleich mit den Aufschlussriickstinden OS160°C und
LHW 160°C zuriickgefithrt werden. Andererseits wird
durch Entfernen von Lignin im Falle der OS-Behandlungen
und Hemicellulose im Falle der LHW-Behandlungen die
Struktur der Lignocellulose aufgebrochen, was eine enzyma-
tische Umsetzung sterisch vereinfacht. Die enzymatischen
Umsetzungen der Aufschlussriickstinde zeigten mit Aus-
beuten zwischen 0,34 und 0,37 gGlumsegGlucan_l nur geringe
Unterschiede. Jedoch war im Vergleich zur enzymatischen
Hydrolyse von unbehandeltem Treber, der eine Ausbeute
von 0,27 gGlucosegGlucan’l erzielte, eine
Ausbeutesteigerung um ca. 25 % feststell-
bar. Bei den Ergebnissen der enzymati-
schen Hydrolyse muss jedoch beachtet
werden, dass lediglich die Effektivitdt der
hydrothermalen Behandlungen tber-

08180°CY  0S180°C”  LHW 180°C” LHW 180°C”  priift werden sollte und eine Optimie-

. o rung der Hydrolysebedingungen nicht
Ameisensure [g1.7] 010 0.00 12 0.80 durchgefiithrt wurde. Aus diesem Grund
Essigsiure [gL™'] n.d. 041 nd. 0,47 ist ein Vergleich mit bereits durchgefiihr-
Furfural [gL"']' nd. nd nd. nd ten Untersuchungen nicht aussagekrif-
tig, da durch eine enzymatische Hydroly-

HMEF [gL7] n.d. 0,44 n.d. 0,05 se mit optimierten Bedingungen weitaus
pH Wert 5,58 5,30 542 5,14 hohere Ausbeuten erwartet werden

[18,22].

a) Durchfuhrung mit abgepresstem Treber; b) Durchfiihrung mit nicht abgepresstem

Treber.
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4 Fazit MM [g] Masse an eingewogener Biomasse
(Treber)
Am Beispiel der fermentativen Herstellung von Lactat p [bar] Druck
konnte gezeigt werden, dass die l6slichen Komponenten des ] lgg'] gravimetrisch bestimmter
Trebers (Treberpresssaft) mikrobiell umgesetzt werden Wassergehalt
konnen. Die Prozessausbeute und die maximal erzielbare
Lactatkonzentration konnten bei gleichbleibender Zucker- .
konzentration, im Vergleich zu einem Standardmedium, um I Abkiirzungen
58 % bzw. 46 % erhoht werden, da der Treberpresssaft zu-
sitzliche Néhrstoffe, wie z. B. Aminosduren und Vitamine EtOH Ethanol
bereitstellt. Bei Treberpresssaft handelt es sich somit um ein HMF Hydr oxlymethylfur.fural
vielversprechendes Substrat fiir die Biotechnologie. Beziig- HPLC Hochl‘e1stungsﬂuss1gchromato—
lich der hydrothermalen Vorbehandlungen kann festgehal- gfap}.ue
ten werden, dass OS-Behandlungen von Treber einerseits LHW Liquid-Hot-Water
héhere Cellulosegehalte im Aufschlussriickstand und ande- 0s Organosolv
rerseits hohere Biomasse-Riickgewinnungsraten, als LHW- PLA Polylactic acid
VE-H,O vollentsalztes Wasser

Behandlungen lieferten. Zusdtzlich wurden mit OS-vorbe-
handeltem Treber, durch enzymatische Hydrolyse hohere
Glucosekonzentrationen erreicht, als bei LHW-vorbehan-
deltem Treber. Auflerdem wurde gezeigt, dass eine hydro-
thermale Vorbehandlung von abgepresstem Treber in einer
geringeren Bildung von inhibitorischen Komponenten
resultierte, als von nicht abgepresstem Treber. Daher ist das
vorgestellte Bioraffineriekonzept mit vorgelagertem Press-
schritt vorteilhaft gegentiber herkémmlichen Konzepten.
Zum technischen Einsatz miissen die hydrothermalen
Vorbehandlungen jedoch in grofleren Aufschlussgefifien
und die Fermentationen in Bioreaktoren mit groflerem
Arbeitsvolumen und héheren Substrattitern durchgefiihrt
werden.

Diese Forschung wurde durch den Européischen Fonds
fir regionale Entwicklung EFRE-Interreg (018-4-09-021)
finanziert.

I Formelzeichen

BMy [%] Biomasse-Riickgewinnung
BOD [%] Biochemical oxygen demand
BTM (g L] Biotrockenmasse

Car [Gew.-%] Cellulosegehalt des
Aufschlussriickstandes

g [ms™] Erdbeschleunigung

GeMm [Gew.-%] Glucangehalt der Biomasse (Treber)
gBT™ [g] Masse an Zellen

gGlu [g] Masse an Glucose

Glac [g] Masse an Produkt

IMal [g] Masse an Maltose

Gg [%] Glucansolubilisierung

i [g] Masse an Maltotriose

MAR [g] Masse des Aufschlussriickstandes
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