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Kurzfassung

Kurzfassung

Die Verwendung bisher stofflich nicht genutzter Neben- und Reststoffe der
Agrarwirtschaft ist ein wichtiger Baustein fiir den Wandel zu biodkonomischen
Losungen. Ziel ist die Transformation von erddl- zu biobasierten Rohstoffen. Ein
moglicher Rohstoff ist Maisstroh, das bei dem Dreschen der Maispflanze anfdllt und
insbesondere im nordamerikanischen und asiatischen Raum signifikante Mengen
erreicht. Gingige, bisherige Verwendungen fiir das anfallende Stroh sind zum einen der
Verbleib auf dem Feld mit anschlieBendem Wenden der Ackerkrume oder die
Verbrennung der Biomasse auf dem Feld. Zur Untersuchung der stofflichen Nutzung von
Maisstroh wurden in dieser Arbeit verschiedene Maisstroh-Varianten in einem
Dampfdruck-Refiner-Prozess untersucht. Diese unterschieden sich in Hinblick auf
Erntejahr und den geographischen Ursprung, was Aussagen zur Varianz eines unter
verschiedenen Umweltbedingungen wachsenden Rohstoffes zuldsst. Weiterhin wurde
eine Maissilage verwendet, um den Einfluss einer Silierung auf den Prozess erproben zu
konnen.  AbschlieBend wurden die gesammelten Erkenntnisse auf die

Dampfdruckbehandlung einer Maisstrohsilage angewandt.

Die verwendeten Rohstoffe wurden einem Dampfdruck-Refiner-Prozess unterworfen,
wobei der Rohstoff erst mit Dampf beaufschlagt und anschlieBend nach einer definierten
Zeit mechanisch zerfasert wird. In dieser Arbeit wurden Schérfegrade in einem Bereich
von log Ro = 2,77 bis 3,94 bearbeitet. Durch die quantitative Bestimmung der festen
Faserfraktion und der fliissigen Extraktfraktion konnten Aussagen zu Unterschieden
zwischen den Maisstroh-Varianten erlangt werden. Weiterhin konnte auch das
grundlegende Verhalten der Maissilage und Verdnderungen des Fraktionierverhaltens
durch eine Silierung in Bezug auf die verwendete Maisstrohsilage untersucht werden.
Maisstroh und Maissilage zeigt im Prozess grundlegend sinkende Faserstoff- und
steigende Extraktausbeuten mit zunehmenden Prozessbedingungen. Die Maisstrohsilage
zeigte einen dhnlichen Verlauf, wenn auch mit einer weniger deutlichen Mengendifferenz

zwischen Faserstoff und Extrakt.

Zur Erzeugung monomerer Kohlenhydrate als Ausgangsprodukt fiir eine Fermentation
wurden die dampfdruckbehandelten Faserstoffe enzymatisch hydrolysiert und die
Ausbeuten der Glucose und Xylose bestimmt. Vorab wurden fiir alle erzeugten
Faserstoffe und Extrakte die Kohlenhydratbilanzen bestimmt, um anschlieBend Aussagen
zur enzymatischen Umsetzung treffen zu kdnnen. Alle Rohstoffe zeigten eine signifikante
Erhohung der KH-Ausbeuten nach dem Dampfdruck-Refineraufschluss. Mit schirferen
Prozessbedingungen stieg die enzymatische Zuginglichkeit der hydrolysierten
Faserstoffe. Zur weiteren Optimierung der enzymatischen Hydrolyseeigenschaften wurde
an den Faserstoffen einer Maisstroh-Variante exemplarisch eine alkalische

Ligninextraktion durchgefiihrt. Die Ligninentfernung erleichterte die enzymatische
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Zuginglichkeit und verbesserte die Ausbeuten. Weiterhin konnte durch die alkalische
Extraktion eine Ligninfraktion erzeugt werden, die fiir weitere stoffliche Verwendungen

geeignet und damit im Rahmen der Biookonomie vorteilhaft sein kann.

SchlieBlich wurden neben den Faserstoffen auch die Extrakte eingehend charakterisiert.
Dies geschah insbesondere vor dem Hintergrund wasserldslicher Inhibitoren, die sich
negativ auf enzymatische und/oder fermentative Prozessschritte auswirken. Furane und
organische Sduren wurden neben anderen Abbauprodukten von Kohlenhydraten und
Lignin als Hauptinhibitoren identifiziert. Thr Vorkommen wurde in der fliissigen
Extraktfraktion dokumentiert und hinsichtlich ihrer Menge und ihres Einflusses bewertet.

Die Eignung des Dampfdruckaufschlusses unter Verwendung von Maisstroh, Maissilage
und Maisstrohsilage zur Herstellung von monomeren Fermentationskohlenhydraten
konnte erfolgreich gezeigt werden. Unabhédngig von der generellen Eignung dieser
Rohstoffe konnte mit der Silierung eine Methode in Betracht gezogen werden, die eine
ganzjdhrige Biomasseversorgung mit nur einem Rohstofferntetermin ermdoglicht.
Dariiber hinaus wurden natiirliche Schwankungen im Rohstoff festgestellt, die auf
biotische und abiotische Einflussfaktoren zuriickzufiihren sind. Diese Unterschiede sind

bei weiteren Verwendungen und Betrachtungen zu beriicksichtigen.
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Abstract

Abstract

The use of previously unused agricultural by-products and residues is an essential
building block in the transition to a bioeconomy. The goal is the transformation from
petroleum-based to bio-based raw materials. One possible raw material is corn stover,
produced after threshing the corn plant and reaches significant quantities, particularly in
North America and Asia. Common, previous uses for the resulting straw are on the one
hand remaining on the field with the subsequent turning of the topsoil or burning the
biomass on the field. Different corn stover variants were examined in a steam refining
process in this work to investigate the material use of corn stover. These differ in harvest
year and geographic origin, allowing statements to be made about the variance of a raw
material growing under different environmental conditions. Furthermore, maize silage
was used to test the influence of ensiling on the process. Finally, the collected knowledge

was applied to the steam refining treatment of a corn stover silage.

The used raw materials were subjected to a steam refining process, in which the raw
material was first treated with steam and then mechanically defibrated within a defined
period of time. In this work, different severities were processed in a range from log Ro =
2.77 to 3.94. Statements on the differences between the corn stover variants were obtained
through the quantitative determination of the solid fiber and the liquid extract fraction.
Also, the fundamental behavior of the maize silage and changes in the fractionation
behavior due to ensiling in relation to the used corn stover were examined. In the process,
corn stover and maize silage show fundamentally decreasing fiber yields and increasing
extract yields with increasing severity. The corn stover silage showed a similar

progression, albeit with a less clear difference in quantity between fiber and extract.

In order to produce monomeric carbohydrates as the preliminary product for
fermentation, the fiber fraction was enzymatically hydrolysed and the yields of glucose
and xylose were determined. The carbohydrate balances for all the fibers and extracts
produced were determined to be able to make statements about enzymatic conversion. All
raw materials showed significantly increasing carbohydrate yields after steam refining.
The enzymatic accessibility of the hydrolyzed fibers increased with more severe process
conditions. For further optimizing the enzymatic hydrolysis properties, an alkaline lignin

extraction was carried out on the fibers of a corn stover variant, for example.

Lignin removal facilitated enzymatic accessibility and improved carbohydrate yields.
Furthermore, the alkaline extraction produced a lignin fraction suitable for further
material uses and can therefore be advantageous in the context of further bioeconomy

solutions.

Finally, the extracts were also characterized in detail. This happened in particular because

of known water-soluble inhibitors, which have a negative effect on enzymatic or
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fermentative process steps. Furans and organic acids were detected as the main inhibitors,
along with other degradation products of the carbohydrates and the lignin after steam
refining. Their occurrence was documented in the liquid extract fraction and assessed

regarding amount and influence.

The suitability of the steam pressure refiner digestion using corn stover, maize silage and,
corn stover silage for the production of monomeric fermentation carbohydrates could be
successfully demonstrated. Independent of the general suitability of these raw materials,
ensiling could be considered as a method that allows year-round biomass supply with
only one harvesting time. Furthermore, there are natural variances in the raw material,
which can be attributed to biotic and abiotic influencing factors. These differences must

be taken into account for further uses and considerations.
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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Mit dem Einsetzen der industriellen Revolution vor rund 150 Jahren, beginnend mit der
Nutzung von Kohle und der neu entwickelten Dampfmaschine, dnderte sich das bis dahin
etablierte Wirtschaften: Weg von einer biomassebasierten, zirkularen und nachhaltigen
Wirtschaftsgrundlage hin zu einer auf fossilen Energietrigern basierenden Wirtschaft
(RIPA et al.,, 2021). Heutige Herausforderungen, wie die zunehmende globale
Erwiarmung, sowie begrenzte Ressourcen und Nahrungsmittel bei einer gleichzeitig
ansteigenden Weltbevolkerung, zeigen eine notwendige Transformation an, um
nachhaltig Wohlstand und Lebensqualitit sicherstellen zu konnen. Neben vielen
Teildefinitionen umfasst die Biodkonomie konkretisiert ,,die Erzeugung, ErschlieBung
und Nutzung biologischer Ressourcen, Prozesse und Systeme, um Produkte, Verfahren
und Dienstleistungen in allen wirtschaftlichen Sektoren im Rahmen eines
zukunftsfihigen Wirtschaftssystems bereitzustellen® (BIOOKONOMIERAT, 2022).
WYDRA und HUSING (2018) unterstreichen, dass diese Transformation einen groBen
positiven gesellschaftlichen Einfluss habe und intensiv an ihr gearbeitet werden muss.
Aktuell Entwicklungen seien dabei gerade in der Forschungs- und Entwicklungsarbeit
und der Kommerzialisierungsgrad bisher noch gering (AICHINGER et al., 2016). Aus
diesen Griinden unterstiitzt die Bundesregierung diesen Transformationsprozess durch
die ,Nationale Biodkonomiestrategie® (BMBF und BMEL, 2020), aktuelle
Fachhandreichungen (BMBF und BMEL, 2022), aber auch, bspw. durch das
Kreislaufwirtschaftsgesetz (KrWQG), in Hinblick auf Recycling und Wiederverwendung
im Abfallrecht.

Vor diesem Hintergrund ist die Nutzung von Lignocellulose ein wichtiges Arbeitsfeld,
um das Spektrum an zur Verfiigung stehenden Rohstoffen ausbauen zu konnen. Aktuelle
kommerzielle Projekte nutzen insbesondere leicht zugingliche Mono-, Di-, und
Polymere, wie Glucose, Saccharose oder Stirke auf agrarischer Basis. Der Nutzung von
schwerer zuginglichen Polymeren der Lignocellulosen wird daher eine gro3e Wichtigkeit

zugeschrieben, um die Biodkonomie realisieren zu kénnen (AICHINGER et al., 2016).

Die Nutzung agrarischer Rest- und Nebenprodukten wird als umweltfreundliche
Moglichkeit beschrieben, Biokraftstoffe und Chemikalien mit hoher Wertschopfung
herzustellen, sowie die Energiesicherheit zu verbessern (KUMAR SARANGI et al.,
2023). Neben anderen Rohstoffen mit, unter heutigen Gesichtspunkten, als gering zu
bewertender stofflicher Wertschopfung zeigt Maisstroh gute Voraussetzungen fiir die
Nutzung in einer Bioraffinerie (FLESCHHUT und EDER, 2016). AICHINGER et al.
(2016) beschreiben fiir die Nutzung von Maisstroh in einer Lignocellulose-Bioraffinerie
Vor- und Nachteile aus explizit europdischer Sicht. Demnach seien signifikante Mengen

in Deutschland und Europa verfligbar. Des Weiteren sei keine Konkurrenz zu weiteren
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Produktionsarten, wie Nahrungs- und Futtermitteln zu erwarten. Die Zellstoffindustrie sei
gut ausgebaut und die Nutzung von Lignocellulose wiirde bestehende Standorte in
Aspekten der Wettbewerbsfahig aufwerten. Abschlieend sei eine gute Forschungs- und
Entwicklungstatigkeit am Standort Deutschland vorhanden. Nachteilig sei die bisher noch
unterentwickelte Lignin-, Pentosen-, und Hemicellulosenverwertung. Weiterhin wiirden
bisher industrielle Erprobungen fehlen und die Anbindung an die chemische Industrie sei
wenig ausgepragt. Nachteilig seien ebenso konkurrierende Verwertungswege fiir
lignocellulose Biomasse, sowie Forschungs- und Entwicklungskonkurrenz in
Skandinavien und den USA (AICHINGER et al., 2016).

Bioraffinerien werden auch als die ,,groBen industriellen Fabriken der Biodkonomie*
bezeichnet (BMBF und BMEL, 2022). In ihnen wird, vergleichbar mit einer
herkdmmlichen Erddlraffinerie, Biomasse fragmentiert. Dies ermdglicht nicht nur die
Nutzung der Biomasse als Energietrager, sondern auch die Erzeugung hochwertiger
Chemikalien. Die Kaskadennutzung in einer Bioraffinerie sei besonders ausgepragt, was
zu einer Bereitstellung verschiedener, stofflich verwertbarer Zwischen- und Endprodukte
fiihre (BMBF und BMEL, 2022). Zur Verwendung von Lignocellulose in Bioraffinerien
ist eine Vorbehandlung Voraussetzung, um beispielsweise die Ausbeuten an
Kohlenhydraten zu erhhen (YANG und WYMAN, 2008; KUMAR et al., 2020). Eine
Vorbehandlung ist weiterhin notwendig, da lignocellulose Biomasse aufgrund ihrer
vernetzten Struktur aus Cellulose, Hemicellulose und Lignin eine natiirliche
Widerstandsfahigkeit gegen natiirlichen Abbau aufweist (HIMMEL et al., 2007).

Verschiedene Vorbehandlungsmethoden sind dabei iiber die letzten Jahre beschrieben,
klassifiziert und erprobt worden. Eine als effektiv, kostengiinstig und umweltvertraglich
beschriebe Methode sieht dabei die Nutzung von Dampf vor (GARROTE et al., 1999).
Etablierte Verfahren sind hierbei Steam Explosion (SE) und Steam refining (SR). Beide
Verfahren wurden in Hinblick auf ihre Eignung zur Herstellung von
Fermentationszuckern aus Lignocellulose und der Eignung im Bioraffineriekontext
untersucht (SCHUTT, 2012; YU et al., 2022).

Die dieser Arbeit zugrundliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen des PANDA -
Projektes durchgefiihrt. Ziel war die Erprobung des Dampfdruck-Refiner-Prozesses auf
Maisstroh als Vertreter eines agrarischen Reststoffes ohne bisherige stoffliche
Wertschopfung. In der vorliegenden Arbeit werden die Dampfdruck-Experimente und die
daraus resultierenden Produkte und Daten unter Verwendung von kommerziellen

Referenzenzymen untersucht und beschrieben.

Die Bedingungen des Dampfdruckprozesses und eine mogliche Aufarbeitung der
Faserstoffe wurden im Projektkontext weitergehend fiir die Nutzung neuartiger
Autodisplay-Enzymsysteme optimiert und angepasst, indem durch die Projektpartner
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Optima der Hydrolyserate gesucht wurden. Mittels Autodisplay sind die Enzyme auf
einer Bakterienbasis fixiert, um die Enzym-Riickgewinnung und Wiederverwendung im
Prozess zu erleichtern. Dies ist insbesondere von hoher Relevanz, da die Kosten der
eingesetzten Enzyme einen erheblichen Einfluss auf die Rentabilitét einer Bioraffinerie
haben. Die Untersuchungen der Projektpartner sind allerdings nicht Bestandteil der

vorliegenden Arbeit.

Zur Einschitzung der natiirlichen Unterschiede von Erntejahr und Ort wurden in dieser
Arbeit drei verschiedene Maisstroh-Varianten untersucht. Der in dieser Arbeit
dargestellte Schirfegradbereich erstreckte sich dabei von log Ro = 2,77 bis 3,94. Zur
Optimierung der Prozessbedingungen wurden die Ausbeuten an Faserstoff und Extrakt
bestimmt, sowie die einzelnen Fraktionen charakterisiert. Zur weiteren Optimierung auf
das Autodisplay-Enzymsystem wurde weiterhin eine alkalische Ligninextraktion
durchgefiihrt. Als Vergleichsmessungen wurde ein konventionelles Enzymsystem
verwendet. Die extrahierten Faserstoffe und das erzeugte Lignin wurden wiederum in

Bezug auf Kohlenhydrate und die Lignin-Molmassen charakterisiert.

Neben den Charakterisierungen der Rohstoffe und erzeugten Fraktionen wurde ebenso
der Aspekt der Inhibitoren betrachtet. Verschiedene aus der Literatur ersichtliche und fiir
die enzymatische Hydrolyse (EH) und Fermentation relevante, inhibierende
Verbindungen wie Furane, organische Sduren und Degradationsprodukte des Lignins,

wurden in der Extraktfraktion bestimmt und ihre Menge und Vorkommen beurteilt.

Weitere Aufschliisse wurden mit Maissilage und Maisstrohsilage durchgefiihrt. Diese
Versuche dienten der Abschétzung zur Eignung des Dampfdruck-Refiner-Prozesses unter
Verwendung silierter Biomasse. Maissilage, als gut verfligbarer und in der
Landwirtschaft etablierter Rohstoff, diente gedanklich wie experimentell zur Uberleitung
der Versuche mit siliertem Maisstroh. Maisstrohsilage bietet dabei den Vorteil einer
milchsdurebedingten, erhdhten Lagerstabilitit und damit einer moglichen ganzjdhrigen

Biomasseversorgung einer auf nur einen Rohstoff ausgelegten Bioraffinerie.
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2 Allgemeiner Teil

Im Folgenden werden theoretische Grundlagen aufgefiihrt, die die Ergebnisdarstellungen
im speziellen Teil dieser Arbeit inhaltlich vorbereiten. Neben einer kurzen Einflihrung zu
Bioraffinerickonzepten werden insbesondere die Charakteristika der verwendeten
Substrate vorab besprochen. Dies betrifft neben grundlegenden Daten zu Nutzung und
Verwendung vor allem die chemische Komposition der Rohstoffe in Bezug auf die
Gehalte und Verhiltnisse an Kohlenhydraten und Lignin. Weiterhin werden Griinde und
Konzepte der Vorbehandlung dargestellt, wobei der deutliche Schwerpunkt auf den in
dieser Arbeit verwendeten Dampfdruck-Refiner-Aufschluss liegt. AbschlieBend werden
Grundlagen zur Weiterverarbeitung der erzeugten Faser- und Fliissigfraktion
beschrieben, indem die EH der Faserstoffe und Neben- bzw. Degradationsprodukte im

Extrakt erlautert werden.

2.1 Bioraffineriekonzepte

2.1.1 Definition und Hintergrund

Die Bioraffinerie ist ,,[...] ein integratives Gesamtkonzept fiir die Konversion von
nachwachsenden Rohstoffen zu Chemikalien, Werkstoffen, Brenn- und Kraftstoffen
sowie ggf. zur Erzeugung von Energie (zur Eigennutzung und/oder Auskopplung) als
Beitrag zum Nachhaltigen (sic!) Wirtschaften unter moglichst vollstindiger Ausnutzung
der Biomasse (BM)*“ dar (VEREIN DEUTSCHER INGENIEURE E.V., 2016). BEHR
und SEIDENSTICKER (2018) beschreiben die Bioraffinerie als ,,Gesamtkonzept einer
Verarbeitungsanlage®, in der ,,Biomasse-Rohstoffe in ein Spektrum an Wertprodukten
umgewandelt und extrahiert werden. Eine weitere Definition, die in der ,,Roadmap
Bioraffinieren* der Bundesregierung aufgefithrt wird, inkludiert den Begriff der
Nachhaltigkeit sowie die ,,vollstindige Verwertung aller Rohstoffkomponenten* und die
»Integration unterschiedlicher Verfahren und Technologien (WAGEMANN et al.,
2014).

Als Hauptbeweggriinde fiir Bioraffinieren werden die Energiesicherheit, die
Unterstiitzung der Landwirtschaft, die Reduktion von Treibhausgasen und die Nutzung
von Biomasse, die nicht der Nahrungsmittelproduktion (die sog. ,,Teller-Tank-
Diskussion®) dienen, angefiihrt (KHATUN et al., 2019). Fiir die Nutzung von
Bioraffinieren wird als Begriindung die notwendige Reduktion der Treibhausgase und die
Energiesicherheit, aber auch die Reduktion des Handelsdefizites und eine Erh6hung der
Preisstabilitit angefiihrt (WYMAN, 1999). BOURGUIGNON (2015) geben weiterhin an,
dass ein Treiber fiir die Entwicklung von biobasierten Kraftstoffen eine gewiinschte oder
notwendige Reduktion der Schwankungen des Olpreises sei. Weitere Ziele seien die
nachhaltige Entwicklung der Landwirtschaft und die Dekarbonisierung des

Transportsektors, ohne signifikante Anderungen der Mobilitit und Infrastruktur
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(BOURGUIGNON, 2015). ROSENAU (2018) beschreibt als Hauptgrund fiir die
Einfiihrung und Weiterentwicklung der Bioraffinerien den Wandel von fossilen
Rohstoffen hin zu erneuerbaren Ressourcen. Dies betrife nicht nur Energie und
Kraftstoffe, sondern ebenso Basis- und Feinchemikalien, Kunststoffe, Farben oder
Arzneimitteln. Kritische Betrachtungen zu Kraftstoffen auf Cellulose-Basis, z.B. in
Bezug auf die Wirtschaftlichkeit oder die Verwendung und Ziichtung von gentechnisch
manipulierten Organismen oder Pflanzen, wurden unter anderem durch in diesem Bereich
aktive, nicht staatliche Organisationen publiziert (ERNSTING und SMOLKER, 2018).

2.1.2 Lignocellulose-Bioraffinerie und Umsetzungen

BEHR und SEIDENSTICKER (2018) geben fiir die Lignocellulose-Bioraffinerie an, dass
gerade diese Art der Bioraffinerie besonders sei, da sie nicht mit Nahrungsmitteln in
Konkurrenz stehe. Die Nutzung forstlicher Reststoffe wird daher beispielsweise als
vorteilhaft in Bezug auf eine Teller-Tank-Diskussion betrachtet (NIE und BI, 2018).
Pilot- und Demoanlagen auf Lignocellulose-Basis wurden durch MERGNER und
JANSSEN (2013), SIGOILLOT und FAULDS (2016) und PATEL et al. (2019)
zusammengestellt, wobei letztere ebenfalls auf diverse, aufgrund von 6konomischen oder
technischen Problemen geschlossene Anlagen eingehen. Es sei allerdings auf die
Volatilitit der Marktteilnehmer hingewiesen, weswegen sich Standorte oft erhalten, aber
die beteiligten Firmen sich durch Ver- und Zukéufe bzw. Umbenennungen verdndern.
HASSAN et al. (2019) geben fiir die Européische Union eine Anzahl von 43 operierenden
Phase-11-Projekten und 23 durch HORIZON 2020 geforderte lignocellullosebasierte

Forschungsprojekte an.

Als agrarischer Reststoff stellt Maisstroh eine nutzbare Biomasse fiir eine Lignocellulose-
Bioraffiniere dar, die in groBen Mengen verfiigbar und auch in Bezug auf ihre
Zusammensetzung flir Bioraffinerieprozesse geeignet ist. Der hohe Parenchym-Anteil im
Vergleich zu den Fasern begiinstigt eine EH, bietet allerdings gleichzeitig wenig
Potenzial fiir hochwertige Faserstoffe (CHEN, 2015). Bei der Nutzung agrarischer
Reststoffe werden allerdings auch nachteilige Entwicklungen wie Nihrstoffauszehrung
und daraus resultierende Kosten fiir Diinger beschrieben, die mit bedacht werden miissen
(SULTANA et al., 2010). Die Nutzung, Verfiigbarkeit und Zusammensetzung von Mais
und seinen Produktvarianten wird in folgenden Abschnitten ndher vorgestellt werden.
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2.2 Nutzung und Verwendung von Mais

Die Maispflanze (Zea mays subsp. mays L.) gehort zur Familie der StiBgraBer (Poaceae).
DOEBLEY et al. (2006) geben an, dass der Ursprung der Domestikation zwischen 9.000
und 7.000 BP in Zentralamerika erfolgte. Dieser Zeitpunkt liegt in guter
Ubereinstimmung mit dem von MERRILL (1930) angegebenen Zeitpunkt des
Uberganges der Sammler und Jiger hin zu Ackerbau und Viehzucht vor circa 10.000
Jahren. Mais und seine Bestandteile (Abb. 1) bieten heute, verschiedene Mdoglichkeiten
der Nutzung fiir Menschen und Tiere und durch die Nutzung aller oder nur bestimmter
Bestandteile der Maispflanze ergeben sich verschiedene Zwischen- und Endprodukte.
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Abbildung 1: Vereinfachte lllustration der anatomischen Bestandteile der Maispflanze in
der Vollreife (gemeinfrei).

Der weltweit grofite Maisproduzent sind die USA (RANUM et al., 2014). Basierend auf
Daten des US-Landwirtschaftsministeriums wurden hier rund 43,6 % der Maisproduktion
des Jahres 2013 fiir Tierfuttermittel inkl. Reststoffen verwendet. Die gleiche Menge der
US-Maisproduktion entfiel auf die Ethanolproduktion. Rund 12,7 % verteilen sich auf die
Produktion von Nahrungsmitteln und Saatgut, sowie auf industrielle Verwendungen
(RANUM et al., 2014).

Reststoffe der Kornermaisherstellung sind weitergehend intensiv verwendete Substrate
in Forschung und Wissenschaft. Fragestellungen bezogen auf die nachhaltige Produktion

von Plattform- und Drop-in-Chemikalien, die Herstellung von Produkten mit absorptiver
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Wirkung oder die Produktion von Biogas sind im Zusammenhang mit Maisstroh
beschrieben (ISIKGOR und BECER, 2015; FLESCHHUT und STROBL, 2017;
KROTSCHECK et al., 2003). Maisstroh bietet hier erhebliche Potenziale, da es als
Nebenprodukt der Kornermaisproduktion im Wesentlichen keiner signifikanten
stofflichen Nutzung unterliegt (FLESCHHUT und EDER, 2016). Auf die Potenziale und
die Verwendung von Maisstroh wird daher im Folgenden tiefgehender eingegangen. In
dieser Arbeit wurden drei Verarbeitungsformen der Maispflanze fiir Untersuchungen
verwendet (Abb. 2).

[ Maispflanze ]
— ente JE—
Maiskdrner L ______________ !
‘ Maisstroh \ ‘ Frischmais \
i )
1 ilierun
N |

Maisstrohsilage ‘ Maissilage \

Abbildung 2: Prozesswege und Verarbeitungsformen der in dieser Arbeit verwendeten

Rohstoffe.

In dieser Arbeit wurde zum einen Maissilage verwendet. Dazu wird die Pflanze in der
Teigreife als Ganzpflanze ohne Wurzeln gehédckselt und anschlieBend durch
Sauerstoffabschluss siliert (TOSZEGI und SORGE, 1984). Weiterhin wurde Maisstroh,
das als Ganzpflanze exklusive der Korner und Wurzeln in der Mehlreife geerntet wird
(MISTHILGER et al., 2019), und siliertes Maisstroh verwendet. Im Folgenden werden
die verwendeten und in Abbildung 2 dargestellten Rohstoffe ndhergehend beschrieben.
Dabei wird mit Maisstroh als am wenigsten weiterverarbeiteten Rohstoff begonnen,
gefolgt von Maissilage und Maisstrohsilage.

Maisstroh liegt als zumeist ungenutzter agrarischer Reststoff vor, der bei der
Kornermaisproduktion anfallt und in relevanten Mengen verfiigbar ist (FLESCHHUT
und STROBL, 2017). Fiir Deutschland wird fiir 2020 eine K&rnermais-Anbaufldche von
424.000 ha angegeben (STATISTISCHES BUNDESAMT, 2020). Kalkulatorisch fallen
dabei lediglich die Bergungskosten vom Feld an (FLESCHHUT und EDER, 2016). Die
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verfligbare Menge an Maisstroh ist im globalen Kontext sehr unterschiedlich und wird in
der Literatur diskutiert. Wie in Tabelle 3 dargestellt, ergeben sich fiir die Volksrepublik
China und die Vereinigten Staaten von Amerika, im Vergleich zu Europa, deutlich héhere

Mengen an anfallendem Maisstroh.

Tabelle 1: Anfallende Maisstrohmengen im globalen Kontext.

Volkswirtschaft Menge (Mio. t Quelle
TM/a.)
China 200-250 (ZHAO et al., 2018; U.S. DEPARTMENT
OF ENERGY etal., 2011)
USA 200-220 (ZHAO et al., 2018; L1 et al., 2012)
Deutschland 3,8 (FLESCHHUT und STROBL, 2017)
Osterreich 2,45 (EISENHUBER et al., 2013)
Belgien 0,58 (BERCHEM et al., 2017)

Grundsitzlich stellen GOLECHA und GAN (2016) unter Bezug auf die Literatur fest,
dass weite Transportwege fiir Maisstroh 0konomisch nicht sinnvoll seien und eine
Lagerung zu gesteigerten Kosten und Qualititsverlusten fithren wiirden. Nach
SHINNERS et al. (2007) wird das Maisstroh mit einem Trockengehalt von 75-80 %
geerntet. Vielfach werden hier Gerdte aus der Heuernte verwendet. Das Maisstroh
verbleibt nach der Ernte auf dem Feld, trocknet und wird anschlieBend zu Rundballen
gepresst. Aufgrund der niedrigen Temperaturen und dem Niederschlagsrisiko im Ernte-
und Bergungszeitraum kann die Trockenzeit von einigen Tagen bis Wochen andauern
(GLASSNER et al., 1998). Aus diesen Griinden wird Maisstroh teilweise auch mit
hoheren Feuchtegehalten geerntet (> 45 %) und mittels Silierung konserviert
(SHINNERS et al., 2007). Auf diesen Aspekt wird im spateren Teil dieses Abschnitts

ebenfalls eingegangen werden.

RICHEY et al. (1982) beschreiben in Bezug auf die Lagerung insbesondere die Gefahr
von Schimmelbildung und Erhitzung der Maisstroh-Ballen. Dies wird damit begriindet,
dass Maisstroh in der Freilandtrocknung nicht auf 20 % Feuchtegehalt (= optimale
Heufeuchte) trocknet, sondern mit Feuchten zwischen 30 und 35 % geerntet werde. Aus
diesen Griinden kommen GOLECHA und GAN (2016) zu dem Ergebnis, dass
Bioraffinerien auf Maisstrohbasis ihren Rohstoff lokal beziehen miissen. PERLACK und
TURHOLLOW (2003) stellen zusitzlich dar, dass 90 % der Kosten durch Bergung,
Pressen, Transport und Bezahlung der Landwirte verursacht wiirden.

Das Verhiltnis von Korn zu Stroh wird fiir Kérnermais vereinfacht mit 1 : 1 angegeben
(GLASSNER et al., 1999; EISENHUBER et al., 2013). Andere Autoren postulieren ein
Verhiltnis von 1: 1,3 (THRAN et al., 2016). Andere Untersuchungen legen dagegen ein
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Verhiltnis von 1 : 0,88 dar (THURNER et al., 2017). Eine vereinfachte 1 : 1-Kalkulation

erscheint allerdings grundsétzlich als legitime Annahme.

GARLOCK et al. (2009) geben weiterhin an, dass der Anteil des nachhaltig nutzbaren
Maisstrohs von den topographischen, geografischen oder klimatischen Bedingungen,
aber auch dem Ernteverfahren abhingt. Im Zusammenspiel dieser vielen Variablen
werden nachhaltige Erntemengen von 20-80 % der Strohmenge angegeben. Eine
vollstindige Nutzung des Maisstrohs kann die Bodenerosion begiinstigen und die
Kohlenstoffbilanz des Bodens belasten, weswegen eine Vollnutzung des Maisstrohs nicht
sinnvoll ist (GARLOCK et al., 2009). RICHEY et al. (1982) beschreiben Ernteversuche,
in denen aufgrund von Ernteverlusten beim Héckseln und beim Pressen der Ballen eine
Ernteeffizienz von rund 30 % des theoretisch verfiigbaren Maisstrohs erreicht wurde und
somit rund 70 % auf dem Feld verbleiben. ZHAO et al. (2018) geben weitergehend unter
Bezug auf WANG et al. (2010) an, dass in China rund 90 % des Maisstrohs vom Feld
entfernt werden und ein groBer Teil verbrannt wird, was die Luftqualitit und CO,-Bilanz
belastet. Die Verbrennung von Biomasse stellt damit eine erhebliche Grof3e in Bezug auf
den globalen Klimawandel und die Belastung der Atmosphire dar (ANDREAE, 1991;
ANDREAE und MERLET, 2001). Die Verbrennung von agrarischen Reststoffen wie
Maisstroh ist beispielsweise in China eine gédngige Methode zur Reduzierung der
Riickstinde nach der Ernte (LI et al., 2007b). Fiir die USA geben die Autoren unter
Hinweis auf das U.S. DEPARTMENT OF ENERGY et al. (2011) an, dass in den
Vereinigten Staaten ungefdahr die Hilfte des Maisstrohs auf dem Feld verbleibt.
GLASSNER et al. (1999) hingegen geben an, dass iiber 90 % des Maisstrohs auf dem
Feld verbleiben. Der Grofteil des Maisstrohs wird demnach untergepfliigt, um Aussaat
und Feldhygiene zu gewéhrleisten. Weniger als 1 % werde fiir Anwendungen in der
Industrie und rund 5 % fiir Tierfutter und Einstreu geborgen.

Maissilage ist nach WEIB et al. (2011) die wichtigste Ackerfutterpflanze und hat eine
Anbaufliche, die alleine die Gesamtanbauflache aller anderen Ackerfutterpflanzen und
Futterhackfriichte iibersteigt. Die Anbaufliche lag 2020 bei knapp 2,3 Millionen Hektar
(STATISTISCHES BUNDESAMT, 2020). Maissilage ist damit eine giinstige,
verfiigbare und energiereiche Lignocellulose-Biomasse (LCB), deren Trockensubstanz
zu ca. 38 % aus Stirke und ca. 36 % aus Cellulose/Hemicellulose in Form von Blittern,
Stdngeln und Spindeln besteht. Durch den hohen Wassergehalt von rund 70 % sei nur
wenig Prozesswasser notwendig, um eine pump- und rithrbare Suspension fiir
Vorbehandlung und EH erhalten zu konnen. Weiterhin weilit sie, im Vergleich zu Stroh,
den Vorteil einer hoheren theoretischen Ethanol-Ausbeute auf. Dabei wird Maissilage
auch als ,,Kompromiss* zwischen stérke- bzw. zuckerhaltigen und lignocellulosehaltigen
Rohstoffen beschrieben (SCHOBER, 2008).
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Maissilage wird insbesondere fiir die Fiitterung von Milchvieh, aber auch in der
Bullenmast und der Fiitterung von Jungrindern eingesetzt (WEIB et al., 2011). Weiterhin
findet ein signifikanter Anteil des Silomaises Verwendung in Biogasanalagen zur
Erzeugung von Energie. Von der angegebenen Silomais-Anbaufliche fanden im
Anbaujahr 2019 rund eine Million Hektar Verwendung in der Biogaserzeugung
(FACHAGENTUR NACHWACHSENDE ROHSTOFFE E. V., 2020). Die
Gesamtanbauflache teilt sich demnach in 56,5 % zur Produktion von Tierfutter und

43,5 % zur Bioenergieproduktion auf.

Die Silierung, auch als Feuchtkonservierung bezeichnet, ist ein etabliertes Verfahren zur
Haltbarmachung von feuchter Biomasse. Durch die Silierung der Biomasse wird eine
ganzjdhrige Biomasseversorgung ermoglicht, wobei biologische Umsetzungsvorgénge
und insbesondere Schimmelbildung verhindert werden (WENDT et al., 2018). Grundlage
bildet der luftdichte Abschluss des komprimierten Materials, wodurch aerobe
Umsetzungsreaktionen verhindert werden und der anaerobe Abbau der wasserldslichen
Kohlenhydrate zu organischen Sauren, insbesondere Milch- und Essigséure, forciert wird.
Die Milchsduregirung ist dabei der gewiinschte Vorgang, der den pH-Wert auf 4-4,5
absenkt. Der Prozess kann in Vor-, Gér-, Lager- und Entnahmephase unterteilt werden.
Die Silierung wird hauptséchlich zur ganzjéhrigen Beschickung von Biogasanlagen und
zur Haltbarmachung von Kraftfutter genutzt (DIECKMANN et al., 2016).

Nach der Novellierung des Erneuerbare-Energien-Gesetzes (EEG) 2014 sank der Zubau
an Biogasanlagen signifikant. Weiterhin entfallen die ersten Biogasanlagen aus der EEG-
Forderung, wodurch ohne Folgekonzepte Stilllegungen zu erwarten sind
(SCHERZINGER und DEGENHART, 2023). Durch diese Zusammenhénge konnte der
Preis fiir Maissilage deutlich sinken und Maissilage konnte in Zukunft eine haltbare und

giinstige Biomasse zur Herstellung von Fermentationszuckern sein.

Eine ganzjdhrige Biomasseversorgung ist fiir den Okonomischen Betrieb einer
Bioraffinerien essenziell. Daher wurden verschieden Konzepte und Ideen in der Literatur
diskutiert (CHERUBINI und STROMMAN, 2011; MIAO et al., 2012; GRISSO et al.,
2013; GIULIANO et al., 2016). Nach TANJORE et al. (2012) ist die Silierung der
Biomasse eine mogliche Variante der Haltbarmachung von saisonal anfallender
Biomasse, die auch fiir Maisstroh beschrieben wurde (RUSSELL, 1986). Ebenso geben
NIE et al. (2021) ein gesteigertes Interesse in der Lagerung, insbesondere mittels
Silierung, von vorbehandelter, feuchter Biomasse an. Der Einfluss bzw. die Nutzung
einer silierten Biomasse wird daher in dieser Arbeit untersucht werden, um auch den
Aspekt der Lagerung zu beriicksichtigen.

Maisstrohsilage verbindet die Eigenschaften des Maisstrohs mit den Eigenschaften einer

silierten LCB. Gerade vor dem Hintergrund der ganzjdhrigen Rohstoffversorgung einer
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Bioraffinerie ist eine Substratlagerung wichtig und die Herausforderungen der saisonale
Verfligbarkeit und der Transport von Biomasse eine aktuelle Forschungsfrage
(CHERUBINI und STROMMAN, 2011; MIAO et al., 2012; GIULIANO et al., 2016).

Die Silierung von Biomasse stellt eine mogliche Methode zur Haltbarmachung von
Maisstroh dar. Die Silierung von Maisstroh wurde beispielsweise durch OSTERTAG und
FLESCHHUT (2016), FLESCHHUT und STROBL (2017) und MISTHILGER et al.
(2019) beschrieben. Die hoheren Trockenmassegehalte von Maisstroh und die grobere
Textur lassen im Vergleich zu Silomais eine schlechtere Silierfahigkeit erwarten. In der
Praxis wurden allerdings, solange Sauerstoffabschluss gegeben war, gute Silierergebnisse
mit geringen Masseverlusten festgestellt (FLESCHHUT et al., 2017). Herausfordernd ist
hier insbesondere die Verdichtung des Silos. OSTERTAG und FLESCHHUT (2016)
stellen dazu Ergebnisse aus einem Praxisversuch dar, wonach die Verdichtung des Silos
verglichen mit den Zielwerten unzureichend war. Durch das lockere Siliergut fiihre dies
zu einer hohen Eindringtiefe von Sauerstoff verbunden mit entsprechender
Schimmelbildung, was durch grofe Kapillare und eine geringe Barrierewirkung

begiinstigt wiirde.

Die Nutzung von Maisstrohsilage wird in der Literatur durch verschiedene Autoren
beschrieben. XU et al. (2017) geben als Vorteile von siliertem Maisstroh einen hohen
Néhrwert und gute Bekommlichkeit fiir Nutztiere an. Die leicht verfiigbaren,
wasserloslichen Kohlenhydrate begiinstigen zudem die notwendige Besiedelung mit
Milchsdurebakterien (PANG et al., 2011). IDRIS et al. (2000) beschreiben die
Maisstrohsilierung in Malaysia und kommen zu dem Ergebnis, dass die Silierung die
beste Moglichkeit fiir die Haltbarmachung von Maisstroh sei. Diese sei erforderlich, da
grole Mengen an Maisstroh zu einem Zeitpunkt anfallen und flir die sukzessive
Verfiitterung an Milchkiihe gelagert werden miissen. ZHANG et al. (2019) beschreiben
fiir China, dass Milchviehbetriebe Maisstrohsilage einsetzen, um bei gleichbleibenden
Raufutteranteil die Milchleistung zu verbessern. Weiterhin beschrieben sie die positiven
Eigenschaften zur Futterkonservierung aufgrund der hohen Kohlenhydratgehalte und der
leichten Abbaubarkeit.
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2.3 Geriistsubstanzen der Maispflanze

Die Struktur der Maispflanze hat einen grofen Einfluss auf die Moglichkeiten der
Verarbeitung, das Verhalten bei chemischen Konversionen und die EH. Die
Hauptbestandteile von LCB sind Cellulose, Hemicellulosen, Lignin und Extraktstoffe /
akzessorische Bestandteile (HENRIKSSON und LENNHOLM, 2009; WYMAN et al.,
2017). Auf diese wird im Folgendem mit dem Fokus auf deren Vorkommen und

Charakteristika in Grasern Bezug genommen.

Cellulose ist der Hauptbestandteil von LCB und macht circa 35-50 % der Geriistsubstanz
aus (WYMAN et al., 2017). Aufgrund dieser Dominanz in der Geriiststruktur stellt
Cellulose das meistvorkommende nachwachsende Biomolekiil weltweit dar (KAMIDE,
2005; PURANEN et al.,, 2014). KLEMM et al. (2005a) geben dazu eine jéhrliche
Produktion von 1,5 Billionen Tonnen Cellulose an. Weitere aktuelle Literatur gibt fiir
Cellulose ein jahrliches Aufkommen von circa 75 Milliarden Tonnen an, wovon weniger
als 0,3 % durch die chemische Industrie genutzt werden (SPORL et al., 2018).
PURANEN et al. (2014) zeigt Berechnungen fiir ein jdhrliches Cellulose-
Produktionsvolumen von 180 Milliarden Tonnen an. Verschiedene Modelle fithren zu
sehr unterschiedlicher verfiigbarer und nachwachsender Menge an Cellulose und
Biomasse, wobei der Unterschied zwischen kontinentaler und mariner Produktion nicht
immer klar definiert ist. Unabhéngig von der tatsdchlichen Menge ist sich die Literatur
einig, dass Cellulose das meist verfligbare Biopolymer ist und dieses bisher unzureichend
genutzt wird. In Bezug auf Mais geben KLEMM et al. (2005b) fiir Maiskolben

Cellulosegehalte von ca. 45 % und flir Maissténgel von ca. 35 % an.

Als lineares Polymer besteht Cellulose aus [-(1—4) glycosidisch miteinander
verbundener B-D-Glucopyranose, welche in der energiearmen *C;-Sesselkonformation
vorliegt (WYMAN et al., 2005). Die glycosidische Bindung bietet einen entscheidenden
Angriffspunkt fiir enzymatische und chemische Hydrolysereaktionen der Cellulosekette,
die in dieser Arbeit spater ndher erldutert werden (TEERI und HENRIKSSON, 2009).

Da jeweils zwei Glucose-Bausteine zueinander in der C(1)-C(4)-Achse um 180° gedreht
vorliegen ist das Disaccharid Cellobiose (Abb. 3) die sich wiederholende Einheit in der
Cellulose (HENRIKSSON und LENNHOLM, 2009). PURANEN et al. (2014)
beschreiben die sich wiederholende Einheit der Cellulose, aufgrund der
Wasserabspaltung bei der glykosidischen Bindung differenzierter als Anhydrocellobiose.
Die Linge eines Cellobiose-Bausteins wird durch BRADY et al. (2015) mit rund 1 nm
angegeben. Die Cellulosekette ist von einem reduzierenden und einem nicht-
reduzierenden Ende geprigt, wobei das reduzierende Ende der Mutarotation unterliegt
und dadurch sowohl in der pS-Form, als auch in der a-Form vorliegen kann
(HENRIKSSON und LENNHOLM, 2009).
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Die Kenntnis dieser beiden unterschiedlichen Enden spiegelt sich auch in der
Arbeitsweise von verschiedenen Enzymen wider, die in Abschnitt 2.6 dieser Arbeit ndher

beschrieben werden.

OH
0O OH
HO O
OH O
OH

Abbildung 3: Darstellung der Cellobiose (gemeinfrei).

Der durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP) der Cellulose wird von verschiedenen
Autoren unterschiedlich beschrieben. HENRIKSSON und LENNHOLM (2009)
definieren den DP als Anzahl der miteinander verbundenen Anhydroglucosen. Fiir
natiirliche Cellulose beschreibt KRASSIG (1993) DP-Werte von > 10.000, wihrend er
fiir technische Cellulose DP-Werte zwischen 800 und 3000 angibt. HENRIKSSON und
LENNHOLM (2009) geben fiir natiirlich vorkommende Cellulose bis zu 15.000
Bausteinen an, welche Cellulose zu einem der ldngsten bekannten Polysaccharide

machen.

Die Hemicellulosen liegen als weitere strukturgebende Geriistsubstanz vor (TELEMAN,
2009). Grundlegend unterteilen EBRINGEROVA et al. (2005) die Hemicellulosen in
Xylane, Mannane, Xyloglucane (XG) und B-Glucane. Xylanbasierte Hemicellulosen
bilden bis zu 50 % der Biomasse von monokotylen Pflanzen (STEPHEN, 1983).
EBRINGEROVA et al. (2005) geben ebenfalls bis zu 50 % Hemicellulosen in der
Biomasse ein- und mehrjéhriger Pflanzen an. SCHELLER und ULVSKOV (2010) geben
fiir die Zellwinde von Grisern zusammenfassend die in Tabelle 2 dargestellten
Mittelwerte von Hemicellulosen an.

Tabelle 2: Zusammenstellung durchschnittlicher Hemicellulosegehalte in Primdr- und
Sekunddrwdnden der Gréiser (SCHELLER und ULVSKOYV, 2010).

Primirwand Sekundarwand
Glucuronoarabinoxylan 2040 40-50
S-(1—-3,1—4)-Glucan %) 2-15 Spuren
Xyloglucan 2-5 Spuren
(Gluco)mannan 2 0-5
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Fiir Maiskolben geben KLEMM et al. (2005b) einen Hemicellulosegehalt von 35 % und
fiir Maisstingel 25 % an. NARAN et al. (2009) stellen fest, dass fiir Xylanstrukturen in
Maisstroh im Gegensatz zu anderen Grasern, wie Weizen, Gerste, Reisstroh oder

Roggenkleie, wenige Publikationen existieren.

Die Hauptkomponente der in Grisern, und damit auch in Mais befindlichen
Hemicellulosen sind Xylane, welche grundlegend durch eine aus f-(1—4)-Xylose
bestehende Hauptkette gekennzeichnet sind. Durch zahlreiche Modifikationen der
Seitenketten sind unterschiedliche Varianten der Xylane bekannt. REN und SUN (2010)
geben flir Einjahrespflanzen das Vorkommen von Glucuronoxylan (GX),
Arabino(glucurono)xylan (AGX), Glucurono(arabino)xylan (GAX), Arabinoxylan (AX)
und weiteren komplexen Heteroxylanen (CHX) an. Fiir Maiskolben und Maisstroh wird
als primiare Hemicellulose AGX beschrieben (EBRINGEROVA und HEINZE, 2000;
XIAO et al., 2001). NARAN et al. (2009) beschreiben wiederum GAX als
Hauptbestandteil des Maiskolben-Xylans. GAX und CHX kommen weiter in der dulleren
Schicht des Maiskorns vor (REN und SUN, 2010).

Als weiterer mengenmifig signifikanter Bestandteile sind fiir Graser die Xyloglucane
(XyG) zu nennen, welche in nahezu jeder an Land lebenden Pflanzenart vorkommen. Die
fiir Xyloglucane typische a-D-Xyl-(1—6)-Glc (X)-Bausteine konnen hierbei zusitzlich
mit f-Galactose (L), a-L-Arabinose (S) oder a-L-Fucose (F) substituiert sein. Weiterhin
treten auch nicht substituierte Glucose-Reste (G) auf (SCHELLER und ULVSKOV,
2010). NARAN et al. (2009) beschreiben weitergehend eine Acetyl-Substitution der
XyG.

Ac Ac

X X F GTX X L G

Abbildung 4: Illustration eines Xyloglucans mit einer Glucose-Hauptkette (weifs) und
Seitenketten (SCHELLER und ULVSKOV, 2010), Abdruckgenehmigung erteilt.

Als weitere Hemicellulose der Griaser werden in der Literatur Mannane und
Glucomannen beschrieben, bei denen die Hauptkette entweder nur aus Mannose-
Bausteinen, oder aus Glucose und Mannose ausgebildet ist und die nahezu in allen
Zellwéanden vorkommen.
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Beide Hemicellulosen sind oftmals durch Acetylgruppen substituiert (SCHELLER und
ULVSKOV, 2010), die in Dampfdruckprozessen zur Abspaltung von freier Essigsdure
und damit, neben weiteren Einflussfaktoren, zum Absinken des pH-Wertes im Prozess
fiihren (MICHALAK et al., 2018).

Die letzte der beschriebenen Hemicellulose-Gruppen stellen die B-Glucane dar. Diese
bestehen, wie in Abbildung 5 dargestellt, grundsitzlich aus einer Glucose-Hauptkette
ohne Substituenten, die einerseits mit B-(1—4)-, aber auch mittels f-(1—3)-Bindungen
verkniipft sind (EBRINGEROVA et al., 2005). SMITH und HARRIS (1999) stellen fiir
StiBgrafer das iiberwiegende Vorkommen von B-(1—3,1—4)-Glucan in der Zellwand

g

Abbildung 5: Ein fiir Siifigrdfser typisches p-(1—3,1—4)-Glucan (SCHELLER und
ULVSKOYV, 2010), Abdruckgenehmigung erteilt.
Fiir eine detailliertere Darstellung der beschriebenen Hemicellulosen-Gruppen und

weitere Beschreibungen des thermischen Verhaltens verschiedener Hemicellulosen-
Fraktionen sei an dieser Stelle auf EBRINGEROVA et al. (2005) verwiesen.

Lignin bildet die dritte relevante Geriistsubstanz. Im Folgenden wird kurz auf
Zusammensetzung und Eigenschaften von (Mais)-Lignin eingegangen werden.
BOERJAN et al. (2003) fithren dahingehend aus, dass Lignin das am zweitmeisten
vorkommende Biopolymer sei und 30 % des organischen Kohlenstoffs in der Biosphire
darstelle. Die Funktion des Lignins wird mit der Erh6hung der Festigkeits- und Steiftheit
der Zellwénde beschrieben. Dieser Effekt ermdglicht ein Hohenwachstum der Pflanzen.
Weiterhin wird die hydrophobe Wirkung des Lignins beschrieben, die den Transport von
Wasser ermogliche (VANHOLME et al., 2008). Lignin wird aus den Monolignolen p-
Cumaryl-, Coniferyl- und Sinapylalkohol synthetisiert. Aus diesen Alkoholen entstehen
bei der Vernetzung zum Ligninpolymer die Phenylpropaneinheiten Guajacylpropan (G,
aus  Coniferylalkohol), Syringylpropan (S, aus Sinapylalkohol) und p-
Hydroxyphenylpropan (H, aus p-Cumarylalkohol). Die Lignine der Nadelholzer bestehen
iiberwiegend aus G-Bausteinen und Spuren von H-Bausteinen. Diese Lignine werden

daher als G-Lignin bezeichnet.
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Die Lignine der Laubholzer hingegen bestehen iiberwiegend aus G- und S-Bausteinen,
mit Spuren von H-Bausteinen, weswegen diese Lignine als GS-Lignine beschrieben
werden. Fiir die Lignine der Gréaser werden dhnliche Anteile an G- und S-Bausteinen und
einem groferen Anteil an H-Bausteinen im Vergleich zu Nadel- und Laubholz
beschrieben. Sie werden daher als (Hydroxyphenyl, Guajakyl, Sinapyl)-Lignin (HGS-
Lignin) bezeichnet (BOERJAN et al., 2003). Daten aus TMAH-GC-MS- und FTIR-
Experimenten zeigen ein HGS-Lignin fiir natives Maisstroh (CHEN et al., 2012; QIAO
et al., 2018). Das Lignin von Maisstroh sei zu ungefihr 20 % aus p-Cumarséure, ca. 10 %
Ferulasdure und einem niedrigen S/G-Verhiltnis von 0,62 zusammengesetzt (RALPH et
al., 1994; LU und RALPH, 1999). Das Verhiéltnis von H-, G- und S-Bausteinen wird fiir
Maisstroh mit 4:35:61 angegeben (LAPIERRE, 1993). Der Gehalt an Lignin variiert
innerhalb der Maispflanze. So ist beispielsweise fiir Maiskolben ein Ligningehalt von 15
% und fiir Maisstiangel von 35 % in der Literatur belegt (KLEMM et al., 2005b).

Die erwihnte Ferulasdure dient als Vernetzung zwischen Lignin, Polysacchariden und
strukturellen Zellwandproteinen (OLIVEIRA et al., 2015). RALPH et al. (1998) und
YOU et al. (2015) beschreiben vor diesem Hintergrund den ,Lignin—Ferulat—
Polysaccharid” (LFP)-Komplex mit Esterbindungen zu den Kohlenhydraten und
Etherbindungen zum Lignin in der Zellwand. Das HGS-Lignin von Maisstroh, sowie die

p-Cumarsdure und Ferulasdure, ist als hypothetische Struktur in Abbildung 6 dargestellt.

p-Coumarsiure
Ferulasdure
Coniferylalkohol
Sinapylalkohol

Abbildung 6:Darstellung des HGS-Lignins, inklusive p-Cumarsdure und Ferulasdure,
von Einjahrespflanzen (ANDERSON et al., 2016), Abdruckgenehmigung nach ACS
AuthorChoice.
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Die Verwendung des Lignins mit hoher Wertschopfung ist nicht trivial und eine gingige
Verwertung des Lignins stellt die Verbrennung zur Gewinnung von Energie und Warme
fiir die Prozesse im Werk dar (ANDERSON et al., 2016). Auf die Verwendung des
Lignins soll nachfolgend in Abschnitt 2.7.1. ndher erlautert werden.

AbschlieBend soll noch kurz auf die akzessorischen Bestandteile eingegangen werden,
die fiir LCB und Mais eine Bedeutung haben. Dabei sind in Bezug auf Maissilage Stérke,
Protein und Fette zu nennen (PARAGINSKI et al., 2014). Insbesondere die hohen
Starkegehalte der Maissilage, verursacht durch die im Rohstoff enthaltenen Maiskorner,
spielen hier eine Rolle. SINGH SANDHU et al. (2007) beschreiben diesbeziiglich fiir die
Maiskorner einen Stirkegehalt von 72—73 %.
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2.4 Zusammensetzung der verwendeten Rohstoffe

Im Folgenden soll die Zusammensetzung der verwendeten Rohstoffe in Bezug auf die
zuvor dargestellten Bestandteile dargestellt werden. Gedanklich soll die zuerst das im
Projekt maBgebliche Maisstroh, dann die Maissilage und anschlieBend die

Maisstrohsilage besprochen werden soll.

2.4.1 Maisstroh

Maisstroh ist ein typischer Vertreter der lignifizierten Siifligrder mit den
Gerlistkomponenten Cellulose, Hemicellulose und Lignin. Die Spannweite der

Zusammensetzung von Maisstroh wird in Tabelle 3 angefiihrt.

Tabelle 3: Chemische Zusammensetzung von Maisstroh nach verschiedenen Autoren.

Bestandteil % Quelle
Cellulose 31-42 .y
Hemicellulose 1934 ZHANG et al., 2007; KOVACIC et al., 2017
Xylose 21,4-25.2
Arabinose 2,0-5,5 KAAR, 2000; KIM et al., 2003; OHGREN et
Galaktose 0,68-2,9 al., 2007; SAHA et al., 2013
Mannose 0,29-1,8
Klason-Lignin 17,2-19,6 KIM et al., 2003; KIM und LEE, 2005; KIM
und HOLTZAPPLE, 2006
Sdurelosliches Lignin 2,3-7,0 KIM et al., 2003; ZHU et al., 2009
Asche 6-7,3 SAHA et al., 2013; BAUMBACH et al., 2016
Acetylgruppen 1,7-3,2 KIM et al., 2003; OHGREN et al., 2007
Essigsdure 3,6 ZHANG et al., 2007
Protein 2,9-5.9 KAAR, 2000; KIM et al., 2003; ZHU et al.,
2009

OHGREN et al. (2007) vergleichen regionale Unterschiede von Maisstroh aus Italien und
den Vereinigten Staaten von Amerika. Die dargestellten Werte zeigen eine &hnliche
Zusammensetzung der Maisstroh-Varianten auch bei sehr unterschiedlichem

geografischem Ursprung.

2.4.2 Maissilage
Maissilage wird, ebenso wie Maisstroh, zu den LCB gezihlt (OLESKOWICZ-POPIEL

et al., 2008). Maissilage unterscheidet sich von Maisstroh durch die Anwesenheit der
Maiskorner im Rohstoff und den fritheren Ernte-Zeitpunkt. Sie stellt eine Mischung aus
Kraft- und Grobfutter da, bedingt durch die Korner- und Stdngel/Blatt-Bestandteile.
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Maissilage wird zum Ende der Teigreife geerntet, da zu diesem Zeitpunkt die hochsten
energetischen Futterwerte vorherrschen (WEIB et al. (2011)). Die Silageproduktion wird
in vier Phasen (Aerobe-, Fermentations-, stabile und Entnahmephase) unterteilt (BAUER,
2004). Richtwerte fiir eine hochwertige Maissilage sind in Tabelle 5 dargestellt. WYSS
(2005) gibt in diesem Zusammenhang, abhéngig vom Trockengehalt, einen Ziel-pH-Wert
von 3,8—4,2 flir Maissilage an. BAUER (2004) definiert ebenso einen Zielbereich von pH
4. Durch den niedrigen pH-Wert seien anschlieBend die Milchsdurebakterien stark
inhibiert und die Maissilage stabilisiert. Die beinhaltete Stirke besteht zu 2/3 aus
Amylopektin und zu 1/3 aus Amylose. Basierend auf der Nomenklatur der ,,Weender
Futtermittelanalyse* entspricht die Rohfaser iiberwiegend der Cellulose und die sog.
,»Rohasche* entspricht Werten nach einer Veraschung bei 550 °C (WEIB et al., 2011).

Tabelle 4: Futtermittelanalytik-Zielwerte fiir hochwertige Maissilage (nach WEI; et al.
(2011)).

Bestandteil / Wert %
Trockenmasse 30-35
Starke >32
Rohfaser <20
Rohasche <4.,5
Milchsaure 1,5-2.,5
Essigsédure 0,3-0,5

Die olfaktorische Wahrnehmung soll angenehm, brotartig oder aromatisch sein. In der
optischen Wahrnehmung ergeben sich keine Unterschiede zum Ausgangsstoff (WEIS et
al. (2011)). Die groBe Spannweite der Zusammensetzung lésst sich aus der Literatur
ableiten. Wiahrend SCHOBER (2008) Maissilage mit einer Trockenmasse von 31,9 %,
Gesamtkohlenhydraten von 73,9 % und einem Ligningehalt von 2,2 % beschreibt, geben
THOMSEN et al. (2008) im Vergleich 51,7 % Glucose, 19,5 % Hemicellulosen und 16,6
% Lignin fiir ihre verwendete Maissilage an. OLESKOWICZ-POPIEL et al. (2011)
beschreiben im Vergleich dazu ihre verwendete Maissilage mit einer Trockenmasse von
29,8 %. Der Cellulosegehalt wird mit 40,3 % und der Gehalt an Hemicellulosen mit
15,1 % angegeben. Wihrend keine Fructose festgestellt wurde, konnte ein Stdrkegehalt
von 30,5 % Stédrke ermittelt werden. Abschliefend wird der Ligningehalt mit 7,4 %, die
Extraktstoffe mit 13,5 % und die Asche mit 1,5 % beziffert (OLESKOWICZ-POPIEL et
al., 2011).

Aus den dargestellten Daten wird ersichtlich, dass die Zusammensetzung der
verwendeten Maissilagen in Abhédngigkeit biotischer und abiotischer Faktoren eine grof3e

Streuung aufweisen. Gerade der Ligningehalt variiert stark, da die Lignifizierung erst
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nach dem Ende der Teigreife einsetzt. Die Analyse der Zusammensetzung des fiir die
Untersuchungen dieser Arbeit verwendeten Maissilage-Rohstoffes ist daher

unumginglich und wird in Abschnitt 4.1. des speziellen Teils dargestellt.

2.4.3 Maisstrohsilage

Die Zusammensetzung der Maisstrohsilage unterscheidet sich nur geringfiigig von der
des Maisstrohs. Beschreibungen der Zusammensetzung von Maisstrohsilage finden sich
beispielweise in SUN et al. (2011a), SUN et al. (2011b) oder WENDT et al. (2018). SUN
etal. (2019) beschreiben weiterhin die Zusammensetzung der fiir ihre jeweiligen Arbeiten
verwendeten Silagen. Analytisch werden durch LIU et al. (2014) 35 % Cellulose, 25,2 %
Hemicellulosen und zusammengefasst 4,3 % Lignin, Extrakte und Asche beschrieben.
Eine detaillierte Charakterisierung ist in Tabelle 5 dargestellt. Weitere Arbeiten mit
Maisstrohsilage wurden dabei bspw. durch CHEN et al. (2012) durchgefiihrt. Die
Datenlage zu siliertem Maisstroh ist im Vergleich zu herkdmmlichem Maisstroh

allerdings deutlich rarer.

Tabelle 5: Rohstoffcharakterisierung von Maisstrohsilage (SUN et al., 2011a)

Komponente %

Trockengehalt 16,23
Glucose 39,73
Xylose 18,96
Arabinose 1,75
Milchséaure 0,84
Essigsdure 0,63
Lignin 14,86
Asche 3,84

Im Hinblick auf die in Tabelle 5 dargestellten Werte zeigt sich auch nach der Silierung

eine mit nativem Maisstroh dhnliche Zusammensetzung.
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2.5 Vorbehandlungsmethoden

Die Vorbehandlung von LCB soll die Zugénglichkeit der Polysaccharide fiir eine EH und
weitere nachfolgende Prozessschritte verbessern (YANG und WYMAN, 2008). Da LCB
im Vergleich zu nicht lignifizierter Biomasse gegen biologischen Abbau resistenter ist,
ist die Vorbehandlung ein entscheidender Prozessschritt, um hohe Ausbeuten an
Monosacchariden nach der enzymatischen Hydrolyse zu erzielen. HIMMEL et al. (2007)
definieren diese Eigenschaft der Biomasse als ,,die natiirliche Widerstandsfahigkeit der

pflanzlichen Zellwénde gegen mikrobiellen und enzymatischen Abbau*.

Verschiedene Autoren definieren Voraussetzungen flir Vorbehandlungsprozesse. Laut
SUN und CHENG (2002) soll die Vorbehandlung zum einen die Verbesserung des
Abbaus zu Monosacchariden wihrend der enzymatischen Hydrolyse oder die Bildung
von Monosacchariden wihrend der Vorbehandlung gewéhrleisten. Zum anderen soll die
Bildung von Abbauprodukten und Inhibitoren, sowie Verluste von Kohlenhydraten
minimiert werden. Einen abschlieBenden, bedeutsamen Parameter stellt die positive

o6konomische Betrachtung des Prozesses dar.

Die Vorbehandlungskosten bei der Ethanol-Produktion lassen sich mit rund 18 % der
Gesamtkosten beziffern und sind damit der kostenintensivste Prozessschritt (WOOLEY
et al., 1999a; WOOLEY et al., 1999b; ADEN et al., 2002). YANG und WYMAN (2008)
fassen weitergehend einige Anforderungen an mdogliche Vorbehandlungsmethoden
zusammen. Demnach sollte der Chemikalieneinsatz fiir den Prozess und nachfolgende
Neutralisationen so gering und kostengiinstig wie moglich sein. Es sollen zudem keine
unerwiinschten Nebenprodukte (bspw. Gips) im Prozess erzeugt werden. Eine
mechanische Mahlung des Materials sollten wegen des Energiebedarfs vermieden
werden. Grundsitzlich sollte die Cellulose innerhalb von drei bis flinf Tagen mit geringen
Cellulasekonzentrationen von weniger als 10 FPU/g Cellulose zu 90 % hydrolysierbar
sein. Nebenprodukte wie z. B. Lignin sollen fiir weitere stoffliche Anwendungen genutzt
werden. Fiir effiziente Nachfolgeprozesse sollte die Kohlenhydrat-Konzentration danach
iiber 10 % liegen. Im Rahmen des Anlagenbaus sollte das Volumen der Reaktoren klein
und die Reaktoren nicht aus teuren Materialien bestehen. Weiterhin sollte die bendtige
Temperatur und der Energieverbrauch gering sein, um Kosten im Anlagenbau und bei der
Energiebeschaffung zu reduzieren. In Bezug auf das fliissige Hydrolysat wird durch
YANG und WYMAN (2008) eine Fermentierbarkeit vorausgesetzt, wobei eine Ausbeute
an fermentierbaren Hemicellulosen von nahezu 100 % der theoretisch vorhandenen
Hemicellulosen erreicht werden sollte. Viele dieser Forderungen sind nicht nur auf die
Produktion von Ethanol, sondern auch auf die Produktion anderer Plattformchemikalien

iibertragbar.
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YANG und WYMAN (2008) unterteilen die Vorbehandlungsmethoden in biologische,
chemische, physikalische und thermische Prozesse. HSU (1996) nutzt die Einteilung in
die Kategorien der physikalischen, chemischen und biologischen Verfahren. HENDRIKS
und ZEEMAN (2009) benennen die Vorbehandlungs-Kategorien als mechanische
Vorbehandlung, thermische Verfahren, saure und alkalische Prozesse, oxidative
Methoden, sowie kombinierte Verfahren und Methoden mit Ammoniak und CO;. SUN
und CHENG (2002) bezeichnen thermischer Prozesse als physiko-chemische
Vorbehandlung.

Der in dieser Arbeit angewandte Dampfdruckaufschluss wird von verschiedenen Autoren
unterschiedlich klassifiziert. HSU (1996) definiert Dampfbehandlungen und SE als
physikalische Vorbehandlungsmethode. Er gibt dazu an, dass dieser Prozess eine der
wenigen Technologien ist, die iiber die Pilotphase hinaus in kommerzielle Anlagen
tiberfiihrt wurde. SUN und CHENG (2002) definieren Steam Explosion als physiko-
chemischen Prozess, da durch die aus der Literatur bekannte Autohydrolyse (vgl.
Abschnitt 2.5.2) ebenfalls chemische Vorgidnge wihrend dieses Prozesses auftreten. In
diesem Zusammenhang definiert GARROTE et al. (1999) eine Vielzahl von wasser- und
dampfbasierten Verfahren als hydrothermale Verfahren anhand ihrer verschiedenen
Bezeichnungen in der Literatur. OVEREND et al. (1987) hingegen sehen die
Dampfdruckexplosion als chemisches Verfahren, da es die chemische Zusammensetzung
der Substrate stark verdndert. Die Einordnung als physikalisch Methode halten sie daher
fiir falsch. Dem entgegen ordnet SCHUTT (2012) den Dampfdruckaufschluss ebenfalls
als physiko-chemisches Vorbehandlungsverfahren ein. Dieser Einordnung soll im

weiteren Verlauf dieser Arbeit gefolgt werden.

Im Folgenden soll zum einen die Uberkategorie der physiko-chemischen
Vorbehandlungen, aber auch die Herleitung des Schirfegrades als Vergleichsparameter
und der Dampfdruck- bzw. Dampfdruck-Refineraufschluss nidher beschrieben werden.
Fiir die genauere Darstellung der weiteren oben genannten Vorbehandlungskategorien
soll an dieser Stelle auf systematische Ubersichtsarbeiten in der Literatur verwiesen
werden (HSU, 1996; SUN und CHENG, 2002; YANG und WYMAN, 2008; CHEN et
al., 2010).

2.5.1 Physiko-chemische Vorbehandlung und Schirfegrad

Die Vorbehandlung durch eine Kombination aus physikalischen und chemischen
EinflussgrofBen wird durch SUN und CHENG (2002) beschrieben. Unter dieser Kategorie
werden von den Autoren SE, Ammonia fiber explosion (AFEX) und die CO»-Explosion
subsumiert. Im Folgenden soll auf Aufschliisse mittels Dampfdruck néher eingegangen

werden.
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SCHUTT et al. (2012) vergleichen und unterscheiden die Dampfbehandlung mittels
Steam explosion (SE) und Steam refining (SR). Daher sollen diese beiden Verfahren im
Folgenden betrachtet und verglichen werden. Die auftretenden Reaktionen wéhrend der
beiden Verfahren sind allerdings nahezu identisch. Die Technik des SR wurde bereits in
fritheren Arbeiten bei Untersuchungen zur enzymatischen Hydrolyse von Holz (PULS et
al., 1985) und zur Herstellung von Chemiezellstoffen (KLUPSCH, 2000; KLUPSCH et
al., 2001) verwendet. Grundlegend wird die Biomasse batchweise im Labormafstab mit
Sattdampf bei unterschiedlichen Schérfegraden und anschlieBender mechanischer
Refinerstufe vorbehandelt. Nach der Vorbehandlung wird der Druck abgelassen, der
Dampf inklusive seiner Bestandteile kondensiert (SCHUTT et al., 2013), und die fliissige

Extraktfraktion wird von der festen Faserfraktion getrennt.

Der Dampfdruckaufschluss in Form des SE-Prozesses ist eine friih beschriebene und
intensiv beforschte Technik zur Herstellung von Fasern oder fermentierbaren
Kohlenhydraten aus LCB. Die ersten Beschreibungen sind Arbeiten von MASON (1927)
und ein darauffolgendes Patent (MASON, 1928) zur Herstellung von Fasern fiir die
Plattenproduktion (VIGNON et al., 1995). BABCOCK (1932) beschrieb anschliefend
erstmals die Verwendung von SE zur Herstellung von fermentierbaren Kohlenhydraten
und Alkohol aus Holz. Heute stellt die Vorbehandlung mittels SE und die
Dampfbehandlung in Verbindung mit oder ohne saure Katalysatoren die meistuntersuchte
Vorbehandlungsmethode dar. Am haufigsten werden dabei H2SOs4 und SO als
Katalysatoren eingesetzt. Wesentliche Vorteile der Verfahren sind die hohe Effektivitit
bei niedrigen Kosten (GARROTE et al., 1999; GALBE und ZACCHI, 2002).

SCHUTT et al. (2012) verglichen die EinflussgroBe der Explosion auf Pappelholz, indem
SE und SR unter den gleichen Bedingungen und mit den gleichen Rohstoffen verglichen
wurden. Die Autoren kamen zu dem Ergebnis, dass, neben dem Schéarfegrad als
relevanteste Einflussgrof3e, die Partikelgrof3e der Biomasse ebenso einen entscheidenden
Einfluss auf das Ergebnis der enzymatischen Hydrolyse habe. Der Einfluss der
schlagartigen Druckentlastung wird durch die Autoren zuriickgestellt. Frithere Arbeiten
zu Holz durch BROWNELL et al. (1986) zeigten, dass die Explosion auf das Ergebnis
der enzymatischen Hydrolyse von bei 240 °C und 3 min vorbehandeltem Pappelholz nicht
signifikant und eine Explosion daher nicht notwendig sei. Aufgrund dieser Ergebnisse
kann im Anlagenbau auf den Prozessschritt der Explosion verzichtet und dafiir eine

mechanische Zerfaserung im Reaktor implementiert werden.

Verschiedene technische Umsetzungen im Demonstrations- und PilotmaRstab sind in der
Literatur  beschrieben. Aufgrund der teilweise umfangreichen technischen
Beschreibungen und Besonderheiten soll an dieser Stelle auf die Beschreibungen in der
Literatur verwiesen werden (BENDER, 1979; HEITZ et al., 1991; MARCHESSAULT,
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1991; TOLAN, 2002; SIGOILLOT und FAULDS, 2016; ZHAI et al., 2018; THORESEN
etal., 2022; VALMET OYJ, 2018, 2021).

In Dampfdruck-Prozessen wird zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse regelméfig der
sogenannte Scharfegrad verwendet. Vorarbeiten zur Prozesskontrolle in der Zellstoff-
und Papierindustrie fithrten als Faktoren basierend auf Zeit und Temperatur
beispielsweise den H-Faktor nach VROOM (1957) oder den P-Faktor nach BRASCH und
FREE (1965) ein. Diese Vorarbeiten werden von CHORNET und OVEREND (2017)
insbesondere im Zusammenhang mit ihrem darauffolgend eingefiihrten Schirfegrad
(Severity factor) beschrieben (OVEREND et al., 1987). Ebenso widmen sich aktuelle
Quellen explizit den kinetischen Modellen in Bezug auf den Schirfegrad und die
Biomassefraktionierung unter hydrothermalen Bedingungen (RUIZ et al., 2021). Der
Schirfegrad wird im Allgemeinen fiir Dampfdruckverfahren verwendet, um verschiedene
Kombinationen aus Temperatur und Verweilzeit im Reaktor vergleichbar zu machen.

Diese Berechnung des Schirfegrades erfolgt iiber die Gleichung 1 (t (min); T (°C)).

(T-100)
Ry=t x e 575 (1)

KIM et al. (2014) geben an, dass die auf OVEREND et al. (1987) basierende Gleichung
1 die tiberproportionale Hydrolyse der Cellulose bei Untersuchungen iiber 200 °C nicht

mit einbeziehe.

CHEN und LIU (2015) definieren den Schérfegrad Ro basierend auf BROWNELL et al.
(1986) und OVEREND et al. (1987) grundlegender mittels Gleichung 2. Dabei werden
neben den bekannten Kennzahlen (t (min); Tu = Vorbehandlungstemperatur (°C); Tr =
Basistemperatur (100 °C)) im Nenner auch die Konstante o gezeigt, die in den meisten

Studien mit dem Wert 14,75 angegeben werde.

(Ty-TR)

R0=t><e w (2)

KIM et al. (2014) beschreiben ebenfalls eine alternative Darstellungsform der
Schirfegradformel und zeigen dazu ebenso die Herleitung der Konstante o (Gleichung 3,
Tr als mittlere Temperatur der Experimentierbedingungen in °C; R als universeller
Gaskonstante und E, als scheinbarer Aktivierungsenergie).

T 2R
w= L 3)

Eq

Aufgrund der ersten Beschreibung des Schérfegrades fiir wissrige Systeme ohne Zusatz
von Sduren wird eine Kinetik erster Ordnung, sowie eine Verdoppelung der
Reaktionsgeschwindigkeit bei Erhohung der Temperatur um 10 °C angenommen (CHEN
et al., 2007). Zur besseren Darstellbarkeit der Zahlenwerte des Schirfegrades wird im
Regelfall der log (Ro) berechnet (GARROTE et al., 1999).
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Verschiedene Autoren schlagen alternativ zur verbreiteten Nutzung der empirisch
bestimmten Konstante ® = 14,75 andere Werte fiir diese Konstante flir spezielle
Betrachtungen vor. So geben CHUM et al. (1990) ein o = 11 = 1 fiir die
l6sungsmittelbasierte Entfernung von Xylan und Glucan aus Pappelholz, sowie ein
® = 10 * 1 fiir die Entfernung von Lignin an. KIM et al. (2014) geben weitere Konstanten
fiir die Loslichkeit von Xylan (o = 12,1) und der Glucose-Ausbeute nach enzymatischer

Hydrolyse (0 = 4,6) an.

Da der dargestellte Schérfegrad nur Zeit/Temperaturkombinationen erfasst, haben
verschiedene Autoren Abwandlungen und Konkretisierungen des Schérfegrades
vorgenommen um noch weitere Parameter, beispielsweise beim Einsatz von zusétzlichen
Chemikalien, zu beriicksichtigen. Eine vielzitierte Abwandlung von CHUM et al. (1990)
und ABATZOGLOU et al. (1992) bezieht fiir den kombinierten Schérfegrad den pH-Wert
der Vorbehandlung iiber die Gleichung 4 (Zeit in Minuten (t); Temperatur in °C (T) mit

cin.

(T-100)
Ro=[107PH] x (t X e 1475 ) (4)
Diese Gleichung sei vor allem fiir Experimente bei niedrigen pH-Werten geeignet, da die
Originalexperimente auf sauren Behandlungen von Pappel basieren (PEDERSEN und
MEYER, 2010). Aufgrund dieser Beobachtungen schlagen PEDERSEN und MEYER
(2010) die Gleichung 5 vor.

log(R"y) =log(Ro) + IpH =7  (5)

Diese kann demnach eine gute Vergleichbarkeit verschiedener pH-Werte ermdglichen.
Fiir einen grundlegenden Uberblick sei an dieser Stelle auf PEDERSEN und MEYER

(2010) verwiesen.

2.5.2 Reaktionen im Dampfdruckaufschluss

Als physiko-chemische Vorbehandlung widerfahrt die LCB im Prozess verschiedene
Verianderungen. DEKKER und WALLIS (1983) und CHEN und LIU (2015) beschreiben
in Bezug auf Reaktionen im DD-Aufschluss die sogenannte Autohydrolyse wéhrend der
SE mit der Bildung von Essigsdure aus den thermisch instabilen Acetylgruppen der
Hemicellulosen, welche anschlieend die weitere Hydrolyse selbst katalysiert. Die
Autohydrolyse ist eine bekannte Reaktion des Dampfdruckaufschlusses und anderer
hydrothermaler Verfahren (GARROTE et al., 1999). Grundlage bildet die Autoionisation
des Wassers im Bereich zwischen 150 °C und 230 °C. Die dabei gebildeten
Hydroniumionen hydrolysieren die glykosidischen Bindungen der Hemicellulosen, was
zur Bildung von Oligosacchariden und Essigsdure fiihrt. Im Folgenden tragt auch die

Autoionisation der gebildeten Essigsdure zur Bildung von Hydroniumionen bei, welche
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die Polysaccharide weiter degradieren. Die Autoionisation des Wassers ist hierbei nur als
initialer Schritt beschrieben, wéihrend die Autoionisation im Zusammenhang mit der
Bildung von Essigsdure in der Literatur stirker hervorgehoben wird. Ahnliche Effekte
werden auch fiir die Uronsduren dargestellt (GARROTE et al., 1999).

CHEN und LIU (2015) geben fiir SE-Verfahren Temperaturen von 160-260 °C, das
Vorkommen von Autohydrolyse-Reaktionen und eine anschlieBende Explosion an. Wie
bereits dargestellt, ist SE die meistuntersuchte Vorbehandlungsmethode fiir Biomasse
(GALBE und ZACCHI, 2002). Sie wurde bereits flir viele Einjahrespflanzen bzw.
agrarische Reststoffe, wie Maisstroh, Reisstroh, Sonnenblumensténgel, Zuckerrohrstroh
und Ruthenhirse, aber auch fiir Pappelholz genutzt (CHEN und LIU, 2015). Fir
Eukalyptus- und Fichten-Hackschnitzel (RAMOS et al., 1992), sowie fiir Fichtenrinde
(KEMPPAINEN et al., 2012) wurden ebenfalls Versuche dazu gezeigt. JANZON et al.
(2014) und SCHUTT et al. (2012) nutzten im SR-Verfahren nicht entrindete Fichten- und

Pappelhackschnitzel mit teilweise 17 % Rindenanteil.

MARCHESSAULT (1991) beschreibt weitere Prozesse die wahrend der
Dampfdruckbehandlung auftreten. Neben der Spaltung glykosidischer Bindungen wird
auch die Spaltung von B-Ethern in der Ligninstruktur, die Spaltung von Bindungen der
LCC und weitere chemische Verdnderungen an Lignin und Kohlenhydraten beschrieben.
Zusammenfassend beschreiben GARROTE et al. (1999) grof3e Einfliisse des Prozesses
auf die Hemicellulose, bis hin zu einer nahezu vollstindigen Entfernung der
Hemicellulosen aus dem Faserstoff. In Bezug auf die Loslichkeit und Degradation der
Cellulose legen die Autoren unter Bezug auf Daten von LAMPTEY et al. (1985) 29 %
geloste resp. degradierte Cellulose fiir Maisstroh dar, das bei 190 °C fiir 30 min
aufgeschlossen wurde. Grundlegend sei die Cellulose aber bedingt durch ihre Struktur
(linear, kristallin, hoher Polymerisationsgrad) resistenter gegen hydrolytische Reaktionen
im Prozess (GARROTE et al., 1999).

DONALDSON et al. (1988) beschreiben zusétzlich eine Erhohung der Porositét bei mit
SE behandeltem Holz. Dies fiihrt zu einer erhhten Ausbeute bei der enzymatischen
Hydrolyse. GRETHLEIN (1985) gibt fiir Trichoderma reesei eine Cellulasen-Grofle von
51 A an, ohne genauer auf die Zusammensetzung aus Endo- oder Exocglucanasen bzw.
[-Glucosidasen (vgl. Kapitel 2.6.) einzugehen. Andere Autoren beschreiben ebenfalls fiir
Cellulase aus 7. reesei einen Durchmesser von 51-90 A (BURNS et al., 1989).
MICHALOWICZ et al. (1991) greifen diese Beobachtung auf und legen durch Versuche
mit Modellmolekiilen dar, dass in unbehandeltem Pappelholz nur 30 % der Poren fiir
Molekiile mit 51 A zuginglich seien. Nach einer SE-Behandlung bei 217 °C fiir
180 Sekunden zeigt sich der Effekt der Dampfdruckbehandlung in einer Zunahme auf
50 % und nach einer Behandlung bei 248 °C auf bis zu 70 %. Grundsitzlich beschreiben
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die Autoren schon bei niedrigeren Schirfegraden einen Anstieg der zugénglichen Poren.
Dies wird mit der Entfernung der Hemicellulosen aus den Poren erklért, was zu einer
Aufweitung der Poren fiihre. Erst bei schiarferen Prozessbedingungen wiirden auch die
Porenvolumina der kleinen Poren (8 A) zunehmen, was dann auf die Hydrolyse der
Cellulose bei schérferen Prozessbedingungen zuriickgefiihrt wird (MICHALOWICZ et
al., 1991).

Weiterhin beschriecben DONALDSON et al. (1988) eine Verdnderung der
Ligninverteilung in den Zellwandschichten, verbunden mit der Ausbildung von Lignin-
Agglomeraten. Diese Agglomerate verschlieBen nicht die entstandenen Poren. Die
beschriebenen Lignin-Agglomerate werden hierbei auch von verschiedenen anderen
Autoren nachgewiesen und beschrieben (EXCOFFIER et al., 1991; SELIG et al., 2007;
KRISTENSEN et al., 2008; CHANG et al., 2012).

Eine der vielfach zitierten Abbildungen stammt von EXCOFFIER et al. (1991) und ist in
Abbildung 7 dargestellt. Ersichtlich sind die sphirischen Lignin-Agglomerate im

Faserlumen, sowie in der S2 der Zellwand.

e ik 3

Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Aufnahme (EM) von Pappelholz nach SE bei 224
°C und 180 Sekunden (EXCOFFIER et al., 1991), Abdruckgenehmigung erteilt.

SELIG et al. (2007) zeigen die Verteilung von zwei verschiedenen Typen von
Ligninagglomeraten an Maisstroh, welches fiir 20 min bei 150 °C mit 2 % H>SOs4
vorbehandelt wurde (Abb. 8). Zum einen finden sich Lignin-Formationen, die sich auf
der Zellwand ablagern und eine raue Oberflache schaffen (Abb. 8A). Zum anderen treten
nahezu perfekt geformte, sphirische Kugeln (Abb. 8B) auf, welche nach SELIG et al.

(2007) den Anschein haben, als seien sie wieder an der Oberfliche der Zellwand
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angelagert worden. In Abbildung 8C wird zusitzlich die Oberfliche von unbehandeltem
Maisstroh ohne die Effekte des Dampfdruckaufschlusses als Vergleich aufgefiihrt.

Abbildung 8: SEM-Aufnahmen von zwei verschiedenen Lignin-Agglomerat-Typen (A, B)
in vorbehandeltem Maisstroh und zum Vergleich unbehandeltes Maisstroh (C) (SELIG et
al., 2007), Abdruckgenehmigung erteilt.

CHANG et al. (2012) berichten ebenfalls {iber die Bildung von Ligninagglomeraten bei
SE-Behandlungen von Maisstroh und auch KRISTENSEN et al. (2008) berichten iiber

die Bildung von zwei verschiedene Agglomerattypen in Weizenstroh (Abb. 9), welches

mittels SE vorbehandelt wurde.

Abbildung 9: SEM-Aufnahmen von Weizenstroh mit sichtbaren Lignin-Agglomeraten (4),
sowie AFM-Aufnahmen der Oberfldche mit sichtbarerer rauer Struktur (B) nach SE
(KRISTENSEN et al., 2008). Abdruckgenehmigung nach CC BY 2.0.

TAKADA et al. (2019) beschreiben im Vergleich von Douglasie und Maisstroh nach SE
und anschlieBender EH, dass das Lignin des Maisstrohs durch seine geringere Molmasse
und im Vergleich hydrophileren Eigenschaft leichter zu verfliissigen und umzulagern

war. Nichtsdestoweniger verhindert das delokalisierte Lignin eine effiziente EH
(TAKADA et al., 2019).
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Hervorzuheben ist die Ansammlung von Lignin in der Faserfraktion nach einer
Dampfbehandlung. Dies wird durch verschiedene Autoren auf die Loslichkeit und
Degradation der Hemicellulosen, aber auch mit der Bildung von sog. Pseudo-Lignin
erklart (VIVEKANAND et al., 2013; AARUM et al., 2018). HU et al. (2012) definieren
Pseudo-Lignin als ,,aromatische Verbindung, welches den Klason-Lignin-Gehalt erhoht,
aber nicht aus nativem Lignin besteht“. Ursache fiir die Bildung sind Abbauprodukte der
Kohlenhydrate, vornehmlich Furfural aber auch 5-HMF und andere Aromaten, welche zu
sdureunloslichem Pseudo-Lignin aggregieren (SANNIGRAHI et al., 2011; HU und
RAGAUSKAS, 2012).

PALMQVIST und HAHN-HAGERDAL (2000) beschreiben die in Abbildung 10
dargestellten Reaktionen der Kohlenhydrate wéhrend einer Vorbehandlung (222 °C,
7 min, 2 % w/w H2SO4). Hierbei bilden sich aus den Hemicellulosen und der Cellulose
hydrolytisch die monomeren Kohlenhydrate der Kohlenhydratkette. Weiterhin reagieren
die Pentosen (vornehmlich Xylose) unter scharfen Vorbehandlungsbedingungen zu
Furfural (DUNLOP, 1948). Die Hexosen reagieren zu 5-Hydroxymethylfurfural (5-
HMF) (KATO und KOMORITA, 1968; ULBRICHT et al., 1984). DUNLOP (1948)
beschreibt ebenfalls Experimente zur Zersetzung von Furfural zu Ameisensdure. Die
Zersetzung von 5-HMF zu Lavulinsiure wird durch ULBRICHT et al. (1984) dargestellt.
Gerade 5-HMF und Furfural und deren Degradationsprodukte haben zu einem grof3en
Teil inhibitorische Wirkungen auf EH und fakultative Fermentation. Aus diesem Grund
werden von einigen Autoren Wege zur Aufreinigung (Detoxification) der vorbehandelten
Biomasse dargestellt (JONSSON et al., 2013; JONSSON und MARTIN, 2016). Auf die
einzelnen Inhibitoren und ihre Wirkung soll in Abschnitt 2.6.1 tiefer eingegangen und im
Ergebnisteils in Bezug auf den vorliegenden Prozess dargestellt werden (vgl. Abschnitt
4.6.).
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Hemicellulose Cellulose Lignin
CH;COOH
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CHO CHO CHO CHO
H——F—OH HO——H H—7p—OH H——+—OH
HO. H HO: H HO———H HO—F+—H
H———0H H——OH HO———H H——1+—0OH Phenolische
CH,OH H—+—OH H—1—OH H——+—OH Komponenten
CH,OH CH,OH CH,OH
Xylose Mannose Galactose Glucose
\ \ HCOOH / \ HyC—— C— CHy— CHy— COOH
Furfural Ameisensiure Hydroxymethylfurfural Lavulinsdure

Abbildung 10: Umwandlung der C5- und C6-Kohlenhydrate zu 5-HMF, Furfural und
organischer Siuren (modifiziert durch SCHUTT (2012) nach PALMQVIST und HAHN-
HAGERDAL (2000)), Abdruckgenehmigung erteilt.

Weiter werden die Abbau-Reaktionen des Lignins zu phenolischen Komponenten durch
PALMQVIST und HAHN-HAGERDAL (2000) zusammengefasst. So finden sich
verschiedenste Zersetzungsprodukte des Lignins in den Extrakten nach der
Vorbehandlung der Biomasse, wie Vanillinsdure und Vanillin aus den
Guajacylpropaneinheiten des Lignins. Weiterhin entsteht aus der Zersetzung der
Syringylpropaneinheiten Syringaldehyd und Syringasdure. Weitere Produkte der
Lignindegradation sind beispielsweise alkoholische = Hydroxylgruppen oder
Verbindungen wie Hydrochinon, Brenzcatechin oder 4-Hydroxybenzoesdure
(PALMQVIST und HAHN-HAGERDAL, 2000). Auch diese Produkte konnen teilweise

die EH inhibieren, worauf im Verlauf dieser Arbeit néher eingegangen werden soll (vgl.
Abschnitte 2.6.1 und 4.6.).
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2.6 Enzymatische Hydrolyse

Der enzymatische Abbau von Polysacchariden wird als einer der Engpédsse von
(Lignocellulose)-Bioraffinerien beschrieben (IGARASHI et al., 2011; BRADY et al.,
2015). Im Vergleich zu Séduren bieten Enzyme eine Vielzahl von Vorteilen bei der
Hydrolyse, wie hohe Ausbeuten, das Fehlen von Nebenprodukten, sowie die Nutzung
einer ,,griilnen Technologie®. Quellen fiir nutzbare Cellulase-Systeme konnen zum einen
Braun-, Wei3-, Schimmel und Moderfaulepilze, aber auch anaerobe Bakterien sein
(HIMMEL et al., 1996; FANG et al.,, 2010). Herausfordern ist allerdings die
Riickgewinnung der an das Substrat gebundenen Enzyme, was einen Umfang von 30—
90 % der eingesetzten Enzyme annehmen kann (LEE et al., 1995). RODRIGUES et al.
(2015) beschreiben in diesem Zusammenhang fiir die beiden in dieser Arbeit verwendeten
Enzyme Celluclast® und Cellic® CTec 2 ein unterschiedliches Verhalten. Wihrend
Celluclast® bis 50 °C eine suffiziente Riickgewinnung ermdgliche, zeige Cellic® CTec 2
eine erheblich hohere Enzym-Substrat-Bindung. Dies mache Cellic® CTec 2 in Bezug auf

eine notwendige Riickgewinnung zu einem herausfordernderen Enzympréparat.

HIMMEL et al. (1996) beschreiben drei verschiedene Gruppen von Enzymen und ihre

jeweilige Funktion. Diese sollen im Folgenden kurz dargestellt werden:

1. endo-(1—4)-B-Glucanasen
2. exo-(1—-4)-B-Glucanasen und
3. p-D-Glucosidasen

Die Endoglucanasen (EG) konnen die Cellulose-Ketten in den amorphen Bereichen
spalten und somit neue Kettenenden zum weiteren enzymatischen Abbau produzieren. Es
existieren zusétzliche Untergruppen (EG [, I, III, V). Die Endoglucanasen aus 7. reesei,
Cel7B (TrCel7B), findet vielfach Verwendung. Die in Abbildung 11 dargestellte
Endoglucanase aus dem Bakterium Thermobifida fusca zeigt hierbei die fiir
Endoglucanasen charakteristische ,,Rinne*. Aufgrund dieser Rinne ist eine Spaltung der
Cellulosekette innerhalb der armorphen Bereichen der Kette mdglich. (PAYNE et al.,
2015).
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Abbildung 11: Darstellung der Endoglucanase TfCel6A mit sichtbarer "Rinne" (PAYNE
etal., 2015). Abdruckgenehmigung nach ACS AuthorChoice.

Die Exoglucanasen oder Cellobiohydrolasen (CBH) lassen sich je nach ihrer
Arbeitsweise vom reduzierenden (CBH I) oder nicht reduzierenden Ende (CBH II)
unterscheiden (PAYNE et al., 2015). Das aktive Zentrum der CBH liegt jeweils in einem
,»Tunnel” (Abb. 12), so dass der Abbau der Cellulosekette nur von den Kettenenden, und
nicht innerhalb der Kette (vgl. EG) erfolgen kann. Die CBHs spalten vom reduzierenden,
oder nicht reduzierenden Ende Disaccharide (Cellobiose) ab, die anschlieBend durch f-
D-Glucosidasen zu Glucose aufgespalten wird. Einige CBHs sollen allerdings auch in der
Lage sein Spaltungen innerhalb der Kette (endo-Spaltungen) durchzufiihren (PAYNE et
al., 2015; CURTEN und SPIEB, 2018).

Abbildung 12: Cellobiohydrolase I (TrCel7A4) mit sichtbarem "Tunnel" (PAYNE et al.,
2015). Abdruckgenehmigung nach ACS AuthorChoice.

Die dritte Gruppe von Enzymen sind die f-D-Glucosidasen bzw. Cellobiasen (Abb. 13).
Diese Enzyme spalten Cellobiose, aber auch Oligosaccharide bis DP 6 (JAEGER et al.,
2006), zu Glucose.

32



Allgemeiner Teil

Abbildung 13: Darstellung einer p-D-Glucosidase (Glucoamylase von A. awamori) mit
dem aktiven Zentrum in einer Tasche (DAVIES und HENRISSAT, 1995),
Abdruckgenehmigung erteilt.

Das aktive Zentrum der f-D-Glucosidasen liegt in einer Tasche und die Spaltung erfolgt
ebenfalls vom Kettenende. TEUGJAS und VALJAMAE (2013), sowie GALBE und
ZACCHI (2002) berichten iiber die starke inhibitorische Wirkung der Cellobiose auf die

Cellulasen. Durch den Abbau der Cellobiose wirken die Cellobiasen dieser

inhibitorischen Wirkung entgegen.

Die beschriebene Wirkungsweise der o. g. Enzymtypen mit Kennzeichnung der
reduzierenden (R) und nicht reduzierenden (NR) Enden kann zusammenfassend in einer

schematischen Darstellung veranschaulicht werden (Abb. 14).

“ Cel7B

NR NANAANAN

R

"_E;IGA 1 Cel'/-A\_“

Cel7A Cel6A

e
" L\ S
" Cel6A Cel7A “

R

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der FEndo- und
Exoglucanasen (PAYNE et al., 2015). Abdruckgenehmigung nach ACS AuthorChoice.
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2.6.1 Limitierende Faktoren der EH

Die Herstellung von Fermentationszuckern aus vorbehandelter Biomasse mittels
enzymatischer Hydrolyse hdngt insbesondere von den bereits beschriebenen
Eigenschaften des Substrates ab (HENDRIKS und ZEEMAN, 2009).

HENDRIKS und ZEEMAN (2009) geben zusammenfassend Faktoren an, die die
Hydrolyse von Lignocellulosen beeinflussen konnen. Dazu gehoren neben der
Kristallinitét der Cellulose ebenfalls der durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP), die
Feuchtigkeit, die zugéngliche Oberfliche und der Ligningehalt. Zum Einfluss der
Kristallinitdt auf die EH entwickelten verschiedene Autoren Theorien. CHANG und
HOLTZAPPLE (2000) legen beispielsweise einen negativen Einfluss hoher Kristallinitit
dar, beschreiben aber, dass auch bei hoher Kristallinitét ein (verzogerter) enzymatischer
Abbau stattfinden kann. CAULFIELD und MOORE (1974) legen weiterhin dar, dass eine
kleinere Partikelgrofle und eine grofere verfiigbare Oberfldche einen groferen Einfluss
auf die EH habe, als die Kristallinitit.

Weiterhin stellen HENDRIKS und ZEEMAN (2009) dar, dass die Porengréf3e ebenfalls
einen relevanten Einfluss auf die EH hat. Die Entfernung der Hemicellulosen erhéhe die
durchschnittliche PorengréBe und fithre dadurch zu einer verbesserten Zugénglichkeit fiir
die Enzyme. Die Trocknung des Substrates kann zu einem Kollaps der Poren fiihren, was
zu einer Verminderung der Porengréf3e und damit zu einer schlechteren enzymatischen
Hydrolyse fiihrt (GROUS et al., 1986). ZHANG und LYND (2004) beschreiben
weiterhin, dass Cellulasen in den Poren ,,gefangen* werden konnen, wenn die interne
Oberflache grofer sei als die externe, was zu schlechteren Hydrolyseausbeuten fiihre.
Dies sei den Autoren zufolge bei vielen LCB der Fall.

JONSSON und MARTIN (2016) beschreiben weitere inhibierende Effekte auf eine EH.
So kidmen ebenfalls unproduktive Bindungen zwischen den Enzymen und verbliebenen
Hemicellulosen vor (PAREEK et al., 2013). Ebenfalls wirkten Hemicellulose wie eine

blockierende Schicht auf den Fasern und verschlechterten die Zugénglichkeit fiir Enzyme
(BERLIN et al., 2007).

TEUGJAS und VALJAMAE (2013) gehen auf die inhibitorische Wirkung von Glucose
und Cellobiose beziiglich der Aktivitdit von Cellulasen ein. Ebenfalls habe das
Vorkommen von Xylooligomeren (QING et al., 2010) und von Mannan-Polysacchariden
(KUMAR und WYMAN, 2014) einen negativen Einfluss auf die Hydrolyserate der

Cellulasen.

Die Bedeutung von 16slichen aromatischen Verbindungen wird durch XIMENES et al.
(2011) dargestellt. So wurde der Effekt von Tanninsdure, Gallussdure, Zimtsédure,

Ferulasdure, p-Cumarsdure, Sinapinsdure. 4-Hydroxybenzoesdure, Vanillin und
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Syringaldehyd auf die Aktivitdt verschiedener Cellulasen und S-Glucosidasen untersucht.

Den groBten Effekt zeigten hierbei die polymere Tanninsduren.

2.6.2 Optimierung der EH durch Ligninextraktion

CHANG und HOLTZAPPLE (2000) geben zu dem Einfluss des Lignins an, dass dieses
die EH behindere. Grundlegend werden Phenole und Lignin als Inhibitoren fiir die EH
dargestellt (OLIVA-TARAVILLA etal. (2016)). PAREEK et al. (2013) beschreiben dazu
ebenfalls den Effekt von unproduktiven Bindungen zwischen den Enzymen und dem

Lignin der vorbehandelten Biomasse.

Ergebnisse von SCHUTT et al. (2011) in Bezug auf eine Ligninextraktion mit
nachfolgender EH geben ein fiir den in dieser Arbeit vorliegenden Prozess detaillierteres
Bild. Demnach ergibt sich fiir dampfdruckbehandelte Pappel bis zu einem Schirfegrad
von 4,0 eine verbesserte EH nach einer Ligninextraktion. Ab einem Schirfegrad von log
Ro = 4,0 kehrt sich dieser Effekt um und es werden geringere Hydrolyseraten erzielt.
ISHIZAWA et al. (2009) zeigen zum Effekt des Lignins und der Delignifizierung, dass
eine partielle Entfernung des Lignins zu einer Verbesserung der enzymatischen
Hydrolyse fiihre. Eine nahezu komplette Delignifizierung und Entfernung des Lignins
(<5 %) und des Xylans hingegen fiihre zu einer Verringerung der Ausbeuten. Dies wird
mit einer Aggregation der Cellulose-Mikrofibrillen erklart, die eintritt, wenn Lignin und
Xylan nicht mehr zwischen den Mikrofibrillen vorhanden sind. Der komplette Abbau des
Lignins sei nach CHEN et al. (2010) ebenfalls nicht notwendig und eine Reduktion um
15-25 % reiche oftmals aus. Dabei fithren die Autoren ebenfalls eine Vermutung aus,
dass das verzweigte Lignin der primdren Zellwand einen gréferen inhibitorischen Effekt

habe, als das lineare Lignin der Sekundédrwand.
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2.7 Nebenprodukte und deren Verwendung

Im Folgenden soll auf die Bildung von Nebenprodukten der in dieser Arbeit gewihlten
Prozessschritte eingegangen werden. Dies betrifft zum einen Lignin als Produkt einer
moglichen Ligninextraktion, Furane aus der Degradation der Kohlenhydrate und weitere
in der Literatur beschriebene Verbindungen. Weiterhin soll ein kurzer Uberblick iiber
mogliche Verwendungen gegeben werden, die einen positiven Einfluss auf die

O6konomische Prozessbetrachtung haben konnten.

2.7.1 Lignin

Die Verwendung des Lignins stellt einen wichtigen Baustein zur Wirtschaftlichkeit einer
Bioraffinerie dar (SANNIGRAHI und RAGAUSKAS, 2011). ANDERSON et al. (2016)
gehen davon aus, dass ein Grofteil des Lignins zur Produktion von Energie und Dampf
thermisch verwertet wird. Dies fiihre zu einer vergleichsweise geringen Wertschopfung.
RAGAUSKAS et al. (2014) fiihren dagegen Verwendungen auf, die fiir Bioraffinerie-
Lignine Verwertungen mit hoheren Wertschopfungen ermoglichen konnten. Angegeben
wird beispielsweise die Herstellung von Carbonfasern zur Produktion von effizienten
Leichtfahrzeugen. Weiterhin sei die Produktion von pflanzenbasierten Kunststoffen und
Kompositen moglich. Fiir Ligninfraktionen, die nicht zur Herstellung von technischen
Materialien geeignet seien, sei die Weiterverwertung zu Kraftstoffen und Chemikalien
iiber eine katalytische, thermische bzw. pyrolytische Fragmentierung des Lignins
moglich. So wird beispielsweise die Herstellung von 1,4-Butandiol, Adipinséure oder
Vanillin beschrieben. Fiir SE-Lignine geben SHEVCHENKO et al. (1999) an, dass
Kondensationsreaktionen einer Verwendungen als niedermolekulare Chemikalien im
Wege stehen und chemische Modifikationen des Lignins, wie beispielsweise
Oxoammonisierung oder Sulphonierung, fiir hochwertige Weiterverarbeitungen ndotig
und moglich seien. LI et al. (2009) geben an, dass zur Verbesserung der stofflichen
Ligninnutzung eine homogene, niedermolekulare Ligninfraktion wiinschenswert sei.
Bisher wiirden allerdings heterogene, in ihrer Reinheit sehr unterschiedliche

Ligninfraktionen nach SE generiert.

2.7.2 5-Hydroxymethylfurfural

Die Nutzung des aus den Hexosen anfallenden 5-Hydroxymethylfurfurals (5-HMF) wird
in der Literatur vielfach beschrieben. CHINNAPPAN et al. (2016) stellen dazu fest, dass
5-HMF als Plattformchemikalie eine besondere Rolle spiele, da es nachfolgend zu
hochwertigen Polymeren, wie Polyurethan oder Polyamiden, weiterverarbeitet werden
kann. Weiterhin sei die Weiterverarbeitung zu Biokraftstoffen oder die Umwandlung zu
Dimethylfuran, Lévulinsdure, 2,5-Furandicarbonsdure, 2,5-Diformylfuran oder

Dihydroxymethylfuran moglich.
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Eine Zusammenfassung der moglichen kommerziellen Chemikalien, die aus 5-HMF

erzeugt werden konnen, ist in Abbildung 15 dargestellt.

2-Methylfuran

2, 5- Dimethylfuran

/// 2-Hydroxymethylfuran

fo) ———— 2, 5- Dimethyltetrahydrofuran

A
H \ / ©
— 2_ 5- Bis(hydroxymethyl)furan

5-Hydroxymethylfurfural

\\\ 2.5-Furandicarbonsiure

Lavulinséure

Ameisensdure

Abbildung 15: 5-HMF als Plattformchemikalie fiir eine Vielzahl von Folgeprodukten
(CHINNAPPAN et al., 2016), Abdruckgenehmigung erteilt.

Das Vorkommen von 5-HMF und seinen Degradationsprodukten ist dabei umfangreich
fiir Dampfdruckaufschliisse beschrieben (CANTARELLA etal., 2004b; JACQUET et al.,
2011; SCHUTT et al., 2012).

2.7.3 Furfural

MAMMAN et al. (2008) geben an, dass aktuell kein synthetischer Weg zur Produktion
von Furfural vorliege. Eine Herstellung sei demnach nur tiber die Dehydrierung von
Pentosen aus Lignocellulosen mdglich. Die theoretisch moglichen Ausbeuten an Furfural

fiir verschiedene Rohstoffe sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Theoretische Ausbeuten an Furfural aus unterschiedlichen Rohstoffen
(MAMMAN et al., 2008).

Furfural
Rohstoff

(kg/t atro)
Maiskolben 220
Bagasse 170
Maisstangel 160
Sonnenblumenspelzen 160

Laubholz 150-170
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MACHADO et al. (2016) fiihren als weitere Produkte mit hoher Wertschépfung, die aus
Furfural hergestellt werden konnen, Diingemittel, Kunststoffe, Tinten, Fungizide,
Nematizide, Klebstoffe und Aromastoffe und Antazida, auf.

YAN et al. (2014) beschreiben zusammenfassend die katalytische Hydrierung von
Furfural zu  Furfurylalkohol, Tetrahydrofurfurylalkohol, 2-Methylfuran, 2-
Methyltetrahydrofuran, Furan, Tetrahydrofuran und weiteren hochwertigen Chemikalien

wie 1-Butanol, 1,5-Pentandiol, Cyclopentanol, Cyclopentanon, Dihydropyran und Butan

Das Marktvolumen an biobasiertem Furfural liege nach MAMMAN et al. (2008) bei 200—
210 Tausend Tonnen pro Jahr, wovon 60—-62 % fiir die Produktion von Furfurylalkohol
verwendet werden. Furfural wird aufgrund seiner thermischen, physikalischen und
korrosionsschiitzenden Eigenschaften zudem fiir die Produktion von Harzen eingesetzt.
Der groBte Produzent und Exporteur weltweit sei die Volksrepublik China (MAMMAN
etal., 2008; YONG et al., 2022).

2.7.4 Weitere Nebenprodukte

Neben den dargestellten Neben- und Degradationsprodukten fallen insbesondere im
Extrakt weitere Komponenten an, die beispielsweise aufgrund ihrer inhibitorischen
Wirkung auf nachfolgende Prozesse von Relevanz sind. Basierend auf Vorergebnissen
von PALMQVIST und HAHN-HAGERDAL (2000), sowie KLINKE et al. (2004)
beschreiben ZHANG et al. (2013) eine kondensierte Liste von Nebenprodukten aus einem
Dampfdruckprozess mit Maisstroh. Als Ubergruppen werden schwache Siuren, die
bereits beschriebenen Furane und phenolische Bestandteile genannt. Unter den
schwachen Séduren werden Essig- und Ameisensdure zusammengefasst. Als Furane
werden 5-HMF und Furfural angegeben. Die Reihe der phenolischen Nebenprodukte
besteht aus sieben Verbindungen: Vanillinséure, 4-Hydroxybenzoesédure, Ferulasiure, 4-
Hydroxybenzaldehyd, Vanillin, Syringasdure und p-Coumarsdure. Auf diese
Verbindungen und deren Vorkommen in der fliissigen Extraktfraktion wird im speziellen
Teil dieser Arbeit weiter eingegangen werden.
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3 Arbeitsbeschreibung

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich anhand der vorgelegten Publikationen sortieren.
Dies wird im Folgenden im Rahmen einer systematischen Arbeitsbeschreibung
dargestellt.

Publikation 1 (Steam Refining with Subsequent Alkaline Lignin Extraction as an
Alternative Pretreatment Method to Enhance the Enzymatic Digestibility of Corn) greift
die urspriingliche Projektidee auf, indem Maisstroh als agrarischer Reststoff
charakterisiert, Dampfdruckbehandelt und anschlieBend enzymatische hydrolysiert wird.
Neben der sauren Hydrolyse zur Charakterisierung der erzeugten Faserstoffe und
Extrakte wurde in diesem Projektabschnitt ebenso die alkalische Ligninextraktion zur
Optimierung der EH-Ergebnisse fiir die beteiligten Projektpartner beschrieben und
angewandt. Die extrahierten Faserstoffe und die erzeugten Lignine wurden ebenso
umfassend beschrieben. Basierend auf dieser Arbeit resultieren daher die
Rohstoffbeschreibung des ersten Maisstrons DE 1, die daraus resultierenden
Kohlenhydratbeschreibungen der extrahierten und nicht extrahierten Faserstoffe, sowie
der Extrakte. In Bezug auf die Extrakte wurde ebenso die Belastung mit Furanen als
Degradationsprodukte der Dampfdruckbehandlung betrachtet. Die EH-Ergebnisse der
behandelten Faserstoffe vor und nach Extraktion werden ebenso in dieser Arbeit
beschrieben. Weiterhin entstammen die dargestellten Ergebnisse der Lignine und deren

Kohlenhydratverunreinigungen dieser Arbeit.

Nach den positiven Ergebnissen fiir Maisstroh stellte sich im Projektverlauf die Frage
nach der ganzjdhrigen Verfligbarkeit der bendtigten Biomasse. Bioraffinerien die
prozessbedingt auf Monosubstrate angewiesen sind, stehen mit Maisstroh, das nur einen
Erntezeitpunkt im Herbst aufweist, vor einer besonderen Herausforderung. Um dieser
Herausforderung gerecht zu werden, wurde in Publikation 2 (Maize Silage Pretreatment
via Steam Refining and Subsequent Enzymatic Hydrolysis for the Production of
Fermentable Carbohydrates) ein siliertes, agrarisches Material (Maissilage, MS) genutzt,
um mogliche Einfliisse der Silierung auf den Prozess abschdtzen und beurteilen zu
konnen. Die Silierung stellt dabei eine etablierte und sichere Methode zur Erhdhung der
Lagerstabilitdt mit geringen Kohlenhydratverlusten dar. Vor diesem Hintergrund wurden
in der vorliegenden Publikation vergleichende Untersuchungen mit den in Publikation 1
gefundenen Daten erstellt. Auf eine Ligninextraktion wurde in diesem Abschnitt
verzichtet, da Maissilage im Regelfall vor der Lignifizierung gehdckselt wird. Die
Maissilage-Daten zur Rohstoffcharakterisierung, der Kohlenhydratbestimmung der
Extrakte und Faserstoffe, die Furanbelastung der Extrakte und die Darstellung der EH-

Ergebnisse im speziellen Teil dieser Arbeit entstammen daher der Publikation 2.
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Arbeitsbeschreibung

Die abschlieBende Publikation 3 (Analytical Characterization and Inhibitor Detection
in Liquid Phases Obtained After Steam Refining of Corn Stover and Maize Silage) stellt
die inhaltliche Verkniipfung der in den vorgenannten Publikationen verwendeten
Rohstoffe dar. Nach der eingehenden Bearbeitung der Fragestellungen zur Nutzung der
Faserfraktion im Rahmen einer enzymatischen Hydrolyse wurden Moglichkeiten zur
stofflichen Verwendung der Extraktfraktion bearbeitet. Die Verwertung der durch
Kohlenhydratdegradation mit Inhibitoren belasteten Extraktfraktion stellt hierbei eine
Herausforderung dar. Verschiedene Autoren beschreiben dabei bei einer gemeinsamen
Nutzung beider Fraktionen den negativen Einfluss des Extraktes auf den Prozess. Andere
Autoren fanden hingegen keinen Einfluss in gemeinsamen enzymatischen Hydrolysen,
beschreiben aber den negativen Einfluss auf eine anschlieBende Fermentation, die
sensibler in Bezug auf Inhibitoren sei. Eine isolierte Betrachtung der nahezu
inhibitorfreien Faserfraktion erschien daher fiir eine ganzheitliche Betrachtung des
Prozesses nicht ausreichend. Basierend auf diesen Uberlegungen wurden daher
Untersuchungen in Bezug auf die relevantesten Inhibitoren durchgefithrt, um
Abschitzungen zur Inhibitorbelastung und zur Relevanz einzelner Inhibitoren im

daliegenden Prozess abgeben zu konnen.

Zusétzlich zu den in den Publikationen verwendeten Rohstoffen wurden zwei weitere
Maisstroh-Rohstoffe mit in das vorliegende Manuskript aufgenommen. Diese Ergebnisse
waren nicht Bestandteil der Publikationen und sollen regionale und saisonale
Unterschiede darstellen. Dabei handelt es sich um ein weiteres deutsches Maisstroh (DE

2) und eine chinesische Variante (CHN), die projektbezogen mit aufgenommen wurde.

Weiterhin erlangte im Rahmen des Projektes die Nutzungsmdoglichkeit von
Maisstrohsilage (MSS) ein grof3es Interesse, da es die anfallenden, nutzbaren Mengen mit
einer moglichen Lagerung verbindet. Daher wurden zum Ende des Projekt- und
Promotionszeitraumes einige Referenzaufschliisse von Maisstrohsilage durchgefiihrt. Die
erlangten Ergebnisse wurden ebenfalls in das Manuskript aufgenommen, um das

Potenzial dieses vielversprechenden Rohstoffes erfassen zu konnen.
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4 Spezieller Teil — Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Dampfdruckaufschlusses auf Maisstroh,
Maissilage und Maisstrohsilage untersucht. Der Einfluss des Schéirfegrades und die
Optimierung auf einen bestmoglichen enzymatischen Abbau hin zu monomeren
Kohlenhydraten standen dabei im Vordergrund. In diesem Zusammenhang wurde
ebenfalls der Einfluss einer alkalischen Extraktion untersucht, um zum ecinen den
Ligningehalt zu reduzieren und zum anderen die Zuginglichkeit fiir eine optimale EH zu
verbessern. Zusétzlich wurde die Eignung von silierter Biomasse betrachtet. Mit der
Silierung steht eine etablierte Methode zur Verfiigung, um Biomasse haltbar und damit

fiir Bioraffinerien ganzjéhrig verfiigbar zu machen.

Zur Beurteilung des Schirfegradeinflusses auf die verwendeten Biomassen wurden die
entstandenen Fraktionen im Hinblick auf ihre Ausbeuten bilanziert und in Bezug auf ihre
Kohlenhydratzusammensetzung charakterisiert. Weiterhin wurden Inhibitoren und
Nebenprodukte aus der Degradation der Kohlenhydrate unter hohen Temperaturen in der
16slichen Extrakt- oder Fliissigphase analysiert. Ebenso wurden die alkalisch gewonnenen
und gefillten Lignine in Bezug auf ihre Kohlenhydratkontamination beschrieben. Im
Folgenden werden diese Ergebnisse in ihrem Zusammenhang dargestellt werden, wobei
auch hier der Hinweis auf das in Abschnitt 3 beschriebene Arbeitsschema gegeben

werden soll.

4.1 Rohstoffcharakterisierung

Die Zusammensetzung der verwendeten Rohstoffe bildet das Fundament fiir die Eignung
als Substrat fiir den Dampfdruckaufschluss und die folgende EH. Die verwendeten
Rohstoffe gehoren alle, wie bereits im allgemeinen Teil dargestellt, zu der Obergruppe
der LCB. Deren chemische Zusammensetzung, grundlegend bestehend aus Cellulose,

Hemicellulosen und Lignin, wird im Folgenden dargestellt.

Die verwendeten Rohstoffe stammen zum einen aus unterschiedlichen Provenienzen und
Erntejahren, zum anderen wurden aber auch Rohstoffe mit verschiedentlicher
Zusammensetzung und Herstellungstechnik gewéhlt, um auch analytische ein
breitgefiachertes Rohstoffspektrum in dieser Arbeit darstellten zu kénnen. Es wurde
deutsches Maisstroh aus Fulda, Hessen (Erntejahr: 2018) und aus Grub, Bayern
(Erntejahr: 2019) verwendet. Weiterhin Maisstroh aus Nanjing, China (Erntejahr: 2018).
Die Maissilage (Erntejahr: 2018) wurde in Bardowick, Niedersachsen geerntet und
anschlielend siliert. Die Maisstrohsilage (Erntejahr: 2020) wurde durch die Bayerische
Landesanstalt  fiir =~ Landwirtschaft  (LfL)  bereitgestellt. = Die  jeweilige
Rohstoffcharakterisierung ist in Tabelle 12 dargestellt. Die Rohstoffcharakterisierungen
des Maisstrohs aus Fulda sind aus KRAFFT et al. (2020a) und die Charakterisierung der
Maissilage aus KRAFFT et al. (2020b) entnommen. Das Maisstroh aus Fulda wurde
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lufttrocken und ohne Spindeln eingesetzt. Die restlichen Rohstoffe wurden erntefeucht

mit einem Trockengehalt von rund 30—40 % verwendet.

Tabelle 7: Vergleich der Extraktstoff-, Kohlenhydrat-, Lignin- und Aschegehalte der
genutzten Rohstoffe.

Komponenten Maisstroh
(%) MS MSS
DE 1 DE 2 CHN
Petrolether 0,8 0,7 0,4 2,5 0,5
Aceton/H>0 (9:1) 8,1 4,9 11,5 6,6 6,9
Extrakte

HO 7,3 7,5 10,0 15,6 9,4

z 16,2 13,0 21,9 24,7 16,8

Gle 35,6 38,6 31,3 43,8 37,5

Xyl 19,5 21,1 17,7 13,7 20,7

Ara 2,9 2,9 2,2 2,5 2,4

KH Gal 0,9 0,9 0,8 0,8 0,7
Man 0,3 0,3 0,3 0,3 0,1

Rha 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

)Y 59,3 63,9 52,4 61,2 61,5

saureunloslich 17,1 15,0 14,9 9,3 15,1

Lignin saureloslich 2,2 2,5 2,4 2,6 3,0
z 19,3 17,5 17,3 11,9 18,1

Asche 6.4 5,5 5.6 3,5 5,7

Wie in Tabelle 7 dargestellt zeigen sich fiir die verwendeten Rohstoffe unterschiedliche
Zusammensetzungen. Verglichen mit den Maisstrohproben aus Deutschland, zeigt die
Variante aus Nanjing die hochsten Extraktgehalte. Die hochsten Glucosegehalte weist das
Maisstroh DE 1 auf, wohingegen Maisstroh CHN die niedrigsten Glucosegehalte zeigt.
In Bezug auf die beschriebenen Literaturwerte (vgl. Abschnitt 2.4.1) liegen die Gehalte
aller Maisstrohrohstoffe im Bereich der natiirlichen Streuung. Dies gilt ebenso fiir die
ermittelten Xylosegehalte, wobei angenommen werden kann, dass diese im Maisstroh aus
Fulda aufgrund der aussortierten Maiskolbenbestandteile im nicht sortierten Rohstoff
hoher ausfallen konnten. Die weiteren, in kleineren Mengen vorkommenden,
Hemicellulosen zeigen eine groBe Ubereinstimmung unter den verschiedenen

Maisstrohproben.

Die dargestellten Ligningehalte schwanken im Bereich der erwartbaren Streuung eines
natiirlichen Rohstoffes unterschiedlicher Erntejahre und Herkiinfte. Aus den ebenfalls in
Abschnitt 2.4.1 dargestellten Literaturwerten zeigt sich, dass fiir Maisstroh eine grof3e
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Bandbreite der Ligningehalte nachgewiesen wurde. Dies héngt aller Voraussicht nach
erheblich vom Erntezeitpunkt und der entsprechenden Lignifizierung der Biomasse ab.
Fiir das sdureldsliche Lignin wurden ebenso Messwerte ermittelt, die im unteren Bereich
der Literaturwerte nach KIM et al. (2003) und ZHU et al. (2009) liegen. Dies gilt ebenso
fiir die im Rahmen der Rohstoffcharakterisierung durchgefiihrte Aschebestimmung der
Maisstroh-Varianten.

Landwirtschaftliche Maissilage zeigt im Vergleich zu Maisstroh hohere
Extraktausbeuten, was insbesondere auf eine Stirke-Fraktion zuriickzufiihren ist, die
wihrend der HeiBwasserextraktion geldst wird. Dies ldsst sich durch die im Gegensatz zu
Maisstroh vorkommenden, technisch angequetschten Maiskorner im Rohstoff erkliren.
Auch bei den Kohlenhydraten zeigt sich dieser Einfluss in hoheren Glucosegehalten. Fiir
die Hemicellulosen zeigen sich im Vergleich zu Maisstroh niedrigere Gehalte (Tab. 7).
Der bereits erwidhnte Zusammenhang zwischen Erntezeitpunkt und Ligningehalt ldsst
sich ebenso fiir die Maissilage beschreiben, die als Ganzpflanze und insbesondere
deutlich friither, vor der Lignifizierung, geerntet wird. AbschlieBend zeigen sich im
direkten Vergleich zu den Maisstroh-Varianten signifikant niedrigere anorganische
Komponenten, die als Asche bestimmt wurden. Dies steht auch in Ubereinstimmung mit
den in der Literatur verfiigbaren (Roh)-Aschegehalten nach WEIRB et al. (2011) und
OLESKOWICZ-POPIEL et al. (2011), die Werte von < 4,5 % bzw. von rund 1,5 %

angeben.

Die Rohstoffanalytik der MSS zeigt Extraktgehalte von 16,8 %. Wihrend LIU et al.
(2014) deutlich geringere Werte aufzeigen, stellen WENDT et al. (2018) fiir
labortechnisch siliertes und ASE-extrahiertes Maisstroh Extraktgehalte von 21 % fest.
Letztere zeigen allerdings auch wasserlosliche Kohlenhydrate im Wasserextrakt. Die
ermittelten Kohlenhydrate nach der Extraktion decken sich weitgehend mit den durch
SUN et al. (2011a) dargestellten Werten. Diese stellten in der verwendeten MSS rund
40 % Glucose, 19 % Xylose und 1,75 % Arabinose fest. Die Ligningehalte liegen ohne
die Aufsummierung mit dem sdureldslichen Lignin nahezu auf dem gleichen Niveau wie
in den Arbeiten von SUN et al. (2011a) mit 14,86 % und WENDT et al. (2018) mit 14,6
%. In beiden Arbeiten wird die Ermittlung des Gehaltes an sdureloslichem Lignin
allerdings auch nicht erwédhnt, obwohl WENDT et al. (2018) ebenfalls mit einer
zweistufigen, sauren Hydrolyse arbeiten. Der in dieser Arbeit ermittelte Aschegehalt liegt
iiber den zusammengefassten Werten von SUN et al. (2011a). WENDT et al. (2018)
zeigen eine hohe Bandbreite an Aschegehalten (9,0-19,4 %), abhédngig von der
Erntemethode. Weiterhin zeigen sie eine Reduktion der ermittelten Asche nach einer der
Silierung vorgeschalteten Wische. Festzustellen sind verschiedene Faktoren, die den
Aschegehalt des verwendeten Materials beeinflussen. Die in dieser Arbeit ermittelten
Werte lassen sich daher in die Literaturwerte einreihen.
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4.2 Ergebnisse der Dampfdruckaufschliisse

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Dampfdruckaufschliisse miteinander verglichen
werden. Dabei werden nur diejenigen gezeigt, die iiber den Schirfegrad direkt
miteinander vergleichbar und nur durch ihre individuelle Zusammensetzung
unterschiedlich sind. Hierbei limitierte die Rohstoffmenge des importierten Maisstrohs
aus China den direkt Versuchsrahmen auf fiinf Aufschliisse. Weitere

Aufschlussbedingungen und Auswertungen fiir das Maisstroh aus Fulda sind in KRAFFT
et al. (2020a) dargestellt.

4.2.1 Faserstoff- und Extraktausbeuten

Abbildung 16 zeigt die nach dem Dampfdruckaufschluss ermittelten Faserstoff- und
Extraktausbeuten der Maisstroh-Varianten. Diese zeigen grundlegend dhnliche Muster,
die im Folgenden ndher erkldrt werden.
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Abbildung 16: Faserstoff- und Extraktausbeuten der Maisstroh-Rohstoffe nach einem
Dampfdruckaufschluss zwischen einem Schdrfegrad von log Ry = 2,77-3,94.

Wihrend die Faserstoffausbeuten mit zunehmendem Schérfegrad kontinuierlich
abnehmen, stellt sich fiir die Extraktstoffausbeuten {iberwiegend, mit der Ausnahme des
Rohstoffes CHN, eine stetige Zunahme mit ansteigender Schirfe dar. Die hochsten
Faserstoffausbeuten und die niedrigsten Extraktausbeuten zeigt das Maisstroh aus Fulda.
Weiterhin ldsst sich eine kontinuierliche Abnahme der Faserstoffausbeute mit

zunehmendem Schérfegrad ermitteln. In Bezug auf die Extraktausbeute stellt sich eine
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Zunahme dar, die mit zunehmender Schirfe abflacht. Fiir weitere Untersuchungen des
Rohstoffs bei Prozessbedingungen > log Ro = 3,94 kann eine Abnahme der
Extraktausbeuten bei schérferen Prozessbedingungen beobachtet werden, die auf
temperaturinduzierte Degradation zuriickzufiihren ist (KRAFFT et al., 2020a). Der
Vollstindigkeit halber hervorzuheben ist, dass der Rohstoff DE 1 aus Fulda, im Vergleich
zu den weiteren verwendeten Rohstoffen, lufttrocken und ohne Maisspindelreste
eingesetzt wurde. Dies hat insbesondere Auswirkungen auf die enzymatische
Abbaubarkeit, aber unter Umstinden auch auf andere Prozesse, weswegen diese

Rahmenbedingungen an dieser Stelle kurz erwéhnt werden soll.

Die beiden weiteren, erntefeuchten Rohstoffe zeigen grundsitzlich das gleiche Verhalten.
Im Unterschied zum Maisstroh aus Fulda zeigen sich allerdings niedrigere
Faserstoffausbeuten und hohere Extraktausbeuten. Insbesondere der Aufschluss des
chinesischen Maisstrohs CHN fiihrt zu hoheren Extraktausbeuten. Beide Rohstoffe
zeigen hierbei ebenso ein Abflachen bzw. eine Abnahme der Ausbeuten mit hoheren
Schirfegraden. Abweichend zeigt das Maisstroh CHN bereits eine Abnahme der
Extraktausbeute bei log Ro = > 3,65, wihrend fiir die Extraktausbeute des bayerischen
Maisstrohs DE 1 noch eine leichte Zunahme der Ausbeuten ermittelt wurde. Das
Maisstroh aus China zeigt sogar einen Schnittpunkt aus Faserstoff- und Extraktausbeute
bei einem Schirfegrad von log Ro = 3,94. An dieser Stelle tibersteigt die Extraktausbeute
die Ausbeute an Faserfraktion. Fiir beide Rohstoffe kann analog zu den publizierten
Ergebnissen (KRAFFT et al., 2020a) mit abnehmenden Extraktausbeuten bei schérferen

Bedingungen ausgegangen werden.

Zur Uberpriifung der Varianz innerhalb der Dampfdruckaufschliisse wurden
Dreifachversuche bei einem hohen Schérfegrad von log Ro = 4,42 (200 °C / 30 min) mit
der Maisstrohprobe DE 2 durchgefiihrt (KRAFFT et al., 2020a). Diese Untersuchung
zeigen eine Abweichung von <=+ 1 % in Bezug auf die Extrakt- und Faserstoffausbeute.
Anlagentechnisch waren Temperaturen > 200 °C nicht erzielbar, weswegen der
Schirfegrad in diesem Fall maBgeblich iiber die Zeitdauer eingestellt wurde. SCHUTT
(2012) gibt in diesem Zusammenhang an, dass bei einem kalkulatorisch gleichen
Schérfegrad die Temperatur einen groferen Einfluss auf die Ausbeuten habe, als die

Zeitdauer der Vorbehandlung.

Bei dieser Dreifachkontrolle zeigt sich ebenfalls eine Abnahme der Extraktausbeuten
unter schirferen Prozessbedingungen, was die vorausgegangene Annahme untermauert.
In diese Betrachtung sind weitere Faktoren, wie Maissorte, Bodenverhéltnisse und die
vorherrschenden Klimabedingungen als mdgliche Faktoren mit einzubeziehen, die die
Zusammensetzung und das Prozessverhalten der Biomasse beeinflussen kénnen. Diese

konnen zu Variationen der Extrakt- und Faserausbeuten der jeweiligen Rohstoffe fiihren.
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Versuche bei unterschiedlichen Temperatur- und Zeitbedingungen, aber vergleichbaren
Schérfegraden (log Ro = 3,94 / 3,95 fiir 190 °C / 20 min und 200 °C / 10 min bzw. log Ro
=4,24 /4,25 fiir 200 °C/ 20 min und 210 °C/ 10 min) ergaben sehr dhnliche Ergebnisse.
Dies belegt, dass im hier gewéhlten Reaktionsraum die Giiltigkeit des Schérfegrades
gegeben ist (KRAFFT et al., 2020a).

Aus dem Vergleich der einzelnen Rohstoffe lassen sich verschiedene Schlussfolgerungen
ableiten. Grundsétzlich zeigt sich die natiirliche Varianz der Proben, hervorgerufen durch
unterschiedliche Herkunft, Erntejahre und biotische / abiotische Rahmenbedingungen.
Die dargestellten Verhaltensmuster der Fraktionen mit zunehmendem Schérfegrad der
Dampfdruckbehandlung sind in der Literatur gleichlautend dargestellt (SCHUTT et al.,
2011; JANZON et al., 2014; TAKADA et al., 2019; HAGEL und SAAKE, 2020).

Neben den Maistroh-Varianten wurde ebenso Maissilage vorbehandelt. Diese zeigt, wie
bereits dargestellt, grundlegende Unterschiede, wie Erntezeitpunkt, Zusammensetzung
und/oder Silierung, im Vergleich mit den anderen Rohstoffen auf. Die unter gleichen

Prozessbedingungen (vgl. Abb. 16) vorbehandelte Maissilage ist daher in Abbildung 17
dargestellt.
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Abbildung 17: Die ermittelten Ausbeuten fiir Maissilage nach Dampfdruckaufschliissen
von log Ro = 2,77 bis 3,94 (KRAFFT et al., 2020b).

Wie dargestellt zeigen sich schon bei den niedrigsten Schérfegraden hdhere
Extraktausbeuten. Dies steht im Kontrast zu den bereits dargestellten Daten der
Maisstroh-Proben (vgl. Abb. 16). XU et al. (2010) zeigen Faserstoffausbeuten von 46 %
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nach hydrothermaler Vorbehandlung von Maissilage bei log Ro =2,98. Die grundlegende
Entwicklung einer sinkenden Faserstoffausbeute und steigender Extraktausbeute mit
zunehmendem Schirfegrad, die bereits flir Maisstroh gezeigt werden konnten, kann auch
bei Maissilage beobachtet werden. XU et al. (2010) berichten ebenso von fallenden
Faserausbeuten mit schérferen Prozessbedingungen. Die geringere Resilienz der silierten
Biomasse gegeniiber den Aufschlussbedingungen kann mitunter durch einen
saurekatalytischen Effekt der Milchsdure auf den Prozess begriindet werden. Weiterhin
liegt die Maissilage durch den fritheren Erntezeitpunkt als deutlich weniger lignifizierte
Biomasse vor, was ebenfalls zu einer geringeren Widerstandsfahigkeit fiihren kann und
dadurch mehr Bestandteile der Biomasse in Losung bzw. in die fliissige Extraktfraktion

iibergehen.

Der Effekt von siliertem Maisstroh, sog. Maisstrohsilage (MSS), auf den in dieser Arbeit
gewdhlten Dampfdruckprozesses und seine Folgeprodukte soll ebenfalls untersucht und
dargestellt werden. Bei vorbehandeltem Maisstroh und Maissilage wurden im weiteren
Verlauf dieser Arbeit verschiedene Prozess-Optima festgestellt, die im spéteren Abschnitt
4.5 aufgegriffen werden. Aufgrund der limitierten Verfiigbarkeit dieses Rohstoffes
wurden zusitzliche Aufschliisse an diesen drei Punkten (log Ro = 3,53 — 3,65 — 3,94)
durchgefiihrt und die Ausbeuten in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Die Faserstoff- und Extraktausbeuten von MSS fiir die drei ermittelten Optima
bezogen auf % des eingesetzten Rohstoffs.

Faserstoffausbeute Extraktausbeute
Log Ro
(%)
3,53 58,1 41,5
3,65 54,6 44,7
3,94 54,0 43,4

Aus den in Tabelle 8 dargestellten Ausbeuten ldsst sich ableiten, dass sich MSS im
Prozess grundlegend wie Maisstroh verhilt. Dies leitet sich durch im Verhéltnis zur
Maissilage (vgl. Abb. 17) hoheren Faserstoff- und niedrigere Extraktausbeuten ab. Der
Einfluss der Silierung auf die Ausbeuten zeigt sich allerdings durch im Vergleich zum
Maisstroh hohere Extraktausbeuten nach dem Dampfdruckaufschluss. Die Aufschliisse
der MSS zeigen hierbei eine Verbindung der Erkenntnisse von Maisstroh und Maissilage,
indem sich die Verhéltnisse der Extrakt- und Faserstoffausbeuten angleichen. Dieses
Verhalten ist, bei dhnlichen Werten, ebenso fiir das aufgeschlossene chinesische
Maisstroh (vgl. Abb. 16) zu beobachten, wobei der bereits dargestellte Schnittpunkt
zwischen Faserstoff- und Extraktausbeute, beispielsweise bei log Ro = 3,65, nicht

vorliegt. Hieraus ldsst sich unter Umstédnden eine biotische Degradation / Silierung des
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Maisstrohs CHN ableiten, die widhrend der Lagerung, dem Auftauprozess oder der
Verarbeitung eingesetzt haben kann. Aus diesen Beobachtungen heraus kann es moglich
sein, den Zustand der Biomasse anhand des Faserstoff-Extraktverhéltnisses abschitzen
zu konnen, was insbesondere bei der Nutzung und Lagerung feuchter Biomasse relevant

sein kann.

4.2.2 Kohlenhydratgehalte

Zur Beurteilung der Prozessbilanzen im Hinblick auf die Kohlenhydrate, aber auch zur
Bilanzierung der enzymatischen Hydrolyse ist die Charakterisierung der Faserstoft- und
Extraktfraktion nach dem Dampfdruckaufschluss notwendig. Diese wird im Folgenden
dargestellt. Abbildung 18 zeigt hierbei die Gehalte an Glucose- und Xylose von Faserstoff
und Extrakt.
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Abbildung 18: Glucose (Glc) und Xylose (Xyl)-Gehalte der Faserstoffe und Extrakte der
Maisstroh-Varianten, jeweils fraktions- und rohstoffbezogen in %. Diese ist zum einen
berechnet auf die Zusammensetzung in der jeweiligen Fraktion (Abb. 184/C). Weiterhin,
verrechnet mit den jeweiligen Fraktionsausbeuten, bilanziert auf die urspriingliche
Rohstoffmenge (Abb. 18B/D).
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Wie in Abbildung 18 dargestellt, zeigen sich verschiedene Effekte im Faserstoff und dem
Extrakt. Bezogen auf den Faserstoff (Abb. 18A) ist mit steigendem Schirfegrad
durchgehend eine Abnahme des Xylosegehaltes zu beobachten, was auch auf alle anderen
Faserstoffe der verschiedenen Maisstrohrohstoffe zutrifft. Weiterhin zeigt sich in Bezug
auf die Faserfraktion eine Zunahme der Glucose, die allerdings durch die
verhéltnismiBige Abnahme der Hemicellulosen zu erklaren ist. Dies wird durch die

Betrachtung der mit der Ausbeute verrechneten Faserzusammensetzung deutlich.

Wie in Abbildung 18B dargestellt, zeigt die Glucose vielmehr einen relativ stabilen
Verlauf, der auch durch SCHUTT (2012) beschrieben wird. GARROTE et al. (1999)
fithren dies auf eine hohere Resilienz der Cellulose zuriick. SCHUTT (2012) zeigt dabei
im Faserstoff auf den Rohstoff bezogene Glucosewerte von rund 40 % fiir Aufschliisse
zwischen log Ro = 3,05 und 5,01 von Pappelholz mit Rinde. Die vorausgehend in Abb.
18 gezeigte Abnahme der Faserstoffausbeute ist demnach insbesondere auf die Hydrolyse
der Hemicellulosen aus der Faserfraktion zu begriinden, wohingegen die Glucose eine
hohere Resilienz gegeniiber einer Hydrolyse bei steigenden Scharfegraden zeigt. LI et al.
(2005) stellen dahingehend fiir Pappel-Holzmehl nach einer Dampfvorbehandlung bis zu
einem Schérfegrad von log Ro = 4,7 ebenfalls eine leichte Abnahme des Cellulosegehaltes
fest.

Der durch Vorbehandlung erzeugte Faserstoff aus dem Maisstroh CHN zeigt durchweg
die niedrigsten Glucosewerte bezogen auf den Rohstoff (vgl. Abb. 18B). Da dies nur fiir
die mit der Ausbeute verrechneten Werte auffllt, ist von einem Ubergang der Glucose in
die Fliissigfraktion auszugehen, wenngleich der Rohstoff im Vergleich zu den anderen
Maisstroh-Rohstoffen auch die geringsten Glucose-Gehalte aufweist. Mogliche Griinde
dafiir konnen Standort-, Transport- oder Lagerungsbedingungen sein, die eine hdhere

Zuginglichkeit bzw. eine geringere Stabilitit der Cellulose in der LCB bedingen.

Es zeigen sich fiir das chinesische Maisstroh ebenfalls iiberdurchschnittlich hohe
Konzentrationen an Glucose im Extrakt, die diese Annahme untermauern. Grundlegend
zeigen sich weiterhin, bezogen auf das Extrakt, leicht abnehmende Glucosewerte bei
einer gleichzeitigen starken Zunahme der Xylosegehalte mit steigendem Schérfegrad.
Dies zeigt sich auch fiir die auf den Rohstoffeinsatz berechneten Werte (Abb. 18D), wobei
sich hier der stabile Verlauf der Glucosekonzentration, mit Ausnahme des chinesischen
Maisstrohs, ebenfalls darstellt.

Die Zusammensetzung der erzeugten Faserstoff- und Extraktfraktion wurde ebenso fiir
die dampfdruckbehandelte Maissilage ermittelt, wobei in diesem Fall der
Versuchsrahmen auch auf deutlich niedrigere Schirfegrade ausgeweitet wurde (KRAFFT

et al., 2020b). Dies geschah vor dem Hintergrund des fritheren Erntezeitpunktes und der
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Silierung, da hierdurch eine schnellere Degradation des Rohstoffes bei erhohten

Temperaturen erwartet wurde.
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Abbildung 19: Darstellung von Glucose und Xylose in Extrakt- und Faserstofffraktion
der dampfdruckbehandelten Maissilage dargestellt als % bezogen auf eingesetzten
Rohstoff (KRAFFT et al., 2020b).

Abbildung 19 nimmt Bezug auf die Glucose- und Xylosegehalte der erzeugten Faserstoff-
und Extraktfraktionen aus mittels DD behandelter Maissilage. Die Entwicklungen der
einzelnen Komponenten iiber den Scharfegrad sind dabei dhnlich mit den in Abbildung
18 dargestellten Ergebnissen. Der Glucosegehalt im Faserstoff zeigt mit steigenden
Prozessbedingungen eine Abnahme, wobei sich bei schérferen Bedingungen (log Ro
=2,94) eine Stabilisierung einstellt. Der Xylosegehalt im Faserstoff zeigt einen
gegenteiligen Effekt des Schérfegrades, wodurch erst stabile Werte bis log Ro = 2,65
ermittelt werden konnten und darauffolgend eine Abnahme des Xylosegehaltes zu
verzeichnen ist. Dieses Bild konnte ebenso fiir die dargestellten Maisstroh-Varianten

(Abb. 18) ermittelt werden, wobei hier der vergroBerte Versuchsrahmen der Maissilage-
Vorbehandlung auch Riickschliisse auf Bedingungen < 160 °C zulésst.

Das Verhalten der Xylose im Extrakt der dampfdruckbehandelten Maissilage ist ebenso
in Ubereinstimmung mit vorangegangenen Beobachtungen zu Maisstroh-Extrakten.
Sichtbar wird hierbei, dass ein Ubergang der Xylose in die Extraktfraktion erst ab einem
Schirfegrad von ca. log Ro = 2,65 beginnt, was ebenso mit den Beobachtungen des
abnehmenden Xylosegehaltes im betreffenden Faserstoff korreliert. Einzig die Glucose

im Extrakt zeigt ein deutlich abweichendes Verhalten. Diese sind erheblich hoher als im
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Maisstroh-Extrakt bei dhnlichen Prozessbedingungen und lassen sich vermutlich auf die
in den Maiskdrnern dominante und im Prozess geloste Stirke zuriickfiihren. XU et al.
(2010) beschreiben dahingehend fiir Maissilage nach eine hydrothermale Vorbehandlung
im Bereich von log Ro = 2,98-3,68 eine Stirkewiederfindung im Extrakt von 71,6-78,3
%. Verbunden mit der ermittelten Stérke im vorbehandelten Faserstoff zeigen die Autoren
eine Gesamtwiederfindung von 79,8-88,2 %, wobei mit zunehmender Schirfe eine

abnehmende Stirkewiederfindung zu beobachten ist.

Tabelle 9 zeigt abschlieBend die ermittelten Glucose- und Xylosegehalte der durch eine
Vorbehandlung von MSS gewonnenen Faserstoffe und Extrakte. Diese lassen sich
inhaltlich mit den in Abbildung 18 B/D vergleichen.

Tabelle 9: Glucose- und Xylosegehalte im Faserstoff und Extrakt der
dampfdruckbehandelten MSS bezogen auf % Rohstoff.

Faserstoff Extrakt
Log Ro
Glucose Xylose Glucose Xylose
3,53 32,1 8,6 1,5 10,6
3,65 33,5 5,4 1,4 12,8
3,94 34,4 2,5 1,4 5,9

Die ermittelten Werte der Hauptkohlenhydrate im Faserstoff zeigen dabei grofle
Ubereinstimmungen mit den ermittelten Werten und Entwicklungen fiir nicht siliertes
Maisstroh an den verschiedenen Schérfegradpunkten. Ebenso zeigt sich in der Extrakt-
Analytik eine groBe Ubereinstimmung mit stabilen, niedrigen Glucosekonzentrationen
und steigenden, bei schirferen Prozessbedingungen wieder abnehmenden
Xylosegehalten. Die starke Abnahme der Xylose ab einem Schérfegrad von log Ro = 3,94
dhnelt dabei dem Verhalten des Maisstrohs CHN, was die Vermutung einer
saurekatalytischen Unterstiitzung, bedingt durch die vorhandene Milchsdure aus der
Silierung, und weiteren Einflussfaktoren (Sorte, Klima, Boden usw.) unterstiitzt. Diese
Beobachtung lésst sich ebenso fiir die Xylosegehalte der Maissilage-Extrakte am Ende
der Schirfereihe darstellen.

Neben Glucose und Xylose wurden analytisch ebenso weitere Kohlenhydrate (Galaktose,
Arabinose, Mannose und Rhamnose) bestimmt. Die grundlegende Entwicklung dieser
Kohlenhydrate wurde exemplarisch fiir Vorbehandlungen von Maisstroh (KRAFFT et
al., 2020a) und Maissilage (KRAFFT et al., 2020b) gezeigt. Grundlegend kann dabei
festgestellt werden, dass fiir diese Kohlenhydrate ein nahezu kompletter Ubergang von
der Faserstoff- in die Extraktphase bei ca. log Ro = 3,6 beobachtet werden kann.
Anschlieend finden mit schiarferen Prozessbedingungen Degradationsreaktionen im
Extrakt statt, die zu erheblichen Riickgdngen der Gehalte an Galaktose, Arabinose,
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Mannose und Rhamnose fiihren. Der Hauptanteil dieser Entwicklung ist hierbei auf die
Arabinose zuriickzufiihren, da die anderen oben genannten Kohlenhydrate nur in sehr
geringen Konzentrationen vorliegen. Die Entwicklung des Arabinosegehaltes mit
steigendem Schirfegrad im Prozess soll daher kurz detaillierter beschrieben werden. Fiir
die Maisstroh-Faserfraktion kann dabei von rund 1,5-3 % Arabinose bei log Ro = 2,77
ausgegangen werden. Der Arabinosegehalt nimmt konstant mit steigender Schirfe auf
Werte unterhalb der Nachweisgrenze ab. Im Extrakt liegen bei dieser Schirfe rund 0,5 %
Arabinose vor. Das Maximum wird mit rund 1,5 % in einem Bereich von log Ro = 3,65—
3,94, je nach Strohvariante, erreicht. AnschlieBend nimmt der Arabinosegehalte, bedingt

durch Degradation unter schérfen Prozessbedingungen, wieder ab.

Die Maissilage zeigt eine &hnliche Entwicklung, wenn auch bei niedrigeren
Ausgangswerten (KRAFFT et al., 2020b). Fiir MSS konnten an den drei durchgefiihrten
Versuchspunkten log Ro= 3,53 — 3,65 — 3,94 im Faserstoff bezogen auf den
Rohstoffeinsatz Arabinosegehalte von 0,38—0,05 % und fiir das Extrakt von 1,64—0,00 %
ermittelt werden. Zur weiteren Beurteilung moglicher Degradationsreaktionen der
ermittelten Kohlenhydrate bei hoheren Schérfegraden, ist in Tabelle 10 eine
Aufsummierung die prozentual festgestellten Kohlenhydrate in beiden Fraktionen
dargestellt werden.

Tabelle 10: Summierung der nach saurer Hydrolyse ermittelten Hauptkohlenhydrate
(Glucose, Xylose) in Faserstoff- und Extraktfraktion, berechnet als % vom verwendeten

Rohstoff.

Maisstroh
Log Ro MS MSS
DE 1 DE 2 CHN

2,77 54,8 56,8 53,3 65,4 -
3,06 55,1 57,1 50,1 60,0 -
3,36 52,8 57,8 51,0 64,8 -
3,53 49,9 55,3 - 60,7 52,8
3,65 48,2 52,6 45,5 64,8 53,0
3,94 46,9 53,5 37,3 58,1 442

Durch die dargestellte Aufsummierung der Hauptkohlenhydrate zeigt sich insbesondere
der Abbau der Kohlenhydrate mit steigendem Schirfegrad im Prozess, der nicht von der
Verschiebung zwischen der Extrakt- und Faserfraktion iiberlagert wird. Fiir die
Maisstroh-Varianten ldsst sich eine Abnahme der Kohlenhydrate vom niedrigsten zum
hochsten Schérfegrad ermitteln. Diese kann mit einer Zunahme an Abbauprodukten der
Kohlenhydrate beschrieben werden, die in Abschnitt 4.6 dieser Arbeit ndher erlautert

wird. Die Maissilage zeigt ein weniger homogenes Bild, das allerdings in der
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Gesamtbilanz dem gleichen Verlauf entspricht. Hier sorgt, wie auch in Abbildung 19
ersichtlich, der durch Stirke beeinflusste Glucosegehalt der Extraktfraktion fiir ein
weniger einheitliches Bild. Die Messergebnisse der MSS fiigen sich in dieses Muster mit
ein. Insgesamt zeigt das chinesische Maisstroh, ausgehend von &hnlichen Grundwerten,
die geringste Degradationstoleranz, was zu vorausgegangenen Vermutungen der
Vorabdegradation des Rohstoffs passt. Die oben genannten Effekte der Degradation bei
Erhohung der Temperatur sind in ihrer theoretischen Begriindung (LI et al., 2005), als
auch im speziellen fiir den Dampfdruckaufschluss von verschiedenen Substraten in der
Literatur beschrieben (SCHUTT, 2012; HAGEL und SAAKE, 2020; KRAFFT et al.,
2020a; KRAFFT et al., 2020b). Es zeigt sich allerdings gleichsam, dass der Einfluss der
Substratfeuchte (DE 1 lufttrocken, restliche Substrate erntefeucht) zumindest auf den
Dampfdruckaufschluss als Prozess an sich, keinen herausragenden Einfluss hat. Vielmehr
scheint eine Kombination verschiedener biotischer und abiotischer Faktoren, die auf die

vorliegenden agrarischen Reststoffe eingewirkt hat, fiir die festgestellten Unterschiede

verantwortlich zu sein.

4.2.3 Freie KH und Molmassen der Extrakte in DE 1 und MS

Zur weiteren Charakterisierung der erzeugten Extrakte wurden die Oligomer/Monomer-

Verhiltnisse des Maisstrohs DE 1 und der Maissilage verglichen (Abb. 20).

% bez. auf Rohstoff

2,6 2.8 3,0 32 3.4 3,6 3.8 4,0

Schirfegrad (log R)

Monomere (DE 1) EZEE Monomere (MS)
Oligomere (DE 1) [EEEA Oligomere (MS)

Abbildung 20: Oligomer/Monomer-Verhdltnisse von Maisstroh und Maissilage bei
verschiedenen Schdirfegraden (KRAFFT et al., 2021).
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Durch die in der vorliegenden Arbeit verwendete Kohlenhydratbestimmung mittels
saurer Hydrolyse werden die Kohlenhydrate in dieser Arbeit als Monomere bestimmt.
Bekannt ist allerdings, dass bei den urspriinglichen Extrakten vor der sauren
Kohlenhydratbestimmung, insbesondere bei milden Vorbehandlungsbedingungen, vor
allem Oligomere aus der Zellwand geldst werden, in das Extrakt iibergehen und diese erst
im Verlauf steigender Schérfe und sinkendem pH-Wert zu Monomeren abgebaut werden
(PULS et al., 1985; SCHUTT, 2012).

Oligomere haben dabei verschiedene Verwendungsmoglichkeiten. PALM und ZACCHI
(2004) beschreiben die stoffliche Nutzung von Oligomeren beispielsweise im Hinblick
auf die Herstellung von Hydrogelen. Es zeigen sich unterschiedliche Verhaltensmuster
fiir dampfdruckbehandeltes Maisstroh und Maissilage. Grundlegend zeigen die Extrakte
der Maissilage, wie teilweise schon dargelegt, stirkebedingt deutlich hohere
Kohlenhydratgehalte im Vergleich zu den Maisstroh-Extrakten. Der Monomeranteil
steigt dabei mit zunehmendem Schirfegrad von 1,2 % auf 2,3 % bezogen auf den
Rohstoffeinsatz. Deutlicher wird die Zunahme bei dem verwendeten Maisstroh. Hier
zeigt sich eine Zunahme der auf den Rohstoff bezogenen Monomere von 0,07 % (log Ro
= 2,77) auf 2,25 % bei log Ro = 3,94. In Hinblick auf den hochsten dargestellten
Schirfegrad ergibt sich damit ein Oligomer/Polymer-Anteil von 94,3 % (MS) bzw. rund
77 % (CS) fiir die untersuchten Extrakte (KRAFFT et al., 2021). Schirfere
Prozessbedingungen zeigen damit einen deutlichen Einfluss auf den Anteil der
Monomere im Extrakt.

Ubereinstimmende Ergebnisse zeigen beispielsweise RUIZ et al. (2008) fiir SE von
Sonnenblumenstiangeln. Die Autoren geben an, dass ein Grofiteil (90 %) der
Kohlenhydrate als Oligomere vorliege. Erst bei dem hochsten verwendeten Scharfegrad
(230 °C, 5 min) wird ein signifikanter Anteil an gelosten Monomeren beschrieben.
SHEVCHENKO et al. (2000) zeigen dhnliche Ergebnisse und beschreiben, bedingt durch
den Oligomeranteil, eine limitierte, direkte Fermentationsfahigkeit. Zum Abbau der
Oligomere wird als Losung eine mogliche Posthydrolyse der Extrakte aufgezeigt
(SHEVCHENKO et al., 2000; GARROTE et al., 2001; RUIZ et al., 2008). KUMAR und
WYMAN (2009) zeigen zudem eine inhibitorische Wirkung von Xylooligomeren auf
Cellulasen. Abschlieend ist daher eine individuelle Betrachtung auf den Prozess und
nachgelagerte Verwendungen notwendig, um zu entscheiden ob Oligomere im Extrakt

jeweils vorteilhaft oder nachteilig sind.

Die Molmassen der lyophilisierten Extrakte wurden ebenso exemplarisch fiir das
Maisstroh DE 1 und die Extrakte der Maissilage bestimmt. Die ermittelten Molmassen

fiir Maisstroh- und Maissilage-Proben sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Durchschnittliche Molmassen (M,,) in g/mol und die jeweiligen Dispersitdten
(D) fiir DE 1- und MS-Extrakte (KRAFFT et al., 2021).

DE 1 MS
Log Ro
My b My b
2,77 7900 13,4 100.000 20,1
3,06 7500 10,3 60.400 20,5
3,36 6850 8,5 59.600 28,1
3,65 4900 5,6 44.000 30,6
3,94 1100 2,1 12.900 13,4

Dies dient der weiteren Charakterisierung, aber auch der Erginzung der
Abschitzungsmoglichkeiten zu Verwendungsarten der Extrakte. Die Molmasse wird
beispielsweise, neben anderen Faktoren, als eine EinflussgroBBe der Stabilitdt von
Emulsionen beschrieben (MIKKONEN et al., 2009). In diesem Zusammenhang sind
Experimente zur Erhohung der Stabilitit von Emulsionen auf Basis von holzbasierten
Hemicellulosen in der Literatur dokumentiert (MIKKONEN et al., 2019). In den
dargestellten Daten zeigt sich jeweils eine Verringerung der Molmassen bzw. eine
Reduktion der Kettenlinge der Kohlenhydrate im Extrakt. Die deutlich hoheren
Molmassen der Maissilage-Extrakte gehen auf geloste Stirke und deren Fragmenten im
Extrakt zuriick (KRAFFT et al., 2021). Die Reduktion der Molmassen mit steigenden
Prozessbedingungen wurde schon in frilheren Arbeiten von PULS et al. (1985)
dargestellt. Untersuchungen durch MONTANE et al. (1998) an Waschwasser von
Weizenstroh nach SE, dhnlich den hier dargestellten Extrakten, zeigen einen Riickgang
der Molmasse von 11.000 g/mol (log Ro = 3,39) hin zu 400 g/mol (log Ro = 4,13), was
ebenso mit Depolymersationsreaktionen begriindet wird.

Fiir Verwendungszwecke, in denen hohe oder hohere Molmassen gefordert werden, sind
daher niedrigere Schérfegrade als vorteilhaft zu bewerten. Die hohen Molmassen der
Maissilage-Extrakte konnten weiterhin, im Vergleich zu den Maisstroh-Extrakten, zu
hoheren Stabilititen von bspw. Emulsionen fiihren. Gezielte Untersuchungen zur
stofflichen Verwendung der Extrakte, bspw. zur Stabilisierung von Emulsionen, miisste

allerdings in weiterfithrenden Untersuchungen bearbeitet und dargestellt werden.

4.2.4 Ligningehalte in Extrakt und Faserstoff

Im Rahmen der Analytik von Faserstoff und Extrakt wurden neben den Kohlenhydraten
ebenso die Ligningehalte, ermittelt als sdureunldsliche Bestandteile nach zwei- bzw.
einstufiger, saurer Hydrolyse, erfasst. Der Riickstand nach zweistufiger Hydrolyse kann
in diesem Fall in etwa mit dem Klason-Ligningehalt gleichgesetzt werden
(DEUTSCHLE, 2015).
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Im Folgenden werden die auf den eingesetzten Rohstoff bereinigten Ergebnisse
dargestellt. Diese geben eine bessere Ubersicht iiber die fiir den Gesamtprozess relevante
Ligninverteilung wieder, da die auf Faserstoff und Extrakt basierenden Werte
hauptsédchlich durch die Fraktionszusammensetzung und Ausbeute beeinflusst werden. In
diesem Zusammenhang ist bekannt, dass es einen Anstieg des Ligningehaltes bezogen
auf den Faserstoff mit steigendem Schirfegrad gibt. Dies wird mit dem Ubergang der
Hemicellulosen in die Extraktfraktion begriindet (KRAFFT et al., 2020a). Dieser
Zusammenhang wird auch durch Werte und Vergleiche in der Literatur bestétigt (BURA,
2004; CHANDRA et al., 2007). Durch die Verdnderung der Gesamtzusammensetzung
ergibt sich eine relative Zunahme des Lignins, die nicht als absolute Zunahme in der
Gesamtbilanz fehlinterpretiert werden darf, da die Menge unter Berlicksichtigung der
Ausbeute nahezu konstant bleibt. In Tabelle 12 sind die Ligningehalte der verschiedenen
Rohstoffe bei den unterschiedlichen Dampfdruck-Aufschliissen bezogen auf den
eingesetzten Rohstoff dargestellt. Fiir weitere Maisstroh- und Maissilage-Werte, die nicht
in den nachfolgenden Schérfegradbereich passen, sei an dieser Stelle auf die vorliegenden
Publikationen verwiesen (KRAFFT et al., 2020a; KRAFFT et al., 2020b).

Tabelle 12: Ligningehalt der dampfdruckbehandelten Faserstoffe (in % bez. auf
Robhstoffeinsatz) fiir die verschiedenen Rohstoffe mit steigenden Schdrfegraden. Lignin =
Hydrolyseriickstand nach zweistufiger, saurer Hydrolyse.

Maisstroh
Log Ro . MS MSS
DE 1 DE 2 China

2,77 17,3 15,6 15,5 12,0 -
3,06 18,5 14,0 15,5 11,0 -
3,36 19,0 14,4 15,0 9,3 -
3,53 18,9 15,4 - 9,8 12,4
3,65 15,8 11,0 15,2 9,4 13,1
3,94 18,8 14,3 16,5 9,3 15,0

Durch die Verrechnung der Ligningehalte mit den Faserstoffausbeuten zeigt sich, dass
das Lignin durch den Dampfdruckaufschluss in seinem Gesamtgehalt nicht beeinflusst
wird und nahezu vollstindig im Faserstoff verbleibt. Dies stimmt auch mit Betrachtungen
aus der Literatur liberein, in welchen flir dampfvorbehandeltes Holzmehl keine Abnahme
des Ligningehaltes festgestellt wurde (LI et al., 2005). HAGEL und SAAKE (2020)
zeigen fiir Dampfdruckaufschliisse mit Pappel und Fichte ebenfalls, dass das Lignin im
Faserstoff erhalten bleibt. Ubereinstimmende Werte um 20 % fiir dampfdruckbehandeltes
Maisstroh werden beispielsweise durch TAKADA et al. (2019) dargestellt. Auch hier ist
zwischen Rohstoff und den Faserstoffen nach der Vorbehandlung nur ein leichter

Riickgang des Ligningehaltes zu verzeichnen. Neben einer leichten Abnahme des Lignins
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sind ebenso Furan-Kondensationen als Nebenreaktion im Prozess zu benennen. Weiterhin
findet sich eine groBe Ubereinstimmung mit den in Tabelle 7 dargestellten Ligningehalte
der Rohstoffe, was ebenfalls belegt, dass das Lignin im Faserstoff verbleibt und den in

Abschnitt 2.5.2 prisentierten Agglomerations-Reaktionen unterliegt.

Im Unterschied zu den Faserstoffen, die wie dargelegt den Hauptteil des urspriinglich im
Rohstoff vorhandenen Lignins beinhalten, weisen die Extrakte deutlich niedrigere

Hydrolyseriickstinde auf. Diese sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: Hydrolyseriickstand nach einstufiger, saurer Hydrolyse (in % bez. auf
Rohstoffeinsatz) der durch Dampfdruckaufschluss gewonnenen Extrakte.

Maisstroh
Log Ro . MS MSS
DE 1 DE 2 China
2,77 1,7 3,0 2,7 1,3 -
3,06 2,6 2,7 2,4 1,8 -
3,36 3,0 3,0 2,6 3,9 -
3,53 2,6 4,2 - 2,8 4,7
3,65 2,6 3,5 4,1 4,2 33
3,94 0,5 3,9 4,1 5,2 4,0

Die Hydrolyseriickstinde der Extrakte zeigen im Vergleich zu den Faserstoffen ein
inhomogeneres Bild. Dies lésst sich auch in Literaturwerten fiir Hydrolysertickstdnde in
den Extrakten belegen (HAGEL und SAAKE, 2020). Das Maisstroh DE 1 weist eine
Zunahme bis zu log Ro = 3,36, gepaart mit einer anschlieBenden Abnahme des
Riickstands auf. Maisstroh DE 2 und CHN, sowie die MSS zeigen nahezu gleichbleibende
bis leicht steigende Werte mit zunehmendem Schiérfegrad. Diese Beobachtung wird auch
durch HAGEL und SAAKE (2020) dargestellt. Dem entgegen stellt sich fiir die
Maissilage eine Zunahme des Riickstands dar, der mit der Abnahme im Faserstoff
verbunden werden kann. Moglicherweise ist dies, bedingt durch den hohen
Kohlenhydratgehalt im Extrakt, auf Abbaureaktionen der Kohlenhydrate und die Bildung

von sog. ,,Pseudo-Lignin* zuriickzufiihren.

Aufsummierungen der gefundenen Hydrolyseriickstinde in Extrakt und Faserstoff der
Maisstroh-Varianten filhren im Vergleich zu den Gesamt-Hydrolyseriickstdnden
(sdureunloslich und sdureldslich) im Rohstoff zu einer Zunahme von bis zu 3,3 %-
Punkten (CHN, log Ro = 3,94) bzw. unter Bezug auf allein die sdureunldslichen
Riickstdande zu einem Anstieg von bis zu 5,7 %-Punkten. Maissilage zeigt sogar, bezogen
auf die sdureunldslichen Riickstinde, einen Anstieg um 55,9 % bzw. 5,2 %-Punkte.
HAGEL und SAAKE (2020) beschreiben in der Massebilanz  von
Dampfdruckaufschliissen bei diesem Schirfegrad ebenfalls eine Zunahme der

57



Spezieller Teil — Ergebnisse und Diskussion

bestimmbaren Ligninmengen. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung kann die
0. g. Bildung von Pseudo-Lignin im Prozess sein, die auch in der Literatur beschrieben
ist (SANNIGRAHTI et al., 2011; HU et al., 2012; SHINDE et al., 2018; AARUM et al.,
2018).

4.2.5 Entwicklung der pH-Werte im Extrakt

Das pH-Milieu der Extrakte und dessen Entwicklung iiber den sich verdndernden
Scharfegrade stellt einen relevanten Aspekt in Bezug auf die mdglichen Reaktionen des
Prozesses dar. Mal3geblich fiir die Entwicklung des pH-Wertes ist die in Abschnitt 2.5.2
beschriebene Autohydrolyse mit der Freisetzung von Essigsdure und damit einhergehend
weiteren hydrolytischen Reaktionen unter sauren Bedingungen. Die im Extrakt
ermittelten pH-Werte nach dem Dampfdruckaufschluss sind daher in Abbildung 21
dargestellt.
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Abbildung 21: Illustration der in der Extraktfraktion ermittelten pH-Werte fiir die
verschiedenen Rohstoffe in Abhdngigkeit vom Schdrfegrad des Aufschlusses.

Die dargestellten pH-Werte zeigen in Bezug auf die Maisstroh-Varianten eine klare
Entwicklung. Startend bei Werten zwischen pH 6—7 im Bereich von log Ro = 2,77 findet
ein stetiger Abfall bis zu pH 4,5 bei log Ro = 3,94 statt. Anfangliche Unterschiede der
Rohstoffe gleichen sich bei schirferen Prozessbedingungen weitgehend aus.
Untersuchungen bei hoheren Scharfegraden (DE 1, log Ro =4,54) ergaben pH-Werte von
bis zu 3,98. HAGEL und SAAKE (2020) beschreiben ein &hnliches Verhalten mit

steigendem Schirfegrad fiir die gewonnenen Extrakte nach einer Dampfdruckbehandlung
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von Pappelholz-Hackschnitzeln und auch PULS et al. (1985) zeigen fiir Experimente mit
Birke zwischen log Ro = 3,06 und 4,24 einen Abfall des pH-Wertes von pH 4,3 auf pH
3.,5.

OHGREN et al. (2007) nehmen in einer vergleichenden Studie zu amerikanischem und
italienischem Maisstroh ebenso Bezug auf den pH-Wert in den Extrakten. Fiir Versuche
bei 190 °C / 5 min (log Ro = 3,35) ohne Zusatz von SO stellen sie Werte von pH 3,94
und 4,31, je nach Maisstroh-Variante, fest. Ein niedrigerer pH-Wert beeinflusse weiterhin
die Autohydrolyse, was zu leicht hoheren Kohlenhydratgehalten in den Extrakten fiihre.
Die Autoren beschreiben weiterhin zwei Hauptgriinde fiir das Absinken des pH-Wertes
an. Zum einen fithrt ein hoherer Acetylgruppengehalt in den Rohstoffen durch

Abspaltung der Essigsdure zu einem stirkeren Absinken des pH-Wertes in den Extrakten.

Weiterhin wurden durch die Autoren die unterschiedliche Pufferkapazitit der Rohstoffe
untersucht und in Betracht gezogen. OHGREN et al. (2007) fiihrten dazu H>SOs-
Titrationen der zwei verwendeten Rohstoffe durch. Diese wiesen initiale pH-Werte von
pH 7,2 (IT) und 5,7 (USA). Das italienische Maisstroh wies damit eine deutlich hohere
Pufferkapazitit gegen Séure auf als das amerikanische Maisstroh. Eine Bestimmung der
Pufferkapazitit der Rohstoffe stellt damit einen Parameter dar, welcher zukiinftig ebenso
bestimmt werden konnte, um pH-Entwicklungen im Aufschluss abschitzen und besser

beurteilen zu konnen.

Auftallend ist die abweichende Entwicklung der Maissilage-Probe (vgl. Abb. 21). Durch
die enthaltenen organischen Sduren ergibt sich bereits bei niedrigen Schirfegraden ein
niedriger pH-Werte, der nur eine geringfligige weitere Abnahme zeigt. Fiir
dampfdruckbehandelte Maissilage (150 °C /60 min, log Ro = 3,25) beschreibt SCHOBER
(2008) ebenfalls einen pH-Wert von 4,0 + 0,1 Die anschlieBend durchgefiihrten Versuche
mit MSS (log Ro = 3,53 — 3,65 — 3,94) fithrten zu pH-Werten von 4,3—4,1. Diese konnen,

wie auch bei der Maissilage, auf die vorausgegangene Silierung zuriickgefiihrt werden.
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4.3 Ligninextraktion der Faserstoffe

Zur Optimierung der EH wurden alkalische Ligninextraktionen am Rohstoff DE 1
exemplarisch durchgefiihrt, da grundsétzlich ein negativer Einfluss des Lignins auf die
EH aus der Literatur bekannt ist (CHANG und HOLTZAPPLE, 2000). Die extrahierten
Lignine wurden durch Féllung isoliert und anschlieBend die Ausbeuten und
grundlegenden Charakteristika bestimmt. AnschlieBend wurden die EH-Ausbeuten der
extrahierten Faserstoffe mit den EH-Ausbeuten der nicht extrahierten Maisstroh-

Faserstoffe aus dem Dampfdruckaufschluss verglichen.

Tabelle 14: Ausbeuten an Faserstoff und Lignin nach der Ligninextraktion, sowie
Wiederfindung in Bezug auf die eingesetzte Menge an Faserstoff (KRAFFT et al., 2020a).

Faserriickstand Lignin Wiederfindung

Log Ro ”
2,77 73,9 0,8 74,7
3,06 74,2 1,1 75,3
3,36 72,0 7,8 79,8
3,53 71,5 13,6 85,1
3,65 75,4 15,6 91,0
3,83 71,0 20,6 91,6
3,95 72,1 22,5 94,6
3,94 70,3 23,5 93,8
4,12 70,7 25,3 96,0
4,25 70,2 26,5 96,7
4,24 64,9 29,0 93,9
4,41 67,6 28,1 95,7
4,54 67,4 27,8 95,2

Die Ausbeuten an Faserstoff und Lignin, die nach der alkalischen Ligninextraktion des
DD-behandelten Maisstrohs DE 1 erhalten wurden, sind in Tabelle 14 dargestellt.
Basierend auf den Ergebnissen lassen sich mit steigender Schirfe verschiedene Effekte
erkennen. Der Faserriickstand nach der alkalischen Extraktion zeigt hierbei eine leichte
Abnahme von 73,9 % auf 67,4 % mit steigender Behandlungsintensitit des DD-
Aufschlusses. Ebenfalls zeigt sich eine Zunahme des féllbaren Lignins. Bei der dem
niedrigsten Schérfegrad zeigt sich kaum fdllbares Lignin (0,8 %), wohingegen sich mit
steigender Schérfe bis zu 29 % (log Ro = 4,24), bezogen auf den anfianglich eingesetzten
Rohstoff, féllen lassen. Als Hauptgriinde fiir die Zunahme an féllbarem Lignin kann die
Kondensation des Lignins bei hoheren Temperaturen, aber auch die Bildung von

Pseudolignin (LI et al., 2009) angefiihrt werden. Als Griinde fiir eine geringe Féllleistung
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geben LI et al. (2009) beispielsweise eine hohe Wasserloslichkeit der Lignine bzw. eine

niedrige Molmasse der vorliegenden Lignine an.

Ein moglicher Zusammenhang der Féallungausbeuten und der Molmasse der Lignine soll
im weiteren Verlauf dieser Arbeit auch mittels SEC untersucht werden. SCHUTT et al.
(2011) berichten {iiber Steigerungen des aus der Faserfraktion fallbaren Lignins von
dampfdruckbehandelter Pappel mit steigender Schérfe. Bezogen auf das initial im
Faserstoff vorliegende Lignin zeigen die Autoren ab einem Schérfegrad von > log Ro =

4,5 eine nahezu komplette Fallung des Lignins.

In Abbildung 22 wird die prozentuale Wiederfindung des fallbaren Lignins bezogen auf
das initial im vorbehandelten Faserstoff vorhandene Lignin iiber den Schérfegradverlauf
dargestellt. Unter Bezug auf das im Faserstoff verfligbare Lignin ergibt sich eine
Steigerung der Wiederfindung der féllbaren Bestandteile von 3,8 % auf iiber 86 % (log
Ro=4,41).
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Abbildung 22: Prozentuale Wiederfindung der fillbaren Bestandteile im Vergleich zum
initial im vorbehandelten Faserstoff ermittelten Hydrolyseriickstinde.

Die insgesamt ermittelten Werte liegen hierbei niedriger als die durch SCHUTT et al.
(2011) présentierten Werte, zeigen aber einen dhnlichen Verlauf in Abhingigkeit vom
ansteigenden Schirfegrad. Ein Zusammenhang der Féllungsausbeute mit der ermittelten

Molmasse der extrahierten Lignine wird in den folgenden Abschnitten betrachtet.
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4.3.1 Charakterisierung der Dampfdruck-Lignine aus Maisstroh

Die iiblicherweise als Riickstand nach der EH vorliegenden Lignine sind vielfach durch
Kohlenhydrate verunreinigt, was die hochwertige, stoffliche Verwendungen erschwert
(SCHUTT, 2012). Der Prozess der vorgeschalteten alkalischen Extraktion erlaubt die
Gewinnung von reineren Ligninen, die allerdings trotzdem durch im
dampfdruckbehandelten Faserstoff enthaltenen Hemicellulosen, die ebenfalls mit dem
Lignin extrahiert werden, verunreinigt sein konnen. Aus diesem Grund wurden die

Kohlenhydrate der extrahierten Lignine untersucht, um deren Qualitdt beurteilen zu

konnen.
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Abbildung 23: Einfluss des Schdrfegrades auf die Verunreinigungen der extrahierten
Lignine durch Kohlenhydrate bezogen auf das untersuchte Lignin (KRAFFT et al.,
2020a).

Vorstehende Darstellung (Abb. 23) gibt die in den NaOH-Ligninen festgestellten
Glucose- und Xylosegehalte an. Ferner ist der Abbildung die Aufsummierung der
weiteren Kohlenhydrate (Arabinose, Mannose, Galaktose, Rhamnose) und der
Gesamtkohlenhydratgehalt zu entnehmen. Sichtbar wird hierbei eine klare Abnahme des
Gesamtkohlenhydratgehaltes mit steigendem Schérfegrad. Fine anfangliche Steigerung
des Xylosegehaltes im Lignin im Bereich bis log Ro = 3,36 kann mit einer moglichen
LCC-Bindung der Xylane an das Lignin bei niedrigen Scharfegraden erklért werden. Mit
steigendem Schérfegrad werden die LCC gespalten und das Lignin liegt ohne Bindungen
an das Xylan vor. Anschlie8end zeigen alle Kohlenhydrate eine starke Reduktion, da sie

bereits im Dampfdruckaufschluss aus dem Faserstoff entfernt wurden. Diese fiihren bei
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den hochsten Schirfegraden zu fast nicht mehr feststellbaren Kohlenhydratgehalten.
SCHUTT et al. (2011) zeigt in Bezug auf die Kohlenhydratkontaminationen eine
iibereinstimmende Entwicklung, wenn auch fiir die vorliegenden Pappel-Experimente
hohere Xylangehalte beschrieben werden. In Daten fiir Fichten-, Kiefern-, Pappel- und
Birkenlignine nach SE beschreiben LI et al. (2009) eine nahezu vollstindige Reduktion
der Kohlenhydrate im Lignin. Fiir eine einstufige SE, wie in der Arbeit genutzt, wird
weitergehend kein Abbau der Cellulose im Prozess festgestellt. Anhand der vorliegenden
Daten kann daher gezeigt werden, dass bei hoheren Schirfegraden reinere Lignine

erhalten werden.

Da nicht nur die Reinheit, sondern auch die Molmasse der extrahierten Lignine eine
entscheidende Rolle fiir weitere Verwendungen dieses Nebenstroms darstellt, sollen im
Folgenden ebenso die mittels SEC ermittelten mittleren Molmassen (Myw) dargestellt und
beschrieben werden. Exemplarisch wurden dafiir extrahierte Lignine aus Faserstoffen mit
einer Dampfdruckbehandlung von log Ro = 3,65 bis 4,25 untersucht (Abb. 24).
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Abbildung 24: FErmittelte M, (g/mol) und D der extrahierten Lignine aus
dampfdruckbehandelten Faserstoffen, die im Bereich zwischen log Ry = 3,65 und 4,25
erzeugt wurden (KRAFFT et al., 2020a).

Fiir die Molmassenverteilung der untersuchten Lignine zeigt sich grundsétzlich eine
Zunahme der Molmasse mit zunehmendem Schérfegrad. Dies kann auf die bereits
erwahnte Ligninkondensation unter schirferen Prozessbedingungen zuriickgefiihrt
werden (LI et al., 2007a). Dies erklart auch die verbesserte Fillbarkeit der Lignine, die
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aus unter schirferen Prozessbedingungen aufgeschlossenen Faserstoffen gewonnen
wurden. In Abbildung 24 stellt sich eine Abnahme der vorderen Flanke und eine Zunahme
der hinteren, breiteren Flanke im Bereich hoherer Molmassen fiir die extrahierten
Maisstroh-Lignine dar. Eine Verschiebung dieser Flanke und eine zunehmende
Dispersitit im Bereich hoherer Schirfegrade zeigt ebenso SCHUTT et al. (2011) fiir
NaOH-Lignin dampfdruckbehandelter Pappel. Dabei ergeben sich My, von 21.300 g/mol
(log Ro = 4,01) bis 51.600 g/mol (log Ro = 4,27). SCHUTT (2012) beschreibt in diesem
Zusammenhang, dass Lignine mit hohe Dispersitit und/oder hoher Molmasse fiir
weiterfiihrende Verwendungen weniger geeignet sind und gibt ein Optimum von log Ro
= 4,0 an, wo ein ausreichendes MaB3 an Zuginglichkeit der Biomasse fiir eine
anschlieende EH, verbunden mit ausreichenden Lignineigenschaften fiir deren weitere
Verwendbarkeit gegeben sel. Priferiert sind dabei niedrige

Kohlenhydratverunreingungen, sowie eine niedrige Dispersitét und Molmasse.

Da insbesondere die EH von Maisstroh groBe Potentiale bietet, werden in dem
nachfolgenden Abschnitt grundlegende EH-Daten, aber auch Vergleiche der EH von

extrahierten und nicht extrahierten Faserstoffen dargestellt.

64



Spezieller Teil — Ergebnisse und Diskussion

4.4 Enzymatische Hydrolyse der Faserstoffe

Im Folgenden werden die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse der bei
unterschiedlichen Bedingungen vorbehandelten Substrate vorgestellt. AbschlieBend
werden Daten besprochen, die nach der bereits beschriebenen alkalischen
Ligninextraktion der vorbehandelten Faserstoffe zur Verbesserung der enzymatischen
Hydrolysierbarkeit gewonnen wurden. In dem Drittmittelprojekt, in das die Promotion
eingebunden war, wurde zusitzlich die EH mit konventionellen Enzymen mit einem
neuartigen, bakterienbasierten Autodisplay-Enzymsystem verglichen (JOSE und
MEYER, 2007; TOZAKIDIS et al., 2015; TOZAKIDIS, 2016). Diese Untersuchungen
sind nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit. Zur Beurteilung von Rohstoff,
Vorbehandlung und enzymatischer Hydrolyse erschien auch eine Betrachtung ohne
Dampfdruck-Vorbehandlung als Referenz sinnvoll (Tab. 15). Wie alle Rohstoffe wurden
die dampfdruckbehandelten Proben in der gleichen Art und Weise (50 puL p-Glucosidase
(Novozyme 188), 350 pL Cellulase-Enzymmischung (Cellic® CTec2), 45 °C, 72 h)
enzymatisch hydrolysiert (vgl. Abschnitt 4.4.2).

4.4.1 EH ohne Vorbehandlung
Nachfolgende Tabelle 15 zeigt die ermittelten Kohlenhydratgehalte der enzymatischen

Hydrolyse im Vergleich zu den theoretisch vorhandenen Kohlenhydraten in den
verwendeten Rohstoffen.

Tabelle 15: Die ermittelten Kohlenhydratgehalte nach EH (in % bezogen auf Rohstoff)
und die prozentuale Umsetzung bezogen auf die theoretisch im unbehandelten Rohstoff
vorhandenen Kohlenhydrate (vgl. Tab. 7).

Ausbeuten nach EH (%) Hydrolyserate (%)
Substrat

Glucose Xylose X Glucose  Xylose X

DE 1 1,6 2,3 3,9 4,5 11,8 7,1

Maisstroh DE 2 2,2 3,5 5,7 5,7 16,6 9,5
CHN 15,1 2,2 17,3 48,2 12,4 35,3
MS 30,1 1,6 31,7 68,7 11,6 55,1
MSS 10,6 4,6 15,2 28,3 22,2 26,1

Fiir das getrocknete Maisstroh DE 1 zeigt sich mit 7,1 % die niedrigste Umsetzung
bezogen auf die vorhandenen Kohlenhydrate. Der negative Effekt der Trocknung auf die
EH ist beispielsweise durch IOELOVICH und MORAG (2011) beschrieben und wird auf
trocknungsbedingte, kollabierte Porenvolumina zuriickgefiihrt. Das nicht getrocknete
Maisstroh DE 2 zeigt trotz den beschriebenen Garungsreaktionen hohere Hydrolyseraten,
was diese Annahme stiitzt. Weitere biotische / abiotische Einfliisse lassen sich allerdings
nicht vollends ausschlieBen. Deswegen wurde beispielshaft ein Blindwert mit Puffer ohne
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Zusatz von Cellulasen am Maisstroh DE 2 durchgefiihrt. Hierbei ergab sich keinerlei
Auswaschung von Kohlenhydraten nach 72 h. Dies spricht gegen eine vorhergehenden
mikrobiellen Abbau der Probe. SCHOBER (2008) berichtet fiir Maissilage ebenso iiber
keinerlei messbaren Kohlenhydrate nach einer Inkubation ohne Enzympriparat.

Das chinesische Maisstroh zeigt abweichend von den Ergebnissen der vorangegangenen
Maisstroh-Varianten hohe EH-Raten der Glucose (Tab. 15). Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit zeigten sich bei diesem Rohstoff vermehrt abweichende Ergebnisse. Diese sind
aller Voraussicht nach auf Unterschiede in Bezug auf Klima, Boden, Sorten und weitere
biotische, wie abiotische Faktoren zurlickzufiihren. Kontrolliert siliertes Maisstroh zeigt
im Vergleich zu nativem Maisstroh ebenso hohere enzymatische Glucoseausbeuten, die
auf die Milchsduregirung des Rohstoffes zuriickgefiihrt werden koénnen, die die
enzymatische Zugénglichkeit erhéht und als Form einer ,,natiirlichen Vorbehandlung*
interpretiert werden kann. Moglicherweise kann ein vorhergehender mikrobieller Abbau
des Rohstoffes als Ursache fiir die Verdnderung des chinesischen Maisstrohs
angenommen werden. Abschlieend zeigt die Maissilage hohe Glucose-Hydrolyseraten.
Dies kann mit den in der Silage vorkommenden, stirkehaltigen Maiskdrnern, der hGheren
Zuginglichkeit durch die Silierung und mit dem fritheren Erntezeitpunkt erklédrt werden,
der zu einer geringeren Lignifizierung fiihrt. Dies steht in grober Ubereinstimmung mit
Daten von SCHOBER (2008), die fiir dampfdruckbehandelte Maissilage (150 °C / 60
min, log Ro = 3,25) Hydrolyseraten von 85 % fiir Glucose und 67 % fiir die Ausbeute an
Monosachariden bei  Verwendung eines optimierten, technischen Misch-
Enzympriparates (85 % GC 880/ 15 % Novozyme 188) mit einem Enzym-Substrat-
Verhiltnis von 1 mg Protein / g TS der mittels SE vorbehandelten MS angibt.

Der Vollstindigkeit halber ist anzumerken, dass die dargestellten Hydrolyseraten aller
Voraussicht nach unterschétzt werden. Dies ist dem Umstand geschuldet, dass wéhrend
der enzymatischen Hydrolyse der unbehandelten Rohstoffe, insbesondere bei den
feuchten Maisstrohsorten DE 2 und CHN, Gérungsreaktionen auftraten. Bei
letztgenannten zeigte sich nach 72 Stunden eine sprudelnde Gasentwicklung mit
charakteristischem, stechendem Geruch. Diese Spontangirung ist mit einem Eintrag von
Mikroorganismen iiber den Rohstoff erkldrbar. In diesem Zusammenhang sind diverse
Pilze, Hefen, sowie Milch- und Essigsdurebakterien beschrieben, die auf Mais und in
fermentierten Maisprodukten gefunden wurden (BEN OMAR und AMPE, 2000;
CHAVES-LOPEZ et al., 2020). Da durch deren Vermehrung wihrend der spontan
ablaufenden Reaktion Kohlenhydrate abgebaut werden, sollte die theoretische
Hydrolyserate hoher sein. Interessanterweise war diese Entwicklung nicht bei den
Silageprodukten feststellbar, was an der schon bestehenden Dominanz der
Milchsdurebakterien liegen konnte. Weiterhin zeigte das getrocknete Maisstroh ebenso

ein geringeres Ausmall des oben beschriebenen Effektes. Eine mogliche Inaktivierung
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der Mikroorganismen wihrend der Trocknung und Lagerung kdnnte dafiir ursidchlich
sein. Fiir weitere vergleichende Untersuchungen zu diesem Aspekt konnte fiir zukiinftige
Experimente eine Sterilisation der Rohstoffe durchgefiihrt werden. Da die
dampfdruckbehandelten Rohstoffe keine Garungsreaktionen zeigen, kime eine Vorab-
Sterilisation dem Aufschluss am ndchsten, konnte aber ebenso zu ersten, leichten
Abbaureaktionen fiihren.

4.4.2 EH mit DD-Vorbehandlung

Vorausgehende Versuche mittels Celluclast® zeigten an dem vorbehandelten Maisstroh
ein Optimum der EH nach einer DD-Behandlung bei log Ro = 4,41. Die Ausbeute,
bezogen auf die theoretisch im Faserstoff vorhandenen Kohlenhydrate, betrug hierbei
87,2 % (BENDLER, 2018). Vergleichende Untersuchungen mit dem enzymatischen
Nachfolgeprodukt Cellic® CTec2 zeigten schon hier, insbesondere bei niedrigeren
Schirfegraden, erheblich bessere EH-Ergebnisse. Aus diesem Grund wurde der
Versuchsraum auf mildere Schirfegrade bis zu log Ro = 2,77 erweitert (KRAFFT et al.,
2020a). Die ermittelten EH-Ausbeuten sind in Abb. 25 dargestellt.
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Abbildung 25: FEinfluss des Schdrfegrades auf die Kohlenhydrat-Ausbeuten
(Glucose/Xylose) in Bezug auf die theoretisch vorhandenen Kohlenhydrate im
enzymatisch hydrolysierten Faserstoff. Datenbasis: Celluclast® log Ry = 3,65—4,54
(BENDLER, 2018); Celluclast® log Ry = 2,77-3,53 (unpubliziert); Cellic® CTec2
(BENDLER, 2018; KRAFFT et al., 2020a).
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Aus dem dargestellten Vergleich zeigt sich die erheblich verbesserte EH bei niedrigen
Schirfegraden durch die Verwendung von Cellic® CTec2. RODRIGUES et al. (2015)
zeigen als Erkldrung eine im Vergleich zu Celluclast® erheblich hdhere Aktivititen von
Cel7A, Cel7B und f-Glucosidasen. Weiterhin beschreiben sie eine grundlegend héhere
Stabilitdit von Cel7B im Vergleich zu Cel7A und beschreiben ebenso fiir die f-
Glucosidase aus Cellic® CTec2 eine hohere Stabilitit als die auf Aspergillus niger
basierende p-Glucosidase in Novozyme 188. Grundlegend ist die Entwicklung von
Enzymen einer stetigen Optimierung unterlegen, wodurch éltere Daten aus der Literatur
tiberpriift und wiederholt werden miissten. Zukiinftig ist ebenso mit einer weiteren

Optimierung der Enzympréparate auf Substrate und Prozesse zu erwarten.

Zuriickgreifend auf Tabelle 15 zeigte das verwendete Maisstron DE 1 ohne
Vorbehandlung in der Hydrolyse mit Cellic® CTec2 eine Ausbeute von 7,1 %. Die
Vorbehandlung, selbst bei niedrigen Schirfegraden, zeigt also bei beiden Enzymen einen
deutlichen Effekt auf die Hydrolyse der Polysaccharide. Durch gesteigerte
Zuginglichkeit des vorbehandelten Faserstoffs bei hoheren Scharfegraden nihern sich die

Ausbeuten im Verlauf an.

Folgende Abbildung 26 zeigt die ermittelten Ausbeuten fiir die zu vergleichenden
Maisstroh-Varianten, sowie die EH-Daten der Maissilage in Abhéingigkeit vom

Schirfegrad der Dampfdruckbehandlung.
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Abbildung 26: EH-Ausbeuten mit Cellic® CTec2 an verschiedenen Rohstoffen in
Abhdngigkeit vom Schdrfegrad. Alle Werte sind bezogen auf die im vorbehandelten
Faserstoff theoretisch vorhandenen Kohlenhydrate (Glc/Xyl).
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Da insbesondere Prozessbedingungen mit niedrigen Schirfen in Bezug auf die
Ligninverwendung, aber auch Ausbeuteverluste durch Kohlenhydratabbau und die
Energiebilanz eine entscheidende Rolle einnehmen, wurden die folgenden EH-
Vergleiche der verschiedenen dampfdruckbehandelten Rohstoffe mittels Cellic® CTec2
durchgefiihrt. Diese sollen im Folgenden dargestellt, beschrieben und in Bezug auf

Gemeinsamkeiten und Unterschiede diskutiert werden.

Die Vorbehandlung fiihrt bei allen Rohstoffen zu hoheren EH-Ausbeuten. Bezogen auf
die mittels zweistufiger saurer Hydrolyse ermittelten Kohlenhydrate im Faserstoff, finden
sich nach einer Vorbehandlung bei 200 °C fiir 10 min (entspricht log Ro = 3,94)
Ausbeuten zwischen 87,8 % (DE 1) und 101,5 % (CHN). Ausbeuten von > 100 % sind
hierbei bereits in der Literatur beschriecben. Sie beruhen darauf, dass bei der
Rohstoffanalytik durch die zweistufige, saure Hydroylse Abbaureaktionen an den
Kohlenhydraten auftreten, die zu einer Unterschitzung der vorhandenen Kohlenhydrate
fithren. Bei einer EH kommen derartige Abbaureaktionen nicht vor. Bei einer perfekten,
vollstdndigen Hydrolyse konnen daher Ausbeuten > 100 % ermittelt werden (XU et al.,
2010; KRAFFT et al., 2020a). Mit einem steigenden Schérfegrad oberhalb log Ro = 3,94
sind folgend nur noch geringe Steigerungen der EH-Ausbeute zu erwarten. Die
Verbesserung der EH durch Vorbehandlungen ist umfassend in der Literatur beschrieben
und findet sich im allgemeinen Teil dieser Arbeit. Speziell auf den in dieser Arbeit
verwendeten Dampfdruck-Refiner-Aufschluss ldsst sich die Steigerung der EH fiir
verschiedene Substrate ebenfalls durch geeignete Literaturstellen bestéitigen (SCHUTT et
al.,, 2011; SCHUTT, 2012; SCHUTT et al., 2013; JANZON et al., 2014; KRAFFT et al.,
2020a; KRAFFT et al., 2020b).

Wie in vorausgegangenen Betrachtungen wurden ebenso die EH-Ausbeuten fiir
vorbehandelte MSS untersucht. Diese zeigen im Bereich log Ro= 3,53 — 3,65 — 3,94
Ausbeuten der EH von 89,8 % bis 96,5 %. Sie liegen damit hoher als Maisstroh DE 1 und
2, gleichauf mit der verwendeten Maissilage und niedriger als Maisstroh CHN. Die
ermittelten EH-Ergebnisse reihen sich in die bereits dargestellten EH-Ergebnisse ein und
untermauern die aufgestellten Annahmen bspw. in Bezug auf den positiven Aspekt der
Silierung oder einen mikrobiellen Abbau. Das chinesische Maisstroh zeigt bei hohen
Schirfegraden die hochsten EH-Ausbeuten bezogen auf die theoretischen Kohlenhydrate
im Faserstoff und damit verbunden auch die hochste enzymatische Zugénglichkeit. Die
beiden silierten Substrate weisen leicht niedrigere Werte auf. Es zeigt sich allerdings auch
in diesem Punkt die verbesserte Zuginglichkeit der Substrate durch den
Silierungsprozess, die zu hoheren EH-Ausbeuten fiihrt. Das bayerischen Maisstroh DE 2,
welches feucht gelagert und nicht luftgetrocknet wurde, weist im Vergleich hhere EH-
Ausbeuten als getrocknetes Maisstroh auf. LIU et al. (2013) beschreiben dahingehend

ebenso hohere EH-Ausbeuten flir feucht gelagertes Maisstroh im Vergleich zu einer
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Lagerung nach Lufttrocknung. AbschlieBend zeigt das getrocknete Maisstroh DE 1 die
niedrigsten Werte bei log Ro = 3,94. Hervorzuheben ist hierbei, dass dieses Maisstroh bei
log Ro = 2,77 noch die hochste Ausbeute zeigte. Alternativ konnten die fehlenden
Maisspindeln in dieser Maisstroh-Variante einen Einfluss auf die EH-Ausbeuten des
Substrates haben, da diese bei niedrigen Schérfegraden Hemicellulosen liefern, die bei
hoheren Schérfegraden bereits degradiert werden.

4.4.3 Einfluss der Ligninextraktion auf die nachfolgende EH
Die durchgefiihrte Ligninextraktion sollte die EH-Ausbeuten der dampfdruckbehandelten

noch weiter verbessern. Griinde fiir die alkalische Extraktion der Faserstoffe von
Maisstroh DE 1 in Bezug auf Verbesserung der EH und der dieser Arbeit
zugrundeliegenden Projektarbeit wurden daher bereits dargelegt. Der fiir die Beurteilung
relevante Vergleich der EH-Ausbeuten zwischen extrahiertem und nicht extrahiertem
Maisstroh ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Einfluss der Ligninextraktion auf die EH von dampfdruckbehandeltem
Maisstroh (DE 1). Ausbeuten sind auf die im verwendeten Faserstoff vorhandenen
Kohlenhydrate bezogen (KRAFFT et al., 2020a).

Wie in Abbildung 27 dargestellt, zeigt das extrahierte Material eine weitaus groBere
Zugénglichkeit fiir enzymatische Abbauten als das nicht extrahierte Material. Bei den
niedrigsten Schirfegraden (log Ro = 2,77) zeigen sich bis zu 106,4 % Ausbeute, bezogen
auf die theoretisch vorhandenen Kohlenhydrate. Die analytische Begriindung zu
Ausbeuten > 100 % wurde dahingehend bereits dargestellt (vgl. Abschnitt 4.4.2).
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Grundsitzlich zeigt sich in den dargestellten Daten, dass eine alkalische Extraktion den
Einfluss des Schirfegrades auf die EH-Ausbeuten verringert und nach einer alkalischen
Ligninextraktion auch bei milden Bedingungen alle theoretisch vorhandenen
Kohlenhydrate fiir eine EH verfiigbar sind. Vor diesem Hintergrund ist zu erwdhnen, dass
Verfahren mittels Alkali ebenso als eigenstindige Vorbehandlungsmethoden beschrieben
werden (CHEN et al., 2013). Prozesse mit einer alkalischen Extraktion wiirden so
deutlich mildere Prozessbedingungen, eine zusétzlich verwertbare Ligninfraktion,
verbunden mit vergleichsweise hohen Faserstoffausbeuten ermoglichen. Nicht
vernachléssigt werden darf an dieser Stelle der gegeniiberstehende Chemikalieneinsatz
und der Aufwand fiir weitere Prozessschritte, wie das Féllen des Lignins. Der
Vollstindigkeit halber soll an dieser Stelle auf vergleichenden Untersuchungen von
Autodisplay-Cellulasen und kommerziellen Produkten hingewiesen werden (KRAFFT
und SAAKE (2020)). Hier zeigte sich ebenso eine Erhdhung der Umsitze, verbunden mit

einer Verschiebung des Optimums hin zu niedrigeren Schérfegraden (log Ro = 3,53).

SCHUTT et al. (2011) und SCHUTT (2012) zeigen ein durchaus unterschiedliches
Verhalten der enzymatischen Glucoseausbeuten fiir Faserstoffe vor und nach einer
alkalischen Extraktion. Diese Betrachtung wurde, ergidnzt durch die Xyloseausbeuten fiir
beide Prozessvarianten im Folgenden aufgegriffen (Abb. 28) und soll im kurz dargestellt

werden.

Durch die Differenzierung der nach der enzymatischen Hydrolyse betrachteten
Hauptkohlenhydrate lassen sich weitere Entwicklungen darstellen. Sichtbar wird in
Hinblick auf die Glucoseausbeute (Abb. 28A), bezogen auf die Glucose im Rohstoff, dass
der hochste Einfluss der alkalischen Extraktion im Bereich niedrigerer Schirfegrade <
log Ro = 4,0 liegt. Die Verbesserung der Zugénglichkeit durch die alkalische Extraktion
geht mit steigender Schirfe verloren. SCHUTT (2012) berichtet sogar iiber abnehmende
Glucoseausbeuten mit steigender Schéirfe und anschlieBender Extraktion bei
dampfdruckbehandeltem Pappelholz. Die angegebene Begriindung stellt die simultane
Extraktion niedermolekularer Cellulose dar, die anschlie3end nicht mehr fiir die EH zur
Verfiigung stehe. Dieses Verhalten der Glucose konnte fiir die betrachteten Faserstoffe
nicht gefunden werden. Die Unterschiede in den Xylosegehalte (Abb. 28B) ist dabei im
dargestellten Vergleich weniger deutlich ausgeprégt. Im Bereich niedriger Schirfegrade
zeigt sich ebenso eine Erhohung der Xyloseausbeuten nach der Extraktion. Mit
steigendem Schérfegrad nimmt der Unterschied in der Xylose-EH-Ausbeute ab und zeigt
iiber den Verlauf vielmehr geringere Ausbeuten fiir den extrahierten Faserstoff. Dies kann
ebenso mit der Extraktion verbliebener Hemicellulosen aus dem Faserstoff erklirt

werden, die fiir eine nachfolgende EH nicht mehr zur Verfligung stehen.
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Abbildung 28: Glucose- (A) und Xyloseausbeuten (B) nach der enzymatischen Hydrolyse

von extrahierten und nicht extrahierten Faserstoffen bezogen auf den eingesetzten
Rohstoff (KRAFFT et al., 2020a).
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4.5 Gesamtkohlenhydratbilanzen

Zur Gesamtbetrachtung der Kohlenhydratbilanz des Prozesses in Abhdngig vom
Schérfegrad werden abschlieBend Gesamtbilanzen dargestellt. Dies dient auch dazu,
Prozess-Optima zu ermitteln. Daher werden im Folgenden Summierungen der EH-
Ausbeuten der Faserstoffe und der einstufigen Hydrolyseergebnisse der Extrakte,
bezogen auf den eingesetzten Rohstoff, dargestellt. Dies ist fiir die Beurteilung des
Gesamtprozesses sinnvoll, da eine Verwertung der Extrakte, neben der Nutzung der
monomeren Kohlenhydrate aus den Faserstoffen, erforderlich ist. Ahnliche
Betrachtungen wurden von SCHUTT et al. (2011) durchgefiihrt.

Tabelle 16 stellt daher eine Ubersicht und Summierung der Daten aus DD-Aufschliissen
von Maisstroh DE 1 und der Maissilage (MS) dar. Dazu werden die Glucose- und Xylose-
Werte aus den Extrakten und aus der enzymatischen Hydrolyse der Faserstoffe

zusammengefasst.

Tabelle 16: Kohlenhydrate aus der einstufigen Hydrolyse der Extrakte, der
enzymatischen Hydrolyse der Faserstoffe, sowie die Summe der Gesamtkohlenhydrate,
bezogen auf Rohstoff (KRAFFT et al., 2020a; KRAFFT et al., 2020b). Optima sind fett
dargestellt.

DE 1 MS
Extrakthydr. Faser EH Extrakthydr. Faser EH
logRo Glc Xyl Glc Xyl X Gle Xyl Gle Xyl )y
%) ) o) () (o) | (B () () () (%)

1,59 2806 0,7 12,6 2,7 44,6
1,88 30,2 0,7 9,9 2,9 43,7
2,18 309 0,8 11,9 3,7 473
2,47 329 1.3 11,7 44 503

277 22 07 233 10,6 368 | 342 19 127 52 540
306 23 1,6 264 114 41,7320 3,7 141 51 549
336 22 3,6 279 11,0 447 | 364 6,7 144 38 613
353 25 69 286 94 474|340 66 152 3,0 588
365 15 63 264 7,1 413|378 70 151 2,6 625
383 1,6 68 273 51 408|341 69 162 21 593
394 1,7 72 288 34 41,1 [ 339 64 159 1,7 579
412 14 42 285 22 363|306 51 169 1,5 54,1
425 1,1 25 282 15 333
424 1,1 27 278 12 328
441 08 1,5 267 08 298
454 07 13 280 0,7 307
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Sichtbar wird ein Gesamtoptimum fiir den Rohstoff DE 1 bei einem Schirfegrad von log
Ro = 3,53. BENDLER (2018) fand bei Voruntersuchungen an diesem Rohstoff ein
Optimum bei log Ro = 3,65 verbunden mit dem Hinweis, dass Optima bei niedrigeren
Schirfegraden moglich seien. Diese Hypothese konnte mit der Erweiterung des

Veruschsraums bestétigt werden.

Nach Alkaliextraktion der Faserstoffe des Rohstoffs DE 1 liegt das Optimum bei log Ro
= < 2,77 (KRAFFT et al., 2020a). Da das Optimum am Rand des Versuchsraumes
gefunden wurde, ist ein Gesamtkohlenhydrat-Optimum bei Schérfegraden <log Ro=2,77

nicht auszuschlieBen.

Im Vergleich zum Maisstroh DE 1 liegt das Optimum fiir Maissilage bei log Ro = 3,65.
Hier zeigt sich ebenso wie fiir DE 1 erst eine Zu- und anschlieBend eine Abnahme der
Gesamtausbeute mit steigendem Schérfegrad. Weitergehend wurden ebenso die Optima
der Kohlenhydratbilanz fiir die zwei weiteren Maisstroh-Varianten ermittelt. Das
Optimum des Maisstrohs DE 2 liegt im verwendeten Prozess mit 51,2 % bei log Ro =
3,94. Die Variante CHN zeigt ein Optimum mit 44,5 % bei log Ro = 3,36. Die
Prozessoptima sind abhéngig von der jeweiligen Fragestellung und miisste fiir
weitergehende Untersuchungen, sowie fiir 6konomische Betrachtungen jeweils weiter
betrachtet werden. Okonomische Betrachtungen sind dabei nur wenig in der Literatur
vorhanden. SCHOBER (2008) legt dahingehend fiir den durchgefiihrten
Dampfdruckaufschluss (log Ro = 3,25) von Maissilage dar, dass dieser wirtschaftlich
nicht interessant sei, da eine Stoffdichte (SD) von maximal 2 % O6konomisch nicht
darstellbar ist.

Aufgrund der geringen Verfiigbarkeit der MSS lagen fiir die Untersuchungen nur
Rohstoffmengen fiir drei Versuchspunkte vor. Aufgrund der vorgenannten Ergebnisse fiir
die weiteren Substrate wurden fiir diesen Aspekt die Schirfegrade log Ro=3,53 — 3,65 —
3,94 ausgewdhlt. Von diesen drei Prozessbedingungen wurde fiir die MSS das beste
Ergebnis bei log Ro = 3,65 ermittelt. Hier wurden 49,8 % der Glucose und Xylose bezogen
auf den eingesetzten Rohstoff erhalten. Aus den ermittelten Werten ergibt sich ein
Bereich der Optima fiir die verwendeten Maisstroh-, Maissilage- und Maistrohsilage-
Varianten. Dieser Bereich kann mit log Ro = 3,36-3,94 angegeben werden, in welchem
die Optima substratspezifisch schwanken. Der Einfluss der Silierung kann aus den
vorliegenden Daten nicht endgiiltig beurteilt werden. Hierfiir wire das Originalsubstrat
verbunden mit seiner silierten Variante notwendig, um detailliertere Schliisse zu
moglichen Verschiebungen der Optima ziehen zu konnen. Zum Vergleich der ermittelten
Optima mit der Literatur zeigt SCHUTT et al. (2011) fiir Pappelholz den Bereich der
hochsten Kohlenhydratausbeuten zwischen log Ro =4,01 und 4,75. Bei den schirfsten
Prozessbedingungen (220 °C, 30 min, log Ro= 5,01) zeigen sich in den dargestellten
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Daten wieder abnehmende Gesamtkohlenhydrate. Neben dem Einfluss des verwendeten
Enzyms konnten agrarische Rest- und Nebenprodukte daher tendenziell mit niedrigeren
Schirfegraden aufschlieBbar und leichter zuginglich sein. Dies miisste in weiteren

vergleichenden Untersuchungen untersucht werden.

4.6 Inhibitoren und Degradationsprodukte

Im folgenden Abschnitt dieser Arbeit werden die ermittelten Degradationsprodukte der
Hex- und Pentosen, aber auch des Lignins unter dem Einfluss steigender Schérfe
dargestellt werden. Bekannt ist, wie bereits in Abschnitt 2.6. beschrieben, dass diverse
Abbauprodukte negative Einfliisse auf die EH resp. eine anschlieBende Fermentation zu
weiteren Plattformchemikalien haben konnen (TENGBORG et al., 2001). Vor diesem
Hintergrund zeigen frithe Zusammenfassungen von ANDO et al. (1986), dass cellulase-
inhibierende Komponenten wasserloslich sind und nur zu einem sehr kleinen Teil in der
Faserfraktion erscheinen. Die Verwendung der hemicellulose- und inhibitorreichen
Extraktfraktion ist daher deutlich weniger dokumentiert als die der cellulosedominierten
Faserfraktion. Griinde sind die herausforderndere Fermentation der C5-Fraktion und das
Vorhandensein der dargestellten Inhibitoren im Extrakt (CUBAS-CANO et al., 2018;
CUBAS-CANO et al., 2020).

CANTARELLA et al. (2004b) beschreiben in Bezug auf Hauptinhibitoren
niedermolekulare Sduren, die Abbauprodukte der Kohlenhydrate sowie des Lignins.
Innerhalb dieser Ubergruppen werden elf Komponenten beschrieben, die einen
signifikanten Einfluss auf weitere Verarbeitungswege habe. Bei diesen Komponenten
handelt es sich um zwei organische Séduren (Essig- und Ameisensdure), zwei
Furanderviate (5-HMF und Furfural) und sieben phenolische Bestandteile (ZHANG et
al., 2013). Die Konzentration dieser Inhibitoren bei unterschiedlichen Schérfegraden wird

im Folgenden fiir die im Prozess verwendeten Rohstoffe detaillierter beschrieben.

4.6.1 Furane

Schon PULS et al. (1985) beschreiben die Zunahme von Furfural und 5-HMF im Extrakt
in Folge eines ansteigenden Schirfegrades. Diese Entwicklung soll auch fiir
dampfdruckaufgeschlossene Maisstroh- und Silageproben dargestellt werden.
Dahingehend soll jeweils das Maisstroh DE 1 mit Mais- und Maisstrohsilage auf die
Verdanderung in Bezug auf den Schirfegrad und ermittelbare Mengen der Furane

verglichen werden.
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Abbildung 29: Einfluss des Schirfegrades auf die Furangehalte in den Extrakten von
Maisstroh und Maissilage (KRAFFT et al., 2021).

Wie in Abbildung 29 dargestellt zeigen die Furane mit steigendem Schéirfegrad einen
Anstieg in der Konzentration. Hierbei ist die Relation von 5-HMF und Furfural zwischen
den zwei untersuchten Rohstoffen unterschiedlich. Das Maisstroh DE 1 weilit bei
niedrigen Schérfegraden mehr 5-HMF als Furfural auf. Bei einem Schérfegrad von log
Ro = 3,94 sind die Konzentration beider Furane mit 0,14 % bezogen auf den eingesetzten
Rohstoff gleich. Bei der Maissilage liegt die Konzentration der Furane bis zu einem
Schérfegrad von log Ro = 3,65 auf dhnlichen Niveaus. Erst beim hochsten verglichenen
Schérfegrad von log Ro = 3,94 zeigt die Maissilage deutlich héhere 5S-HMF-Gehalte (0,24
%) im Vergleich zum Furfural (0,10 %), jeweils ebenso bezogen auf den eingesetzten
Rohstoff. Ursdchlich ist hierbei die bei hoheren Schirfegraden einsetzende
Dehydratisierung der Hexosen zu 5-HMF. Diese liegen, bedingt durch die enthaltene

Stiarke der Maiskorner, gerade bei der Maissilage in hoheren Mengenanteilen vor.

Fiir die untersuchte MSS wurden, im Gegensatz zum Maisstroh, grundsitzlich hoheren
Furfural und niedrigeren 5-HMF-Gehalten im Bereich log Ro = 3,53 — 3,65 — 3,94
ermittelt. So zeigt das Furfural einen Anstieg von 0,09 % auf 0,29 % bezogen auf den
eingesetzten Rohstoff. Der 5-HMF-Gehalt im Extrakt steigt hingegen, bezogen auf den
Rohstoff, von 0,03 % auf 0,09 %.

OLIVA et al. (2003) berichten, dass erheblich geringere Mengen an Furfural fiir eine
inhibitorische Wirkung in Anwendungen der Ethanol-Fermentation ausreichen und

76



Spezieller Teil — Ergebnisse und Diskussion

Furfural damit fiir den dargestellten Anwendungsfall deutlich toxischer sei, als 5S-HMF.
OLIVA et al. (2003) beschreiben dabei fiir SE von Pappel bei 210 °C fiir 4 min erheblich
hohere Mengen an Furfural (490 mg /L) im Vergleich zu 5-HMF (80 mg / L). HAGEL
und SAAKE (2020) zeigen fiir Dampfdruck-Refinerbehandlungen von Pappel und Fichte,
ansteigend ab log Ro = 3,36, hohere Furfuralgehalte.

Fiir die am Maisstroh DE 2 durchgefiihrten Mehrfachversuche bei log Ro = 4,42 (vgl.
Abschnitt 4.2.1.) zeigt sich ein hoherer Gehalt an Furfural, als an 5-HMF. Ein hoher
Schérfegrad konnte damit einen stidrkeren Einfluss auf die Furfuralbildung, als auf die
Gehalte an 5-HMF haben. Eine sichtbare Untermauerung dieser Hypothese zeigt sich
auch bereits beim hochsten Schirfegrad (log Ro = 3,94) in Abbildung 29, bei denen die
Furfuralkonzentration erheblich ansteigt. Unabhéngig von der Hohe zeigen alle Autoren
eine Zunahme der Furangehalte mit steigendem Schirfegrad bei niedrigen pH-Werten.
Bezugnehmend auf den pH-Wert berichten HAGEL und SAAKE (2020) iiber
Dampfdruckbehandlungen in neutralen pH-Bereichen, die durch den verwendeten
Rohstoff hervorgerufen wurden. Bei diesen wurde keine Bildung von Furanen
beobachtet. Eine Einstellung des pH-Wertes im Prozess und die Behandlungen bei
niedrigeren Schérfen konnte daher ein moglicher Weg sein, die Bildung inhibitorisch

wirkender Furane, und dabei vor allem von Furfural, zu vermeiden.

4.6.2 Organische Sauren im Extrakt

Neben den beschriebenen Furanen haben sowohl substratspezifische wie auch im Prozess
gebildete organische Sduren einen Einfluss auf die EH und die nachfolgenden
Prozessschritte. In diesem Zusammenhang beschreiben ZHANG et al. (2013) fiir SE-
Experimente an Maisstroh, dass die ermittelten organischen Sduren (Essig- und
Ameisensdure) und Furane flir 82-96 % der Gesamtinhibitorenmenge verantwortlich
seien. In den dargestellten Daten (197,85 °C, 8 min) stellten die beiden genannten
organischen Sduren die Hauptmenge der Inhibitoren im Extrakt dar. Um Abschétzungen
iiber den Einfluss des steigenden Schirfegrades auf die entstehenden organischen Sduren
anstellen zu kdnnen, wurden Untersuchungen an Maisstroh DE 1 und an der Maissilage
durchgefiihrt.
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Abbildung 30: Einfluss des Schirfegrades auf den Essig- und Ameisensduregehalt im
Extrakt beim Aufschluss von Maisstroh DE 1 und MS (KRAFFT et al., 2021).

Wie in Abbildung 30 ersichtlich, zeigen beide Substrate mit einem zunehmenden
Schirfegrad einen Anstieg der ermittelten Gehalte an organischen Sauren.
Bezugnehmend auf die gebildete Essigsdure sind die Verldufe, wenn auch auf leicht
unterschiedlichen Niveaus in ihrer Entwicklung iibereinstimmend, wobei die Gehalte an
Essigsdure in den Maisstroh-Extrakten durchweg hoher sind. Der Verlauf der Zunahme
verdndert sich fiir den hochsten Schérfegrad. Hier ist im Vergleich zum Maissilage-
Extrakt eine stirkere Zunahme des Essigsduregehaltes im Extrakt des Maisstrohs zu
beobachten. Die Gehalte an Essigsdure sind im Vergleich zur Ameisenséure durchweg
hoher. Dies wird auch in der Literatur beschrieben. CANTARELLA et al. (2004b)
ermittelten an dampfdruckvorbehandeltem Pappelholz (log Ro = 4,13) eine mehr als
doppelt so hohe Konzentration an Essigsdure im Vergleich zur Ameisensdure. Die
Freisetzung der Essigsdure wurde bereits in Abschnitt 2.5.2 beschrieben und beruht auf
der Abspaltung von Acetylgruppen der Hemicellulosen im Rahmen der Autohydrolyse.
Die Bildung von freier Ameisensdure wird mit der weiteren Degradation der Furane
erklart (PEDERSEN und MEYER, 2010; RASMUSSEN et al., 2014).

Verschiedene Autoren beschreiben den Einfluss der Essigsdure im Extrakt fiir
enzymatische und fermentative Prozesse (FENG et al., 2012; OLIVA et al., 2003;
CANTARELLA et al., 2004b). Die in dieser Arbeit erhaltenen Konzentrationen an
Essigsdaure wiirden nach CANTARELLA et al. (2004b) noch nicht zu Inhibierungen
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fiihren. Fiir die Ameisensdure beschreiben FENG et al. (2012) allerdings bereits einen
starken Einfluss auf eine Milchsdurefermentation ab einer Konzentration von 0,1 g/L. Die
in den Maisstroh-Extrakten festgestellten 1,2 % Ameisensdure, bezogen auf den
eingesetzten Rohstoff, stellen damit einen potentiellen inhibitorischen Parameter fiir
nachfolgende Prozessschritte dar, sodass Strategien zur Vermeidung entwickelt werden
miissen. Fiir das Extrakt der Maissilage wurden maximal 0,23 %, bezogen auf den
eingesetzten Rohstoff, ermittelt und stellen damit in Bezug auf inhibitorische Wirkungen

kein potentielles Problem dar.

Neben Essig- und Ameisensdure im Extrakt stellt Milchsiure ebenso einen Inhibitor fiir
fermentative Prozesse dar (CUBAS-CANO et al., 2020). Sie wurde daher im Zuge der
weiteren Untersuchungen ebenfalls bestimmt (KRAFFT et al., 2020b; KRAFFT et al.,
2021). Freie Milchsdure des Substrates konnte auch fiir eine Abspaltung der
Acetylgruppen verantwortlich sein, wobei im Maissilage-Rohstoff schon 0,9 %
Essigsdure vorkommen. Fiir Maissilage-Dampfdruckaufschliisse unterhalb der
Autohydrolyse-Temperatur von 150 °C wurden stabile Essigsdure-Gehalte (1,54—1,82 %
bez. a. RM) ermittelt, die damit iiber den im Rohstoff vorkommenden 0,9 % liegen
(KRAFFT et al., 2020b). Dies konnte daher fiir einen Einfluss der Milchséure auf die
Abspaltung der Acetylgruppen sprechen. Milchsdure wird tiiblicherweise nicht im
Dampfdruckprozess gebildet und die im Extrakt gefundenen Milchséurekonzentrationen
entsprechen mit rund 5 %, bezogen auf den Rohstoff, der im Substrat enthaltenen
Milchsdurekonzentration (KRAFFT et al., 2020b).

4.6.3 Phenolische Abbauprodukte des Lignins

Neben den Furanen und organischen Sduren stellen auch die Abbauprodukte des Lignins
einen relevanten Parameter zur Beurteilung der Extraktfraktion dar. Untersuchungen zu
diesem Themenkomplex sind weiterhin wichtig, um stoffliche
Verwertungsmoglichkeiten der Extrakte beurteilen zu konnen. Eine mogliche
Verwertung zu Biogas ist in der Literatur beschriecben (JANZON et al., 2014).
TENGBORG et al. (2001) zeigt Versuche mit dem Extrakt von dampfvorbehandeltem
Nadelholz. Mit steigender Extraktmengen sinkt die Celluloseumsetzung in der EH
deutlich. SCHUTT (2012) beschreibt die gemeinsame EH von Faserstoff und Extrakt.
Durch die Hinzugabe des Extraktes erhohten sich die Konzentrationen der Inhibitoren um
den Faktor 2—6. Es wurde in dieser gemeinsamen EH allerdings kein negativer Einfluss
auf die Ausbeuten gefunden. QURESHI et al. (2010) beschreibt, dass die Fermentation
von Maisstroh-Extrakten zu Aceton/Butanol/Ethanol (ABE) in unverdiinnten Extrakten
nicht moglich sei. Auch neure Untersuchungen widmen sich der Moglichkeit zur
gemeinsamen Fermentation der Faserstoff- und Extraktfraktion (DEL G. RiO et al.,
2020).
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Abbildung 31 zeigt daher den Einfluss des Schirfegrades auf die Bildung der sieben
relevanten, phenolischen Degradationsprodukte nach ZHANG et al. (2013).
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Abbildung 31: Einfluss des Schdrfegrades auf die ermittelten phenolischen Komponenten
im Extrakt fiir Maisstroh DE 1 (A) und MS (B). Die Komponenten sind als Peakfldchen
(%), bezogen auf das Gesamtchromatogramm, dargestellt (KRAFFT et al., 2021).

Wie in Abbildung 31 dargestellt, zeigen sich fiir die Extrakte der beiden untersuchten
Substrate nach dem Dampfdruckaufschluss bei unterschiedlichen Schérfen verschiedene
Peakfldachen-% der phenolischen Inhibitoren. Fiir die Maisstroh-Extrakte stellen sich als
Hauptkomponenten p-Coumarsdure und Ferulasdrure dar. Erstgenannte zeigt hierbei bei

Maisstroh die grofite Verdnderung mit abnehmenden Gehalten bei steigender Schirfe.
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Urséchlich dafiir konnen sekundire Abbaureaktionen der p-Coumarsdure sein. Diese
Beobachtung wird ebenso durch ILANIDIS et al. (2021) fiir hydrothermale
Vorbehandlungen > 190 °C an Weizenstroh beschrieben. Die p-Coumarsdure in den
Maissilage-Extrakten zeigt im Vergleich einen leichten Anstieg mit stabilen
Konzentrationen bei steigender Scharfe. Fiir Ferulasiure, die verschiedene Urspriinge in
lignifizierter Biomasse oder kornerhaltigen Substraten hat (NOOR HASYIERAH et al.,
2008), ist eine anfiangliche Zunahme mit steigender Schérfe zu beobachten. Diese nimmt
bei hoheren Schirfegradregionen wieder ab. Hier ist bei scharfen Prozessbedingungen
ebenso von sekundéren Degradationsreaktionen auszugehen. Dies kann beispielsweise,
wie in der Literatur beschrieben, zur Bildung von 4-Methylguaiacol, 4-Ethylguaiacol, 4-
Vinylguaiacol oder Vanillin fithren (FIDDLER et al., 1967; GONG et al., 2012). Dieses
Verhalten zeigt sich auch in den untersuchten Maissilage-Proben. Die weiteren
phenolischen Abbauprodukte zeigen bei Maisstroh konstante Werte von < 1 %
Peakfléche.

Die Extrakte der Maissilage zeigen, bei in der Gesamtheit niedrigeren Peakfldchen-%,
ein komplexeres Verhalten der Phenole im Extrakt. Die p-Coumarsdure und die
Ferulasdure wurden dabei bereits beschrieben. 4-Hydroxybenzoesdure zeigt eine stetige
Abnahme mit steigender Schérfe, wohingegen Syringa- und Vanillinsdure konstante,
wenn auch niedrige, Zunahmen mit einem ansteigenden Schirfegrad zeigen. Die
Zunahme des 4-Hydroxybenzaldehyd mit steigender Prozessschirfe wird ebenso durch
ILANIDIS et al. (2021) beschrieben. Die Autoren postulieren dahingehen die Annahme,
dass Phenole mit einer C-Seitenketten, wie Vanillin oder 4-Hydroxybenzaldehyd, stabiler

gegen thermische Degradation seien als solche mit zwei oder drei C-Seitenketten.

Zur Beurteilung der Gesamtbelastung der jeweiligen Extrakte mit den dargestellten
Phenolen wurden diese in Abbildung 32 zusammengefasst. Sichtbar wird die deutlich
geringere Phenol-Konzentration in den Maissilage-Extrakten. Ein moglicher Grund
konnte sein, dass die verwendete Maissilage (11,9 %) im Vergleich zum Maisstroh DE 1
(19,3) einen niedrigeren Ligningehalt hat und so weniger Potenzial zur Bildung von

phenolischen Inhibitoren aus der Lignindegradation vorliegt (vgl. Abschnitt 4.1).

Abgeleitet aus der Gesamtdarstellung der phenolischen Komponenten im Extrakt (Abb.
32) und deren Bildung sind Rohstoffe mit niedrigen Ligningehalten zur Phenol-
Pravention vorteilhaft. Alternativ kann tiiber Schritte zur Ligninreduktion mittels
Extraktion (vgl. Abschnitt 4.3) nachgedacht werden, um einen Ubergang von
phenolischen Komponenten ins Extrakt zu verhindern. Weiterhin sind weitere
MaBnahmen, wie eine Verdiinunng der Extrakte oder der gesamte Aspekt einer
Detoxification (PALMQVIST et al., 1997, CANTARELLA et al., 2004a) in die
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Uberlegungen zur Verwertung mit einzubeziehen und jeweils substrat- und

prozessspezifisch zu optimieren.
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Abbildung 32: Vergleich der phenolischen Komponenten in den Maisstroh- und
Maissilage-Extrakten in Abhdngigkeit vom Schdrfegrad als %-Peakfldiche (KRAFFT et
al., 2021).

4.6.4 Weitere Degradationsprodukte

Neben den drei Hauptgruppen der Inhibitoren wurden weitere moglicherweise relevante
Komponenten detektiert. So zeigt sich das Vorhandensein von Bruchstiicken eines
bekannten, wasserloslichen Mykotoxins in den Maissilage-Extrakten (KRAFFT et al.,
2021). Der Einfluss solcher Mykotoxine auf Bioraffinerien ist Gegenstand der Literatur
(VIQUEZ et al., 1996; MUNKVOLD und DESJARDINS, 1997, MARASAS et al.,
2004). Grundlegend negative Einfliisse auf die Produktion von Biogas (FERRARA et al.,
2021) oder die Ethanolproduktion (BOTHAST et al., 1992) konnten allerdings bisher

nicht nachgewiesen werden.

Weitere Komponenten deren Peakflichen mit dem Schirfegrad ansteigen sind 3,4-
dihydrocoumarin-6-ol und Alginetin. Ersteres wurde auch durch andere Autoren in
Pyrolysedaten von Eukalyptus-Kraftzellstoff bzw. Co-Pyrolysen von Bagasse und
Paraffin gefunden (OUDIA et al., 2007; KOUHI und SHAMS, 2019). Alginetin wird als
Karamellisationsprodukt von Hexenuronsduren- und Pentosen nach thermischen
Behandlungen beschrieben (DOI et al., 2020). Inhibitorische Wirkungen der beiden

genannten Komponenten sind allerdings nicht in der Literatur dokumentiert.
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S5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Dampfdruckaufschlusses auf verschiedene
maisbasierte Rohstoffe untersucht. Ziel war die Untersuchung und Optimierung einer
anschlieenden enzymatischen Hydrolyse zur Produktion von fermentierbaren
Kohlenhydraten zur Produktion von biomassebasierten Plattformchemikalien. Als
Rohstoffe dienten drei verschiedene Maisstroh-Varianten, eine Maissilage und in der
Weiterfilhrung eine Maisstrohsilage. Verschiedene Maisstroh-Produkte wurden
eingesetzt, um auf biotische und abiotische Einflussfaktoren zurlickzufiihrende
Schwankungen in der Biomassezusammensetzung einschétzen zu kénnen. Dafiir wurden
die Rohstoffe vor dem Aufschluss umfassend chemisch charakterisiert. Fiir die in der
vorliegenden Arbeit angestellten Vergleiche wurde ein Versuchsrahmen im
Schirfegradbereich von log Ro = 2,77 bis 3,94 gewdhlt. Die aufgeschlossenen Rohstoffe
lagen nach dem Prozess als feste Faserfraktion und fliissige Extraktfraktion vor. Zur
Erstellung von Prozessbilanzen wurden die jeweiligen Ausbeuten bestimmt und die
erzeugten Faserstoffe und Extrakte chemisch charakterisiert. Die Faserstoffe wurden
anschlielend einer enzymatischen Hydrolyse unterzogen und die Hydrolyse-Ausbeuten,
basierend auf den im Faserstoff vorhandenen Kohlenhydraten, bestimmt. Eine mogliche
Verbesserung der enzymatischen Zugénglichkeit durch eine alkalischen Ligninextraktion
wurde in dieser Arbeit ebenso untersucht. Die extrahierten Faserstoffe wurden ebenfalls
enzymatisch hydrolysiert und die Ausbeuten bestimmt. Neben den Faserstoffen wurden
ebenso die gewonnenen Extrakte umfassend charakterisiert. Diese Untersuchungen
dienten insbesondere der Detektion von Inhibitoren, die vornehmlich im fliissigen Extrakt
vorkommen. Zur Beurteilung von moglichen negativen Effekten auf eine EH und
Fermentation wurden die wichtigsten Degradationsprodukte der Kohlenhydrate und des
Lignins ermittelt. Dies geschah vor dem Hintergrund einer angestrebten stofflichen
Verwendung der hemicellulosereichen Extraktfraktion bzw. einer gemeinsamen

enzymatischen Hydrolyse oder Fermentation.

Die Analyse der verschiedenen Rohstoffe zeigte fiir das Maisstroh eine Streuung der
Kohlenhydratgehalte von 52,4-63,9 %. Fiir MS konnten 61,2 % und fiir MSS 61,5 %
Gesamtkohlenhydratgehalte ermittelt werden, Die Extraktgehalte einer sukzessiven
Extraktion der Maisstroh-Varianten liegen zwischen 13,0 und 21,9 %. Hohe
Extraktgehalte, vornehmlich durch das Wasserextrakt bedingt, zeigt die Maissilage.
Hierbei ist nicht auszuschlieBen, dass wasserlosliche, stirkebasierte Kohlenhydrate auch
im Wasserextrakt vorhanden sind und die Kohlenhydratgehalte dadurch unterschitzt
werden. Die MSS liegt mit einem Gesamtextrakt von 16,8 % ndher an den Werten des
Maisstrohs, als an denen der Maissilage. Die ermittelten Lignin- und Aschegehalte
schwanken weniger, wenngleich die Maissilage aufgrund ihres friiheren Erntezeitpunktes

niedrigere Werte aufweist. Grundlegend zeigt sich die grofe Streuung natiirlicher
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Rohstoffe, die Auswirkungen auf die Prozesse in einer Bioraffinerie hat jeweils
individuell beriicksichtigt werden muss. Mogliche Griinde sind hier insbesondere bei
klimatischen = Unterschieden, unterschiedlichen Erntejahren, den jeweiligen
Bodenverhiltnissen, der Sortenauswahl oder auch weiteren geographischen
Besonderheiten zu finden.

Nach dem Dampfdruckaufschluss der Maisstroh-Varianten ergeben sich die hochsten
Faserstoffausbeuten bei den mildesten Prozessbedingungen von log Ro = 2,77. Mit
zunehmender Schirfe sinken die Ausbeuten an Faserstoff kontinuierlich ab. Wenngleich
der Verlauf liber den Schirfegrad dhnlich ist, unterscheiden sich die Rohstoffe deutlich
in ihren Ausbeuten. Am niedrigsten Schirfegrad variiert die Faserstoffausbeuten
zwischen 81,4 % fiir das Maisstroh DE 1 und 65,0 % fiir das Maisstroh CHN. Auch am
hochsten Schirfegrad zeigt sich eine Streuung von 58,8 % zu 44,2 %. Das dritte Maisstroh
DE 2 zeigt Werte zwischen den beiden Extremen. Eine umgekehrte Entwicklung zeigt
sich fiir das im Prozess gebildete Extrakt des Maisstrohs. Mit den niedrigsten Ausbeuten
bei log Ro = 2,77 steigt die Ausbeute mit zunehmendem Schéarfegrad, was auf den mit
steigenden Prozessbedingungen verstirkten Ubergang von Hemicellulosen in die
Extraktfraktion zu erkléren ist. Das Maisstroh DE 2 liegt also zwischen den Maisstroh-
Varianten DE 1 und CHN. Die Variation der Extraktausbeuten zwischen den Extremen
am niedrigsten Schérfegrade liegt hierbei zwischen 18,3 % und 38,1 %. Beim hdchsten
in dieser Arbeit verglichenen Schirfegrad (log Ro = 3,94) zeigen sich je nach
verwendetem Rohstoff Ausbeuten der Extrakte von 28,3 % bis zu 48,5 %. So zeigt sich
grundsitzlich, dass auch im Vergleich verschiedener Maisstroh-Substrate, im ermittelten
Schirfegradbereich hohere Faserstoff- und niedrigere Extraktausbeuten fiir Maisstroh zu
erwarten sind. Gegenlaufige Entwicklungen von Faserstoffabnahme und Extraktzunahme
mit steigendem Schirfegrad sind gleichsam zu beobachten. Die jeweilige Hohe der

Ausbeuten ist hierbei substratspezifisch.

Zur Beurteilung weiterer Prozessschritte wurde die Zusammensetzung der erzeugten
Faserstoffe und Extrakte in Hinblick auf pH-Wert, Kohlenhydrate und Ligningehalte
analysiert. Uber alle Rohstoffe und Extrakte hinweg zeigt sich mit zunehmender Schiirfe
eine Abnahme des pH-Wertes, was auf die Bildung von Essigsdure im Rahmen
autohydrolytischer Reaktionen zuriickgefiihrt werden kann. Fiir die Faserstoffe und die
Extrakte lassen sich grundsitzlich die Betrachtung auf die jeweilige Fraktion und
diejenige bezogen auf den eingesetzten Rohstoff unterscheiden. Bezogen auf den
Faserstoff zeigt sich mit zunehmendem Schérfegrad fiir die Maisstroh-Varianten eine
durchgehende Abnahme der Xylose im Faserstoff, sowie eine stetige Anreicherung der
Glucose aufbis zu 58,9 % (DE 2, log Ro = 3,65). Durch den Ubergang der Hemicellulosen
in das Extrakt zeigt sich fiir das Extrakt iiber alle Rohstoffe hinweg eine gegenteilige

Entwicklung mit sinkenden relativen Glucosegehalten und zunehmenden Gehalten an
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Xylose bis zu log Ro = 3,94. Die Betrachtung der rohstoffbezogenen Werte zeigt sich ein
differenzierteres Bild. Hierbei lassen sich fiir die Faserstoffe vielmehr nahezu stabile
Glucosewerte mit, bedingt durch den beschriebenen Ubergang in die Extraktfraktion,
sinkenden Hemicellulosegehalten feststellen. Die Erkenntnisse fiir die Extrakte bleiben
unverdndert und zeigen auch in der rohstoffbezogenen Auswertung sinkende Glucose-
und steigende Xylosegehalte. Die Ergebnisse fiir die Faserstoffe und Extrakte der
Maissilage ergeben &dhnliche Verlaufskurven, wenn auch mit erheblich hoheren,
starkebedingten Glucosegehalten von bis zu 37,8 % (log Ro = 3,65), bezogen auf den
Rohstoff, im Extrakt. Der Ubergang der Hemicellulosen aus dem Faserstoffin das Extrakt
konnte auch fiir die Versuche mit MSS gezeigt werden. Bei rohstoffbezogenen, stabilen
Glucosewerten im Extrakt zeigt sich allerdings schon bei log Ro = 3,94 eine Abnahme
der Xylose im Extrakt, die auf Degradationsreaktionen im Dampfdruckaufschluss

zuriickgefiihrt werden kann.

Die Ligningehalte der Faserstoffe und Extrakte wurden als sdureunldslicher Riickstand
nach einer zwei- bzw. einstufigen, schwefelsauren Hydrolyse bestimmt, da hohe
Ligningehalte einen negativen Einfluss auf nachgelagerte Prozesse haben konnen. Durch
den beschriebenen Ubergang der Hemicellulosen findet, wie bei der Glucose, eine
Anreicherung von Lignin im Faserstoff statt. Diese Beobachtung relativiert sich
allerdings in der rohstoffbezogenen Betrachtungsweise. Hier zeigen sich stabile bis leicht
ansteigende Ligninwerte in den Maisstroh-Faserstoffen. Fiir die Maissilage-Faserstoffe
konnen leicht abnehmende Daten gezeigt werden, wohingegen eine leichte Zunahme des
Lignins fiir die Faserstoffe der MSS ermittelt wurde. Verschiedene gegenldufige
Einflussfaktoren, wie Abbau- und Kondensationsreaktionen oder die Bildung von
Pseudo-Lignin konnen die ermittelten Ergebnisse dabei in verschiedene Richtungen
beeinflussen. Dies gilt ebenso fiir die Ligningehalte der Extrakte. Diese nehmen mit
steigender Schérfe zu. Fiir das Maisstroh DE 1 konnte bei log Ro = 3,94 eine Abnahme
des Ligningehaltes festgestellt werden, wohingegen die anderen Extrakte eine Zunahme
bzw. konstante Werte aufzeigen. Unabhéngig davon sollte bei nachfolgenden Arbeiten
zur Verwertung von Dampfdruck-Ligninen weitere Analytik, bspw. mittels DSC,

betrieben werden.

Die EH wurde vor und nach der Vorbehandlung durchgefiihrt. Die Spannweite der
natiirlichen Kohlenhydratausbeuten ohne Vorbehandlung lag dabei zwischen 7,1 % (DE
1) und 55,1 % (MS). Urséchlich fiir die hohen Zuginglichkeiten sind insbesondere
Maiskorner und damit das Vorhandensein von Stirke in der Maissilage. Herausstechend
ist die Umsetzung von 35,3 % der theoretisch vorhandenen Kohlenhydrate des Maisstrohs
CHN. Ein fritherer Erntezeitpunkt mit einer geringeren Lignifizierung konnte, neben
anderen biotischen und abiotischen Einflussfaktoren, mit ein Grund fiir die im Vergleich

zu den anderen Strohvarianten besseren Umsetzung sein. Nach einer Dampfdruck-
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Vorbehandlung zeigten alle verwendeten Rohstoffe eine deutliche Verbesserung der
Zuginglichkeit fliir Enzymprédparate. Die hochsten Ausbeuten unter Bezug auf die
theoretisch im Faserstoff vorhandenen Kohlenhydrate Glucose und Xylose konnten
durchweg bei den hochsten Schirfegraden (log Ro = 3,94) erzielt werden. Die Maisstroh-
Varianten streuen hierbei zwischen Ausbeuten von 87,8 % und 101,5 %, wobei Werte
iiber 100 % auf die Bestimmungsmethode der theoretisch vorhandenen Kohlenhydrate
zuriickzufiithren sind. Bei log Ro = 3,94 ergeben sich EH-Ausbeuten von 98,8 % fiir MS
und 96,5 % fiir MSS, bezogen auf die theoretisch im Faserstoff vorhandenen
Kohlenhydrate. So zeigt sich durchweg, dass nach einer Behandlung bei 200 °C fiir 10
min nahezu alle vorhandenen Kohlenhydrate der Faserstoffe fiir einen enzymatischen

Abbau zu monomeren Kohlenhydraten zur Verfiigung stehen.

Zur Verbesserung der Zuginglichkeit der Faserstoffe fiir den enzymatischen Abbau
wurden exemplarisch Ligninextraktionen an den Faserstoffen des Maisstrohs DE 1
durchgefiihrt. Weiterhin konnte so eine zusétzliche Ligninfraktion gewonnen werden, die
charakterisiert wurde und fiir weitere stoffliche Verwendungen zur Verfiigung steht. Aus
diesen Experimenten sind verschiedene Aussagen ableitbar. Zum einen stellt sich eine
erheblich verbesserte Zuginglichkeit, insbesondere bei niedrigen Schirfegraden, dar. Am
niedrigsten Schirfegrad von log Ro = 2,77 ergibt sich eine auf die theoretisch im
Faserstoff vorhandenen Kohlenhydrate bezogene Ausbeute von 106,4 %. Bezogen auf
den eingesetzten Faserstoff sind bei log Ro = 4,24 bis zu 29 % nach der alkalischen
Extraktion als Ligninfraktion fallbar. Die resultierende Ligninfraktion ist gekennzeichnet
durch sinkende Kohlenhydratverunreinigungen und zunehmende Molmassen mit
steigender Schirfe. Bei den unter den hdchsten Prozessbedingungen (log Ro = 4,54)
aufgeschlossenen Faserstoffen liegen die KH-Gehalte im Lignin unter 0,5 %. Gleichsam
steigen die Molmassen der extrahierten Lignine am hdchsten untersuchten Schérfegrad
(log Ro = 4,25) auf 23.900 g/mol. Da aus der Literatur heraus Lignine mit niedrigen
Kohlenhydratkontaminationen und niedrigen Molmassen fiir weiterfiihrende, stoffliche
Verwendungen préferiert werden, scheint hier in Bezug auf die zu wéhlende
Prozessbedingungen eine Abwégung notwendig, um die Ligninfraktion bestmoglich
nutzen zu konnen. Weiterhin wiren mogliche Anwendungen der Lignine aus den unter

unterschiedlichen Schérfegraden vorbehandelten Faserstoffen zu priifen.

Die Bildung von Inhibitoren in Dampfdruck-Prozessen ist bekannt und sollte daher auch
in dieser Arbeit ermittelt werden, um Einfliisse auf Enzyme und fermentative Prozesse
bewerten zu konnen. Hierfiir wurden die Extrakte untersucht, die die Hauptfracht an
Inhibitoren enthalten, wihrend die Faserstoffe arm an Degradationsprodukten sind.
Hierbei wurde der Blick auf Degradationsprodukte der Kohlenhydrate und des Lignins

gerichtet, die bekanntermallen einen Einfluss auf nachgelagerte Prozesse haben.
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Vergleichende Untersuchungen zwischen dem Maisstroh DE 1 und der Maissilage
zeigten jewells ansteigende Furangehalte mit ansteigendem Schérfegrad auf bis zu 0,14 %
Furfural fiir das Maisstroh und bis zu 0,24 % 5-HMF fiir die Maissilage, jeweils bezogen
auf den Rohstoff. Die weiteren verwendeten Rohstoffe zeigten ebenso einen Anstieg der
Furane mit steigender Schirfe. Neben den Furanen wurden ebenso die inhibitorisch
wirkenden Lignin-Degradationsprodukte charakterisiert und die Gesamtkontamination
des Extraktes bestimmt. Die Maisstrohextrakte zeigten, aller Voraussicht nach aufgrund
des hoheren Ligningehaltes, Gesamtmengen an phenolischen Komponenten von bis zu
8,25 Peakflichen-% (log Ro = 3,65), bezogen auf den eingesetzten Rohstoff. Fiir die
Maissilage wurden niedrigere Werte von bis zu 5,23 Peakfldchen-% bei log Ro = 3,36
ermittelt. AbschlieBend wurden die enthaltene Ameisen- und Essigsdure im Extrakt
bestimmt. Die hochsten Essigsdurekonzentrationen von rohstoftbezogenen 2,79 % (DE
1) und 1,76 % (MS) wurden beim hochsten Schérfegrad (log Ro = 3,94) ermittelt.
Ameisensdure kann schon bei erheblich niedrigeren Konzentrationen inhibitorisch
wirken. Hier zeigte sich ein konstanter Anstieg mit steigendem Schérfegrad auf bis zu
1,20 % (DE 1) und 0,23 % (MS), wieder bezogen auf den eingesetzten Rohstoff. Die
Ameisensduregehalte wurden als moglicher inhibitorischer Parameter festgestellt,
weswegen die Verwendung der Extrakte jeweils auf nachfolgende Prozesse getestet
werden muss. Neben der Moglichkeit einer robusten und etablierten Biogaserzeugung
muss auch die Verwendung fiir andere auf Bakterien basierenden Prozessen, wie der
Fermentation zu weiteren Plattformchemikalien, ermittelt werden, da diese oftmals sehr

sensitiv auf Kontaminationen mit Inhibitoren reagieren.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass der Dampfdruckaufschluss fiir Maisstroh, Maissilage
und Maisstrohsilage mit anschlieBender EH geeignet ist, monomere Kohlenhydrate fiir
nachfolgende Prozesse auf Basis von Lignocellulosen bereitzustellen. Die Maisstroh-
Varianten  zeigen je  nach  Rohstoff  unterschiedliche = Optima  der
Gesamtkohlenhydratbilanz, bestehen aus den Kohlenhydraten der Extrakte und den EH-
Ausbeuten. Wihrend bei dem Maisstroh DE 1 das Optimum bei log Ro = 3,53 liegt, zeigen
DE 2 (log Ro=3,94) und CHN (log Ro=3,36) abweichende, allerdings in einem dhnlichen
Schirfegradbereich liegende, Optima. Alle Maisstroh-Varianten kénnen nach einer
Dampfdruckbehandlung nahezu vollstindig, in Bezug auf die theoretisch vorhandenen
Kohlenhydrate, enzymatisch hydrolysiert werden. Niedrigere Schérfegrade sind aus
energetischer Perspektive zu bevorzugen. Nach einer alkalischen Extraktion des
Maisstrohs DE 1 verbessert sich die enzymatische Zuginglichkeit erheblich. Das
Optimum der Gesamtkohlenhydrate ist anschlieBend im Bereich von log Ro =< 2,77. Das
Optimum nach einer alkalischen Extraktion muss allerdings nicht nur in Bezug auf die
EH-Ausbeute, sondern auch unter dem Hinblick einer féllbaren Ligninfraktion, wenig

Kohlenhydratverunreinigungen des Lignins und einer niedrigen Molmasse gewéhlt
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werden. Weiterhin sind die Kosten der alkalischen Extraktion in die Uberlegungen mit
einzubeziehen. Maissilage bietet einen kostengiinstigen, verfiig- und lagerbaren Rohstoft.
Eine Ligninextraktion ist hierbei aufgrund des niedrigeren Ligningehaltes nicht
erforderlich. Das Optimum der Gesamtkohlenhydrate stellt sich bei log Ro = 3,65 dar.
Maisstrohsilage verbindet die Eigenschaften des Maisstrohs als Rohstoff und der
Lagerbarkeit durch die Silierung. Das Kohlenhydratoptimum nach einem
Dampfdruckaufschluss befindet sich hier ebenfalls bei einem Schérfegrad von log Ro=
3,65. Die theoretisch vorhandenen Kohlenhydrate beider Silagevarianten konnten nach
der Dampfdruckbehandlung ebenso nahezu vollstindig enzymatisch hydrolysiert werden.
Versuche zum Einfluss einer Ligninextraktion der Maisstrohsilage und die Bewertung
der Qualitdt der gewonnenen Lignine wire dabei als zukiinftige Fragestellung sinnvoll.
Eine wichtige Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass sich der Dampfdruckaufschluss gut fiir
silierte Biomasse eignet. Die Silierung bietet den Vorteil einer guten Zugénglichkeit,
verbunden mit einer ganzjihrig moglichen Biomasseversorgung einer Bioraffinerie, da
die langfristige Lagerung der Biomasse ermoglicht wird. Dieser Aspekt kann fiir die

Nutzung von Agrarreststoffen wichtige Impulse liefern.
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Abstract: Agricultural residues are promising and abundant feedstocks for the production of
monomeric carbohydrates, which can be gained after pretreatment and enzymatic hydrolysis.
These monomeric carbohydrates can be fermented to platform chemicals, like ethanol or succinic
acid. Due to its high availability, corn stover is a feedstock of special interest in such considerations.
The natural recalcitrance of lignocellulosic material against degradation necessitates a pretreatment
before the enzymatic hydrolysis. In the present study, a novel combination of steam refining and
alkaline lignin extraction was tested as a pretreatment process for corn stover. This combination
combines the enhancement of the enzymatic hydrolysis and steam refining lignin can be gained for
further utilization. Afterward, the obtained yields after enzymatic hydrolysis were compared with
those after steam refining without alkaline extraction. After steam refining at temperatures between
160 °C and 210 °C and subsequent enzymatic hydrolysis with Cellic® CTec2, it was possible to enhance
the digestibility of corn stover and to achieve 65.4% of the available carbohydrates at the lowest up to
89% at the highest conditions as monomers after enzymatic hydrolysis. Furthermore, the enzymatic
degradation could be optimized with a subsequent alkaline lignin extraction, especially at low
severities under three. After this combined pretreatment, it was possible to enhance the enzymatic
digestibility and to achieve up to 106.4% of the available carbohydrates at the lowest conditions and
up to 102.2% at the highest temperature as monomers after following enzymatic hydrolysis, compared
to analytical acid hydrolysis. Regarding the utilization of the arising lignin after extraction, the
lignin was characterized with regard to the molar mass and carbohydrate impurities. In this context,
it was found that higher amounts and higher purities of lignin can be attained after pretreatment at
severities higher than four.

Keywords: corn stover; pretreatment; steam refining; enzymatic hydrolysis; alkaline extraction; lignin

1. Introduction

Corn stover is a well-studied agricultural residue of the corn kernel production [1]. It is highly
available and a significant amount of the produced straw is undervalued and until now not harvested [2].
Reasons, therefore, are the prevention of soil erosion or the maintaining of soil organic carbon [2,3].
Nonetheless, corn stover is one of the most promising feedstock candidates for large-scale lignocellulose
biorefineries [4].

Because of the chemical composition of lignocelluloses, containing high amounts of cellulose and
hemicelluloses, the enzymatic hydrolysis (EH) with cellulases is a suitable way to obtain monomeric
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carbohydrates for fermentation from the mentioned polysaccharides [3]. The hydrolysis of the glucoside
linkage with cellulases (mostly from T. reesei) is highly specific to the p-(1—4) glycosidic bonds of
the cellulose chain, resulting in high yields with nearly no undesired by-products formed in the EH.
However, inhibitors are normally formed during pretreatment prior to EH.

The chemical composition of corn stover as a lignocellulosic feedstock involves also disadvantages,
like the natural recalcitrance of the complex cellulose-hemicellulose-lignin-structure against microbial
degradation and EH [5]. One important way to conquer this recalcitrance is the pretreatment of the raw
material [6]. Over the years, different methods and applications have been invented and common
classifications distinguish between biological, chemical, physical and (hydro)-thermal processes [6].

One additionally described category is the physicochemical pretreatment [7]. Well-described
physicochemical pretreatments are steam pretreatments with and without (an acid) catalyst. They are
reported as the most often investigated pretreatment methods and they combine the advantages of
a simple process, low energy costs and no necessary recycling of process chemicals [7,8].

An alternative physicochemical pretreatment to the generally used steam explosion technique is
steam refining [9-14]. Whereas the defibration of the fibers in steam explosion processes is achieved
by pressure relief, some studies revealed that the explosion part of the steam explosion is nearly
unnecessary for the enhancement of EH yields [15]. Therefore, the defibration can also be achieved by
a refining step at the end of the steaming, then called the steam refining process by, e.g., Schiitt et al. [12].
Nonetheless, in contrast to the defibration, the dimension of the used biomass particles has shown
a much bigger impact on the results of the subsequent EH [12,15]. For steam-refined poplar wood,
EH yields increase up to a severity of around four, which represents temperatures around 200 °C and
holding times between 10 and 15 min. At severities higher than four the yields decline due to secondary
carbohydrate degradation reactions [11]. Unfortunately, degradation of the pentoses to furfural and
degradation of the hexoses to 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) occur in processes with increased
temperature, like in steam processes. These components have an inhibitory effect on enzymes and
it is essential to get knowledge on the best process conditions [16]. However, 5-HMF and furfural are
platform chemicals by themselves and can be converted into several value-added products [17,18].

Today, industrial applications of cellulose systems are available at the commercial market for
different purposes [19] and the use of nonfood raw material is of high interest. Further, the use of
fermentation sugars and the production of platform chemicals from renewable resources are also
highlighted in the literature, especially when the applied biorefinery approach is not subject to the food
and fuel debate [20-22]. From this point of view, it is favorable to use undervalued agricultural
residues, like corn stover, for the renewable production of highly valuable products.

Several authors describe the effect of the lignin content of the used raw material on the performance
of the EH. It can be stated that lignin has a negative impact on the yields after EH [23].
Further, the formation of unproductive bindings between lignin and enzymes are described [24].
On the other hand, it was also reported that a nearly complete delignification below 5% lignin
content of corn stover with acidified sodium chlorite results in a significant yield loss during the EH,
whereas a softer dilute acid pretreatment improves the EH yields [25]. Suggested reasons are the
aggregation of the cellulosic microfibrils after the near removal of lignin and xylan and a resulting
decreased accessibility. Stiicker et al. [13] report further about the utilization of alkaline-extracted
poplar lignins in lignin-phenol-formaldehyde resins after a steam refining process. Due to the reported
improvement of the enzymatic hydrolysis and the reported possibility of utilization, the influence of
an alkaline lignin extraction should be tested for steam-refined corn stover, although alkaline treatment
is reported as a preliminary treatment by itself [26].

The aim of the present study was to investigate the effect of different steaming severities on the EH
of corn stover. The steamed fibers were subjected to EH with and without alkaline lignin extraction in
order to differentiate the effect of lignin on the overall process balance. The degradation products of
the carbohydrates were detected to get an overview of inhibitory compounds in the liquid fraction
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after the process. Furthermore, characterization of the extracted lignins was performed correlating
steaming severities and lignin characteristics.

2. Materials and Methods

2.1. Raw Material

The used corn stover was harvested in 2018 in Fulda, Hesse (Germany). The material was
separated into leaves, stalks, corn cobs and further impurities and was air-dried. After conditioning by
air-drying to a stable dry matter content of 90.7%, the material was chopped with a garden chipper
into segments with a length between 6 and 8 cm. For steam refining experiments, only leaves and
stalks were used.

For raw material analysis, the ash content was measured according to TAPPI standard T 211
om-16. Extractives were determined by Accelerated Solvent Extraction (ASE) of milled (<1 mm)
material with an ASE 350 (Thermo Scientific™ Dionex™, Waltham, MA, USA). Three extraction steps
for 10 min at 10 MPa with solvents of different polarities (petrol ether (70 °C); acetone/water 9:1
(70 °C); water (90 °C)) were conducted.

Two-step acid hydrolysis was performed subsequently for the determination of monomeric
carbohydrates. Two hundred milligrams of dry material were prehydrolyzed for 60 min with 2 mL of
72% H,S0y. The reaction was stopped by the addition of 6 mL deionized water and the sample was
transferred with 50 mL deionized water into a 100 mL volumetric flask. The second step of hydrolysis
was conducted for 40 min at 120 °C and 0.12 MPa overpressure [27].

Afterward, the samples were cooled to room temperature and then filtered through a sintered
glass frit (G4). The undiluted filtrate was used for further analysis, described in detail in Section 2.6.
The acid-insoluble residue was washed, dried at 105 °C and gravimetrically weighed [12,27].

2.2. Steam Refining

The process of steam refining was conducted in a 10 L defibrator (Martin Busch & Sohn GmbH,
Schermbeck, Germany). The input of raw material was 200 g dry material. The four blade-refiner-system
(illustrated in [28]) in the reactor was rotated only in the final 30 s of steam treatment. The severity
factor was calculated with Equation (1) according to Overend and Chornet [29]:

(T-100)
log Ry = log (t X ¢ 1475 ) 1)

with time in minutes (f); temperature in °C (T).

For the further understanding of the used process, the different steps of the process are illustrated
as a sequential process schematic in Figure 1.

After steaming and refining the raw material, the fiber fraction was washed and the yields were
calculated after measuring the solid content. The liquid extract fraction including the wash water was
separated and the amount of the combined aqueous extract fraction was gravimetrically measured for
further calculations. For calculating the extract yield, the dilution and solid content of the combined
extract were gravimetrically measured after freeze-drying. Further process steps will be explained
in the following chapters. According to Equation (1), a trial design from 160 °C up to 210 °C was
performed with different time steps as outlined in Table 1.
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Raw material

Steam refining

Fiber fraction I 1 Extract fraction |
Alkaline extraction ; e. g. Biogas |
I Lignin |

i Enzymatic hydrolysis |

I EH-Residue |

I Carbohydrates } { e. g. Platform chemicals |

Figure 1. Sequential schematic of the used process. Dotted squares representing process steps,
solid lines represent products.

Table 1. Reaction conditions and corresponding severity factors.

Temperature (°C) Time (min) Severity Factor (log Ry)
1 160 10 2.77
2 170 10 3.06
3 180 10 3.36
4 180 15 3.53
5 190 10 3.65
6 190 15 3.83
7 190 20 3.95
8 200 10 3.94
9 200 15 4.12
10 200 20 425
11 210 10 4.24
12 210 15 441
13 210 20 4.54

2.3. Acid Hydrolysis of the Extract and Fibers

The acid hydrolysis of the freeze-dried extracts was conducted as a one-step hydrolysis.
One hundred milligrams of dry extractive material were suspended with ultrasound in 10 mL
deionized water. Then, 1.8 mL 2N H,SO, were added and the suspension was hydrolyzed for 40 min
at 120 °C and 0.12 MPa.

For carbohydrate analysis of fibers after steam refining, a two-step hydrolysis (see Section 2.1.)
was performed on air-dried and fine milled samples.

2.4. Alkaline Lignin Extraction

The lignin extraction was performed according to Klupsch [9] and Schiitt et al. [11]. Twenty grams
of dry material was treated with 1.6 g (8% of dry raw material) sodium hydroxide and filled up
with water to a consistency of 10% solid content. The treatment was carried out at 90 °C for 60 min.
The filtered extract was acidified with 6 mL glacial acetic acid to a pH below 4. The precipitated lignin
was separated by centrifugation at 18,000x g for 10 min.

The fiber residue was washed with hot deionized water and the solid content was determined
for yield calculations. The lignin fraction was vacuum dried for 24 h and, afterward, the yields were
determined gravimetrically.
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2.5. Enzymatic Hydrolysis (EH)

The EH of the never-dried fibers was performed with 300 uL cellulases (Cellic® CTec2, Novozymes
A/S, Bagsveerd, Denmark) and 50 uL -glucosidases (Novozyme 188, Novozymes A/S, Bagsveerd,
Denmark) per gram dry material for 72 h at 45 °C and a dry matter content of 4%. The dry matter
content was adjusted with a pH 5 phosphate citrate (Mcllvaine) buffer. Afterward, the hydrolysate and
the fibers were transferred into a 250 mL volumetric flask and were filled up with deionized water.
The suspension was filtrated through a sintered glass frit (G4) and the undiluted filtrate was used for
carbohydrate analysis.

2.6. Analytical Methods

Monomeric carbohydrates in the hydrolysates were determined by borate-anion exchange
chromatography (borate~AEC) with a Dionex™ UltiMate™ 3000 (Thermo Fisher Scientific™,
Waltham, MA, USA) and MCI GEL® CAQ8F (Mitsubishi Chemical, Tokio, Japan) as anion exchange
resin. Two potassium tetraborate/boric acid-buffers (pH 8.6 and pH 9.5) were used in different
concentrations as mobile phase after post-column derivation at 65 °C. Carbohydrates were detected at
560 nm via UV/VIS-spectroscopy. More detailed information about the used borate-~AEC was reported
by Lorenz et al. [27].

For detection of furfural and 5-hydroxymethylfurfural, reversed phase-high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC) separation was performed with an AQUASIL™ Cyg (250 x 4.6 mm;
Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA) column for 80 min with 10 uL extract at 25 °C.
As a mobile phase, weak acidic water (A; 1 mM H3POy) and acetonitrile (B; C;H3N) were used as
eluents in different concentrations and a flow rate of 1 mL/min like shown in Table 2. The detection
was conducted at 280 nm.

Table 2. Concentrations of the two eluents over time during RP-HPLC.

Time (min) ¢ (Eluent A) % ¢ (Eluent B) %
0 97.5 2.5
20 85 15
50 68 32
56 62 38
60 59 41
63 58 42
70 58 42
80 0 100

Size exclusion chromatography (SEC) was performed according to Podschun et al. [30] with
a mixture of DMSO and 0.1% LiBr as eluent. One guard PolarGel-M column (50 X 7.5 mm; Agilent,
Santa Clara, CA, USA) and two PolarGel-M columns (300 x 7.5 mm; Agilent, Santa Clara, CA, USA)
were used with a flow rate of 0.5 mL/min~! at 60 °C. Glucose and polyethylene glycol were used
as standards with a refractive index detector (RI-501, Shodex™, Munich, Germany). The dissolved
samples (c = 1 mg/mL™!) were shaken for 24 h at room temperature into the eluent. The sample
detection was made with a UV-2077 detector (JASCO, Pfungstadt, Germany) at 280 nm and phenol red
as detector matching.

3. Results and Discussion

3.1. Raw Material Characterization

A comprehensive analysis of the raw material is needed to monitor the effect of steam refining.
In the first step, the delivered corn stover was fractionated into its different components and
existing impurities. The biggest fractions were leaves (44.4%) and stalks (38.6%). In nearly equal
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amounts, impurities (8.8%), mainly sand and corncobs (7.2%), occur. Further, minor amounts of
corn silks (0.5%) and corn kernels (0.4%) were contained. In contrast to the determined corn stover
composition, other studies report varying results. For example, Pordesimo et al. [31] show for corn
stover from Tennessee, USA, a composition of 50.9% stalks, 21% leaves, 15.2% corn cobs and 12.9%
husks after excluding the grain fraction. Further, they report good accordance with previous studies.
However, corn stover is a natural product and its composition depends on the used variety of maize,
the environmental conditions, the harvest time of the raw material and the harvesting technology
applied [32].

As described before, the main components of corn stover (leaves, stalks and corncobs) represent
around 90% of the delivered material. Not surprising, there is only a small amount of corn kernels
left after harvesting the corn with a combine harvester. Nevertheless, a significant amount of sand is
included as an impurity. For further investigations, the fractions were separated and the steam refining
was performed with the leave and stalk fraction.

Hereafter, the chemical compositions of the used raw material and of pure leaves and stalks were
analyzed. The results for the carbohydrate distribution, expressed as monomers, the lignin content,
ash and the amounts of extracts, are listed in Table 3.

Table 3. Chemical composition of the used raw material in % based on raw material.

Raw Material
Petrol ether 0.8
. Acetone/Water (9:1) 8.1
Extractives Water 73
h 16.2
Glucose 35.6
Xylose 19.5
Arabinose 2.9
Carbohydrates Galactose 0.9
Mannose 0.3
Rhamnose 0.1
2 59.3
acid-insoluble ! 1712
Lignin acid-soluble 22
z 19.32
Ash 6.4

! Mainly analogs to Klason-Lignin [33,34]. 2 Proteins, e.g., from leaves can partly be detected as well in the
acid-insoluble residue after hydrolysis.

As mentioned, the main characteristics of the original raw material mix were analyzed by ASE,
two-step acidic hydrolysis with the following borate-AEC and determination of the ash content
(Table 3). Nonetheless, due to the measuring method, proteins from the leaves may partly be detected
in the acid-insoluble hydrolysis residue. Therefore, they are overestimating the detected acid-insoluble
lignin content. The insoluble amounts of the raw material might be as well indicating slightly high
lignin contents.

However, the found chemical composition is in good accordance with reference values for
the different chemical fractions presented in the literature [35-37].

3.2. Fractions after Steam Refining and Characterization

3.2.1. Fiber and Extract Yields

Steam refining was conducted in a temperature range from 160 °C to 210 °C with severities from
2.77 to 4.54 (Table 1). To check the statistical scattering, a triplicate at the same severity was tested
before. From this previous experiment is known that the standard deviation for the fiber and extract
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yields is below + 1%. After steaming, the solid fiber fraction and the liquid extract fraction were
separated, and the yields were calculated after measuring the moisture content of the fiber fraction and
the solid content of the extract fraction (Figure 2).

100{ v v v
90 vV vy

go{ ™ v
70
60 - .. " =

30

Yield [%] based on raw material input

20 Q

10 T T T T T T T T T T
2.6 2.8 3.0 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Severity factor (log R()

V Totalyield M Fibreyield O Extractyield
Figure 2. Fiber, extract and total yields after steam refining at different severities.

As illustrated in Figure 2 there is a clear tendency for the fiber, extract and total yield with
increasing severity of the steam refining. While the fiber fraction yield decreases steadily with
enhanced severity, the extract fraction yield shows a maximum at a severity around four. After that
point, the extract yield decreases due to degradation reactions of the carbohydrates at severities higher
than four. The total yield decreases continuously and at a severity of 4.54, it falls below 75% based on
raw material input. The reduced recovery with increasing severity can be attributed to the formation
of volatile components, which were not accounted for in the mass balance.

As stated for the fiber yield, extract yields and total yield, there is a decreasing tendency with
increasing severity. For mild severity corn stover steam treatments for 10 min at 140 °C (log Rg = 2.18)
and 160 °C (log Ry = 2.77), Takada et al. [38] report about slight decreasing yields, as shown in Figure 2.
In the present study, only the extracts show a maximum yield at severities around 3.6. Schiitt et al. [11]
made similar findings for steam refining of poplar wood. In comparison, the fiber, extract and total
yields are very similar; however, the described extract maximum occurs at higher severity.

3.2.2. Composition of Fibers and Extracts

The carbohydrate and lignin contents in the fiber after steam refining are important process
characteristics and figured out in Figure 3. Therefore, the main carbohydrates glucose and
xylose, the further hemicellulose monomers (arabinose, galactose, mannose, rhamnose) and as
well the acid-insoluble hydrolysis residues were analyzed. The composition was calculated based on
the fiber fraction (Figure 3a) and based on the original raw material (Figure 3b).

Regarding the fiber fraction (Figure 3a), it can be stated that with increasing severity the proportion
of glucose in the fibers increases. In contrast to that, a strong decreasing tendency is visible for xylose,
which is degraded or can be found in the extract fraction due to the preferential solubilization of
hemicelluloses. This impact can also be seen for the hydrolysis residue, which is increasing in the fiber
fraction due to the loss of xylose and the accumulation of lignin.
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Figure 3. Comparison of carbohydrate and residue content of the steam-refined corn stover fiber
fraction. The composition of fibers is referred to as fiber fraction (a) and raw material input (b).

If the obtained fiber yield is considered, the components can be calculated based on the dry
material input. With this view, it can be seen that in contrast to the fiber-based view, the amounts
of detected glucose and of the hydrolysis residue are nearly stable. Regarding the xylan content,
the xylan is heavily degraded or dissolved (Figure 3b) and is thus decreasing.

The described tendencies for the carbohydrates in the fiber fraction, with nearly stable glucose
contents and decreasing xylose amounts with increasing severity, are also described in the literature
for steam refining of poplar at similar severity factors by Schiitt [39]. For the mild steam explosion of
corn stover, similar values of lignin, cellulose and hemicellulose are reported recently [38].

Referring to this, Bura et al. [40] described similar findings for steam treatment of corn stover
with addition of SO, at low (log Ry = 3), medium (log Ry = 3.4) and high (log Ry = 4.2) severities.
They report increasing glucose yields, decreasing xylose yields and increasing lignin residue for
the fiber fraction. Nevertheless, based on raw material the amounts of glucose are in comparison
lower, whereas the amounts of xylose in the fiber fraction are much higher for corn stover experiments
in contrast to poplar wood results [39].

The extract fraction was analyzed as well regarding the carbohydrate and residue content and is
illustrated in Figure 4.

The composition of the extract is referred to as raw material input. When the yield data of
the extract are referred to the raw material input (Figure 4), the maximum of xylose obtained between
severities between 3.5 and 4 is, of course, less pronounced. This kind of presentation illustrated
clearly that rather small quantities of the raw material components can be retrieved in the extract
fraction, especially at severities higher than four. However, it is interesting to see that thereisa gap
between the raw material-based xylose yields from the fibers (Figure 3b) and the extract xylose yields
in Figure 4, especially at severities higher than 3.5. This loss of hemicellulose can be explained with
the formation of degradation products, like 5-HMF and furfural in the next chapter. Schiitt [39]
described the extract fraction of steam-refined poplar wood increasing xylose contents up to severities
around 4. Subsequently, the xylose degradation occurred due to more intense pretreatment conditions.
These findings are quite similar to the findings for the xylose content of the corn stover extracts
after steam refining in the present study. Bura et al. [40] report slightly increasing glucose yields and
increasing xylose yields in the extract fraction after steam pretreatment of corn stover at low (log Ry = 3),
medium (log Ry = 3.4) and high (log Ry = 4.2) pretreatment conditions. They did also report a slight
increase of the xylose in the extract fraction from a severity of 3.4 to 4.2. It must be remarked that the
authors used SO, as acid catalysts for the dataset. Additionally, the medium pretreatment condition
was used without an acid catalyst. Higher yields of xylose in the extract fraction at medium conditions
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are clearly visible for the experiments with SO,, but by calculating the total xylose mass balance there is
a higher xylose loss visible compared with the results without a catalyst However, the results without
an acid catalyst are comparable with the results presented in this study.
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Figure 4. Comparison of carbohydrate and residue content of the steam-refined corn stover

extract fraction.

3.2.3. Detection of 5-HMEF, Furfural and pH Value

The negative influence of 5-HMF and furfural as main carbohydrate degradation products on
enzymatic hydrolysis and subsequent fermentation is well described [41-44]. Therefore, 5-HMF and
furfural were analyzed. As these compounds are unstable, the detection was performed directly in
the extract obtained after the steam refining of the corn stover. The results are shown in Figure 5.
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Figure 5. Effect of steaming at different severities on pH and the amounts of 5-HMF and furfural in

the extract fraction.

Figure 5 shows that both, the content of furfural and 5-HMF in the extract fraction, increased
steadily with increasing severity factors. This has particular importance for the approach to saccharify
the fibers and the extract simultaneously. However, it is also important for subsequent processes
such as EH of the fibers to fermentable carbohydrates or the production of biogas from the extract.
The degradation of hexoses and pentoses to 5-HMF and furfural and the lowering of the pH
value during steam explosion and steam refining is also well-described in the literature [11,45-49].
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Ruiz et al. [49] report almost similar results for 5-HMF and furfural after steam explosion of sunflower
stalks in comparison with the presented results for corn stover. Therefore, it can be assumed that the
lower furan contents are typical for agricultural residues. Jacquet et al. [47] report results for really
high severities up to 5.56 at extreme temperatures around 260 °C. For severities below severities of 4.5,
they report similar data to the present data, although they used microcrystalline cellulose. For further
results, a strong increase of 5-HMEF, but not for furfural, is reported. In this context Um and van
Walsum [50] report about the formation of furfural with increasing severity by a simultaneous decrease
of the xylose contents in a corn stover dilute acid pretreatment. However, for severities above 4.43,
they report a decrease and degradation of furfural contents and an increase of formate. In contrast to
the present data, they received high severities by time, not by temperature.

However, the measured values for 5-HMF and furfural after steam refining of corn stover are
much lower than the measured values for the furans after steam refining of poplar wood [11].

Figure 5 depicts as well the pH value in the extracts, which decreases with increasing severity.
This is due to the formation of formic and acetic acid. Formic acid concentrations ranging from 0.61%
at a severity factor of 3.65% up to 1.53% at a severity factor of 4.54%, all values based on raw material.
The corresponding data for acetic are 2.02% and 2.89%, based on raw material.

Due to the formation of these organic acids, mainly caused by hemicellulose degradation, the pH
value is reduced and autohydrolysis is intensified.

3.3. Alkaline Lignin Extraction

3.3.1. Fiber and Lignin Yields

The extraction of lignin with 8% NaOH (based on raw material input) was conducted for the fiber
fraction of all severity grades. The loading of 8% NaOH is reported as the optimum for alkaline
extractions after steam refining [9,11] and represents at a consistency of 10% a thin 0.8% w/w NaOH
solution. The total recovery rate was calculated with the lignin and fiber recovery after extraction and
is illustrated in Figure 6.
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Figure 6. Illustration of the fiber and lignin yield and the total recovery rate, containing both mentioned
fractions, after alkaline lignin extraction.

The fiber yield is slightly, but continuously decreasing with increasing severity (Figure 6).
Simultaneously the lignin yield increases with the severity. Surprisingly, the reduction of fiber yield is
significantly lower compared to the increase of lignin yield. This might be due to the condensation
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reactions of the lignin at high temperatures. The lignin with higher molar masses can be precipitated
easier or more efficiently resulting in higher yields. However, when there is no covalent binding to
the lignin, the precipitation is not sufficiently possible, resulting in lower yields.

As further illustrated, the combined recovery of lignin and fibers after extraction is strongly
increasing with increasing severity of the pretreatment (Figure 6) from 75% up to 95% of the original
raw material input. The increase in the total recovery rate can mainly be attributed to the higher lignin
precipitation at severities above 4.

3.3.2. Analysis of the Lignins

The effect of steaming severity on the molar mass of the precipitated lignins is illustrated in
Figure 7. It becomes evident that the molar mass of the lignins increased gradually with intensifying
the steam refining conditions. Furthermore, the main peak of the molar mass distribution is visible
between 6800 and 7700 g/mol (Figure 7).

At a severity of 3.65 (190 °C/10 min), components with low molar masses (100-250 g/mol) are
visible in the distribution curves. They are significantly reduced at severities above four. The increasing
shoulder at high molar masses is a clear indication for condensation reactions at higher severities.
Thus, the SEC results confirm the assumption that lignin condensation occurs to a higher extent under
harsh steaming conditions.

For considerations on the utilization potential of the extracted lignins, knowledge of the lignin
characteristics and purity is essential. Therefore, their carbohydrate contents were determined after
acid hydrolysis (Figure 8). With increasing severity, the carbohydrate impurities of lignin decrease.
Nevertheless, after pretreatment at lower severities than 3.95, more carbohydrate impurities can occur
in the alkaline extract. At severities above four, the carbohydrate content of lignins is negligible.
For this finding, Schiitt et al. [11] and Schiitt [39] also report decreasing carbohydrate impurities with
increasing severity for extracted lignins of steam-refined poplar wood.
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— 200/10 14900 8.1
—— 200/15 20600 10.6
200/20 23900 12.1

W(log M)

10t 102 10% 104 10° 108
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Figure 7. Molar mass distribution, molecular weight (M) and dispersity (D) of alkaline-extracted lignin.

Several authors discussed the alkaline extraction of steam-treated fibers and following the influence
of lignin removal on EH. For the process of lignin extraction, Schiitt et al. [11] and Schiitt [39]
reported higher molar masses and a higher dispersity of the extracted lignin with increasing severity.
The influence of one or two steam explosion steps on the extraction behavior of the lignin and
the influence of SO, as a catalyst were also investigated by Li et al. [51]. However, the reported
findings are in good accordance with the illustrated results in the present study (Figures 7 and 8).
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3.4. EH of the Fiber Fraction with and without Alkaline Extraction

The enzymatic hydrolysis of steam-refined fibers was compared with and without alkaline
extraction. To enable a detailed comparison all carbohydrate yields were calculated on the theoretically
available carbohydrates in the used fibers, detected after two-stage acidic hydrolysis (Figure 9).
Therefore, the detected monomeric carbohydrates were concerned as a percentage based on
the carbohydrate content in the fibers after an EH with Cellic® CTec2.
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Figure 9. Effect of severity and alkaline extraction on the enzymatic hydrolysis (EH) of the fibers with
Cellic® CTec2. The EH yields are calculated based on the theoretically available carbohydrates in

the used fibers.

It is obvious that without extraction of the lignin, the yields after EH increases strongly with
increasing steaming severity. After alkaline lignin extraction, there is no more positive effect of severity.
There are slightly higher yields at severities lower than 3.5 and yields surpass constant 100%. This is
because available carbohydrates in the fiber fraction were determined with a two-step acid hydrolysis.
In this process, the carbohydrate content can be underestimated due to the secondary degradation of



Agronomy 2020, 10, 811 13 of 18

carbohydrates in the analytical method. This degradation will be more pronounced at severities below
around 4 because more hemicelluloses and amorphous cellulose are present in the fiber. Hydrolysis
with enzymes is more selective to carbohydrates and results in fewer degradation products. Therefore,
higher yields are explainable by the high efficiency of EH. It can be concluded that after steam refining
and alkaline extraction, all carbohydrates are available for the EH.

The described improvement of the EH yields by steam refining is an undisputed fact and
pretreatments are often regarded as indispensable prerequisites for the economic implementation
of such processes [6]. There are several parameters influencing the EH. Important characteristics
for the impact on the EH are, e.g., the ratio of amorphous and crystalline regions, the degree of
polymerization (DP) of the sample, the moisture content, available surface areas, the lignin content or
the pore size of the samples [52]. Higher yields after EH are reported for wet substrate in contrast to
dried biomass [53], as also found in this study (data not shown here). However, the effect of lignin
removal is controversially discussed in the literature. Some authors complained about studies on
wood having a reduced enzymatic digestibility after lignin extraction due to collapsing pores [54-56].
Schwalb et al. [57] reported no influence of the alkali extraction, whereas Excoffier et al. [58] and Schiitt
etal. [11] presented higher yields of the EH after lignin removal. Ishizawa et al. [25] report that a nearly
complete delignification with acidified sodium chlorite below 5% lignin content decreases the yields
after EH strongly. The authors report further that the influence of partial lignin and xylan extraction
improves the EH. However, the xylan removal is suggested to be more significant for the improvement
of the EH yields than lignin removal [25].

Regarding the discussions in the literature, a positive influence of the partial lignin removal on
the EH results could also be stated in the present study for corn stover. Furthermore, the higher impact
at severities below 4 and the fading influence at severities above 4 (Figure 10a,b) could be confirmed
in accordance with Schiitt et al. [11]. For more findings of the overall process efficiency, the glucose
(Figure 10a) and xylose yield (Figure 10b) based on raw material were calculated for the process variants
with and without lignin extraction prior to EH. Taking the yields after steam refining into account
a strong influence of the extraction is apparent at severities below 4. This effect is disappearing at
severities >4. After that point, no significant difference can be determined for the two process variants.
Similar findings were reported for the steam refining of poplar by Schiitt et al. [11]. The described
influence at severities lower than 4 is also visible for the xylan yields. However, the influence is not
that strong as for the glucose yields.
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Figure 10. Glucose yields (a) and xylose yields (b) after EH based on raw material for the process
variants with and without alkaline extraction prior to EH.
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3.5. Ouverall Process Balances

Finally, the glucose and xylose yields after EH of the fiber fraction and glucose and xylose
yields after one-step acidic hydrolysis of the extract fraction were compared and calculated based
on raw material. This consideration was made in order to evaluate the effect of alkaline extraction
of the overall process balance and to monitor the carbohydrate losses during the whole process
(Figure 11). Schiitt [39] reports a consideration that a severity of around 4.5 is needed for gaining
sufficient glucose rates after steam refining of poplar wood and enzymatic hydrolysis with Celluclast®.
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Figure 11. Summed glucose and xylose yields after EH of the fiber fraction and after one-step acidic
hydrolysis of the extracts—without (a) and with (b) alkaline extraction; all based on raw material input.

A different behavior was found for the steam refining of corn stover and enzymatic hydrolysis
with Cellic® CTec2 in this study. It must be remarked that the following comparisons and differences
are mainly due to the used enzymes. From previous experiments (data not shown here) it is clearly
known that Cellic® CTec2 shows a much higher activity to the used biomass than Celluclast®, used in
previous days. However, not shown comparison experiments with Celluclast® and steam-treated corn
stover also show the highest glucose yields at severities around 4.5.

As shown in Figure 11a the glucose is also available at severities below 3.5 and there is no need for
steam refining in higher regions. There is a slight increase in the glucose yield with increasing severity
with no significant optimum. In contrast to those findings, there is a clear optimum for the xylose
yields at a severity of 3.2. Regarding Schiitt [39], the findings for the xylose yields are nearly equal and
the optimum is also in severity regions below 3.5. Figure 11b represents the overall process balance
after alkaline extraction of the fibers and following EH. In contrast to the prior findings, the optimum
of all yields is now located at a severity of 2.77. Due to these findings, the optimal steaming conditions
for steam-refined and steam-extracted samples are clearly visible at severities below 3.5, mainly due to
the higher reactivity of the used enzymes.

4. Conclusions

Due to the findings in the present study, several conclusions can be made. For steam refining
experiments without subsequent alkaline extraction, the optimum of EH yields is located at a severity
around 3.95. However, the optimum of total carbohydrate recovery from EH of the fibers and acidic
hydrolysis of the extract fraction is at a severity around 3.4 with around 47.5% based on raw material.

For steam refining with subsequent alkaline extraction, different findings were made. For the EH
yields around 100% of the theoretically available carbohydrates were found, even at severities below
3.5. However, also the total carbohydrate recovery shows the highest yields at these severities
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and it is known that low contents of carbohydrate degradation products are beneficial for further
process steps. Nonetheless, for lignin utilization severities around 3.95 might be optimal due to fewer
carbohydrate contaminations.

Due to these findings, it can be concluded that steam refining pretreatment especially at severities
below 3.5 seems to be interesting for corn stover. It could further be stated that steam refining
at different severities and alkaline lignin removal is enhancing the enzymatic digestibility for
the supply of monomeric carbohydrates significantly. Higher fiber yields and good digestibility after
alkaline extraction giving high yields of fermentable carbohydrates for further value-added products,
like ethanol or dicarboxylic acids. Therefore, further undervalued agricultural residues should be
tested in the future at severities below 3.5 and with alkaline extraction. Afterward, the results can be
compared with the results for corn stover presented in this study.
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Abstract: Maize, also called corn, is one of the most available feedstocks worldwide for lignocellulosic
biorefineries. However, a permanent biomass supply over the year is essential for industrial biorefinery
application. In that context, ensiling is a well-known agricultural application to produce durable
animal feed for the whole year. In this study, ensiled maize was used for steam refining experiments
with subsequent enzymatic hydrolysis using the Cellic® CTec? to test the application possibilities of an
ensiled material for the biorefinery purpose of fermentable carbohydrate production. Steam refining
was conducted from mild (log Ry = 1.59) to severe conditions (log Ry = 4.12). The yields were
determined, and the resulting fractions were characterized. Hereafter, enzymatic hydrolysis of the
solid fiber fraction was conducted, and the carbohydrate recovery was calculated. A conversion to
monomers of around 50% was found for the mildest pretreatment (log Ry = 1.59). After pretreatment
at the highest severity of 4.12, it was possible to achieve a conversion of 100% of the theoretical
available carbohydrates. From these results, it is clear that a sufficient pretreatment is necessary to
achieve sufficient recovery rates. Thus, it can be concluded that ensiled maize pretreated by steam
refining is a suitable and highly available feedstock for lignocellulosic biorefineries. Ultimately, it can
be assumed that ensiling is a promising storage method to pave the way for a full-year biomass
supply for lignocellulosic biorefinery concepts.

Keywords: maize silage; ensiled maize; pretreatment; steam refining; enzymatic hydrolysis; carbon
balance; biorefinery

1. Introduction

Biorefinery concepts focusing on the sustainable production of energy or platform chemicals are
highly discussed in academic circles of green and sustainable chemistry [1-3]. The main drivers are
the enhancement of energy security, the support of rural landscapes by value-added technology and
jobs, the slowdown of greenhouse gas emission, and the prevention of toxic compounds released
in the environment [4]. The general framework condition and challenge for such concepts is the
replacement of fossil-based resources [5]. Another main aspect is the dealing with social debates
about food production, agricultural land consumption, and the usage of biomass for fuels or other
chemistry processes, which is also known as “dinner plate or fuel tank” discussion [6]. Due to these
requirements, the focus of research efforts in this field of work has been laid on new developments
with lignocellulosic biomass (LCB) and the biomass supply [7-9].
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Under the umbrella term LCB, it is possible to differentiate terms that are more practical. Therefore,
LCB can be divided into wooden biomass and lignified biomass from monocotyledons, such as bamboo,
bagasse, or straw and energy crops [10]. While the usage of wooden, virgin fibers for biorefinery
competes with other wood-based products, the utilization of non-wood biomass, such as agricultural
residues or natural non-wood plant fibers, is reported as beneficial due to the high availability, the open
structure of the raw material, and its low price level [6].

One of the most worldwide available grains is maize, which is also called corn (Zea mays L.) [11].
Recent estimates of the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) show a
corn production of 1,147,621,938 tons worldwide in 2018 [12]. In this context, some authors discuss
prediction equations for the amount of corn straw, also called corn stover, based on the corn kernel to
straw ratio of 1:0.88 [13], 1:1 [14,15], or 1:1.3 [16]. Using these proportions, a worldwide production of
whole maize plant biomass, without roots, of around 2.15-2.64 billion tons can be estimated for 2018,
which shows the high availability and relevance of this raw material.

Although many processes for the production of monomeric carbohydrates from LCB are based on
enzymatic methods, LCB is known as naturally recalcitrant against microbial or enzymatic degradation
due to its stable matrix, containing cellulose, hemicellulose, and lignin [17,18]. Thus, it is reported that
a pretreatment step is necessary for processing LCB in biorefineries [19-21]. The main pretreatment
objectives are to overcome the lignin barrier, to disrupt the crystalline structure of the cellulose chain,
and thus, to further increase the porosity and to enhance the enzymatic accessibility of LCB [20,22].
All of the described aims are important for the following enzymatic hydrolysis (EH) and the sufficient
production of monomeric carbohydrates by reducing the limiting factors of EH [23]. Nonetheless,
EH is known as specific to cellulose and hemicelluloses, which are representing the main carbohydrates
in LCB, with almost no formation of (inhibitory) by-products [24,25]. Therefore, the produced
fermentable monomers are important building blocks for sustainable platform chemicals [3,26,27].
The most promising platform chemicals were firstly defined by Werpy et al. [28], also known as “DOE
Top 10” [29], and they were updated and honed by several authors [2,29,30].

With respect to the pretreatment methods, it is possible to categorize the different processes
into biological, chemical, physical, and thermal pretreatments [19]. In addition, physicochemical
processes are described in the literature, such as steam explosion, ammonia fiber explosion, or CO,
explosion [22]. Steam explosion and a physical pretreatment of ensiled maize is described by
Schober [31]. Further hydrothermal pretreatments [32,33] are described in the literature. Regarding
plant engineering, all of these methods show as connecting elements nearly no necessary recovery,
low or no chemical input, low process costs and common technology steps [22,34,35]. However,
also methods without a separation of the solid and liquid fraction are described in the literature to
reduce operational costs [36].

An additional or alternative physicochemical process is described as steam refining, which is
characterized by a steaming step with a subsequent refining process [37]. This process is described
by different authors for the production of chemical pulp [38], for the pretreatment of LCB, such as
poplar wood [39,40], corn stover [41], spruce wood [42], and spruce forest residues [43]. Furthermore,
possibilities for the utilization of alkaline-extracted steam-refining lignin in phenol-formaldehyde
resins [44] and fractionation approaches for the recycling of waste medium-density fiberboards (MDF)
by steam refining are reported [42]. The steam-refining process was also compared with the steam
explosion processes by Schiitt et al. [45].

Despite all the described pros and cons of LCB and its performance in different conversion
processes, one of the primary challenges for LCB biorefineries is still the constant biomass supply
during the year [46—48]. Due to these limitations, some biorefinery concepts utilizing more than one
substrate [47] and concepts for a full year of delivery [49] are reported. Furthermore, the role of storage
possibilities and the full-year delivery of the biomass is discussed in the literature [50]. A well-known
method for full-year storage and delivery is ensiling of the substrate [51-53], especially for maize [54],
corn stover [55], or LCB [56].
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In a previous study, steam refining as pretreatment for corn stover was investigated [41]. The aim
of the present study was to study an ensiled maize product due to the beneficial storage properties
for further research. Due to the resulting high storage stability, ensiling of the raw material can be
important for various industrial biorefinery applications with full-year biomass supply. Yields of the
solid fiber and the liquid extract fraction after steam refining were determined. The achieved fibers
were subjected to EH, and the extract fraction was characterized. Finally, process and mass balances
were calculated based on the prior experiments and achieved results.

2. Results and Discussion

2.1. Raw Material Characterization

In order to give detailed information about the raw material, the anatomical composition was
determined gravimetrically after sorting (Table 1). As the raw material was already shredded,
husks were determined together with the leaves. Fines < 4 mm were determined by sieving.

Table 1. Fractions of the used raw material.

Raw Material % (w/w)

Stalks 15.8
Kernels 17.7
Cobs 14.0
Leaves and Husks 23.8
Fines (< 4 mm) 28.7

For harvested maize at the late dough-ripe stage, 61% cobs with kernels, 20.3% stalks, 17.3% leaves,
and 1.5% husks are reported [57]. Daccord et al. [58] report about 58% cobs including kernels and
husks, 25% stalks, and 17% leaves. Therefore, it can be shown that the amount of husks and leaves in
the used material corresponds well to the aforementioned publications.

A regular chopping size of 5 mm is reported [59]. Therefore, the limit for fines was set at less than
or equal to 4 mm. As shown in Table 1, a not classifiable, fine fraction occurs after manual sieving.
Bruni et al. [60] show also a significant fine fraction for maize silage. Reasons for the fine parts can be a
smaller chopping size of the chopper or other technical aspects during harvest. With view to the data,
it is clearly visible that the values for stalks and cobs including kernels are lower than stated in the
literature. Therefore, it can be assumed that the fine fractions contain, beside small leaf fragments,
mainly fragments of the brittle parts of the plant, such as kernels, stalks, and cobs, and these values are
underestimated due to the occurring fine fraction.

For further understanding and characterization of the raw material, the extractives and
carbohydrates were determined (see Table 2).

For the detection of carbohydrate losses in the ASE, the carbohydrate analysis was performed
with and without extraction. The carbohydrate content of the non-extracted material was determined
by two-step acidic hydrolysis. In that context, Thomsen et al. [32] report contents of about 51.7%
glucose, 19.5% hemicelluloses, and 16.6% lignin for non-extracted maize silage after acidic hydrolysis.
This is in good accordance with the measured data. Cellulose, xylan, and Klason lignin are reported by
Xu et al. [61] in nearly similar values. The determined ash content is also in good accordance with the
present Weende analysis. It must be remarked that without extraction, glucose from starch and cellulose
is detected together due to the analytical method. However, some degradation of the starch can be
expected due to the strong acidic hydrolysis. In addition, the present animal feed analysis for the used
raw material reports about an acidic detergent lignin (ADL) value of 1.6%. With respect to the reported
values, the measured acidic insoluble residues, which are reported to be mainly analogous to Klason
lignin [62,63], seem to be overestimated due to present proteins in the maize silage. Notwithstanding,
an extraction step is regularly used before raw material analysis and is reported as important due to
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the possible precipitation of extracts or a limited access to the substrate resulting in incorrect lignin
contents or too low carbohydrate yields [64]. Therefore, the raw material was extracted, and the raw
material composition was additionally tested for the extracted material.

Table 2. Chemical characterization of the raw material before and after extraction, and after enzymatic
starch degradation prior to the two-step acidic hydrolysis. All values are calculated as percentage (w/w)
based on non-extracted raw material.

Non-Extracted Extracted Starch Determination
% (wfw)
Petrol ether 2.5
. Acetone/Water (9:1) 6.6
Extraction Hot water n.d. 156 n.d.
r 247
Starch n.d. n.d. 38.6
Glucose 51.9 43.8 18.3
Xylose 12.3 13.7 11.0
Arabinose 2.2 2.5 2.0
Carbohydrates Galactose 0.8 0.8 0.6
Mannose 0.2 0.3 0.1
Rhamnose 0.1 0.1 0.1
Y 66.0 61.2 70.7
acid-insoluble 11.1 9.3 11.7
Lignin acid-soluble 3.2 2.6 1.5
Y 14.3 11.9 13.2
Ash 3.49 3.52 n.d.
. . Lactic acid 49
*
Organic acids Acetic acid 0.9 n.d. nd.
C 46.8
Elements H n.d. 6.1 n.d.
S ** 0.6

* Determined by Eurofins Agro. ** Value for sulfur is close to the detection limit and therefore only
approximately correct.

After extraction, a loss of glucose is visible in comparison with the non-extracted material. It can
be assumed that the high values for the water extracts are a possible reason for that observation and that
hot water-soluble polymers, such as starch, are detected partly in the water extract. This suggestion
can be supported by the observation of starch paste in the water extract.

Due to the reported high starch contents and the possible degradation during the two-step acidic
hydrolysis, an enzymatic degradation of the starch prior to an acidic hydrolysis was tested (Table 2).
Afterwards, a starch content of 38.6% could be determined by enzymatic starch degradation. This result
is in good accordance with literature values for starch and total carbohydrates given by Schober [31]
and with results of the Weende analysis with a reported starch content of 37.8%. Furthermore, also the
values for cellulose and the hemicelluloses show more similarities [31]. It can be concluded that
the hot water extraction solved a part, but not all, of the starch. Therefore, an enzymatic treatment
with subsequent acidic hydrolysis is the best method in order to characterize the raw material and
differentiate carbohydrates from starch and other polysaccharides. The conventional determination
applied for LCB with an extraction prior to the acidic hydrolysis is not suitable for this raw material.

2.2. Fiber and Extract Yields after Steam Refining

After steam refining, yields of the solid fiber fraction and the liquid extract fraction were
determined. Steam refining was conducted with severities of 1.59 up to 4.12 (Table 5). The determined
fiber and extract yields are illustrated in Figure 1.
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Figure 1. Fiber and extract yields after steam refining of ensiled maize.

As illustrated in Figure 1, the fiber fraction shows a strong decreasing tendency with increasing
severity. Starting with a fiber yield of around 50%, the yield decreases up to a minimum value around
30%. In contrast, the extract fraction increases continuously from 50% up to 72% at a severity of 3.65.
A reduction to 63% occurs at the highest applied severity of 4.12. The total yield loss of around 7% can
briefly be explained with degradation reactions (see Section 2.4).

Several authors discuss the yield development of fibers and extracts for different raw materials.
Krafft et al. [41] also show a decrease of steam refined corn stover fiber yields above log Ry = 4.
As obtained in the present data, the maximum extract yield is changing at severities higher than
log Ry = 3.5 to a scattering or slight decreasing tendency. This might be an indication for increased
degradation reactions. A decrease of the extract yields is also reported by Krafft et al. [41] for corn
stover but at higher severities.

Xu et al. [61] report also fiber yields of around 46% for hydrothermal pretreated ensiled maize at a
severity of 2.98 and decreasing yields with increasing severity. For steam-refined corn stover, fiber yields
above 80% and extract yields below 20% at a severity of 2.77 are reported [41]. The high extract yields
and the relatively low fiber yields, especially at low severities, show a completely different behavior of
ensiled maize during steam refining in comparison with other substrates. A possible explanation may
be the date of harvest or the degradation of the biomass during the acidic-based ensiling process with
pH values below 4. Furthermore, hemicelluloses and starch may become water-soluble under steaming
conditions. Even after steaming and refining at comparatively low conditions, around 50% of the
maize components is either soluble or degraded to fines, which pass the sieve, and is therefore detected
in the extract. Due to the preceding ensiling process, an attenuation of the pretreatment conditions
seems possible. It is known from the literature that the step of pretreatment is the most expensive
one within the whole process, including also enzyme production and EH [19,20,65]. In that context,
the optimization and lowering of the heat and energy consumption for biorefineries are addressed in
several publications [66,67].

2.3. Chemical Characterization of Fibers and Extracts

To gain detailed information about carbohydrates in the fiber and extract fraction and occurring
degradation reactions, the carbohydrate composition of both fractions was determined (Table 3).
Furthermore, 5-HMEF, furfural (Figure 2), and organic acids were analyzed in the extract fraction to
evaluate the concentration of inhibitors and degradation products.
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Table 3. Carbohydrate and residue content for the fiber and extract fraction based on raw material input.

Fiber Fraction Extract Fraction
T Gluc Xyl Arab  Others*  Residue ** Gluc Xyl Arab  Others* Residue

o8 %o [% w/w] [% w/w]

1.59 214 9.7 15 0.7 12.4 28.6 0.7 0.3 0.2 15
1.76 227 11.3 1.8 0.7 12.3 30.0 0.7 0.3 0.2 2.3
1.88 20.2 10.5 1.7 0.7 12.2 30.2 0.7 0.3 0.2 1.6
2.06 20.1 10.6 1.6 0.6 12.4 31.0 0.8 0.5 0.3 3.3
2.18 19.4 9.5 1.4 0.6 12.4 30.9 0.8 0.5 0.3 15
2.35 17.6 8.8 1.2 0.6 12.1 33.9 0.9 0.6 0.2 17
2.47 19.3 10.1 1.3 0.6 11.4 329 1.3 0.9 0.3 1.3
2.65 19.6 10.5 1.2 0.5 11.4 34.2 1.3 0.8 0.4 2.5
2.77 19.5 9.8 1.0 0.5 12.0 34.2 1.9 1.1 0.3 1.3
2.94 17.1 7.7 0.7 0.4 11.2 34.7 24 1.0 0.4 2.5
3.07 17.4 7.5 0.6 0.3 10.9 35.7 3.4 12 0.6 0.6
3.06 17.3 7.0 0.5 0.3 11.0 32.0 3.7 12 0.4 1.8
3.24 17.0 6.2 0.4 0.3 9.8 35.1 47 12 0.8 3.2
3.36 16.9 4.8 0.2 0.2 9.3 36.4 6.7 15 0.8 3.9
3.53 16.4 3.7 0.2 0.2 9.8 34.0 6.6 1.1 0.9 2.8
3.65 16.7 3.3 0.2 0.1 9.4 37.8 7.0 13 0.8 4.2
3.83 16.4 2.4 0.1 0.1 9.9 34.1 6.9 1.0 1.0 2.9
3.94 16.0 1.8 0.1 0.1 9.3 33.9 6.4 1.0 0.8 52
412 16.7 1.6 0.1 0.1 11.5 30.6 51 0.7 0.8 0.9

*: containing rhamnose, galactose, and mannose. **: containing the acid-soluble lignin and the acid-insoluble residue.

Different tendencies can be shown for the raw material-based composition of the fiber fraction.
With increasing severity, the glucose yield is slightly decreasing. The xylose content is stable up to a
severity of 2.77. Afterwards, a decrease of xylose is visible for the fiber fraction. Arabinose and other
carbohydrates are constantly decreasing, whereas the hydrolysis residue, analogs to Klason lignin,
is lower compared to corn stover and nearly stable.

For a hydrothermal pretreatment of ensiled maize between severities of 2.98 and 3.68, Xu et al. [61]
report fiber-based values for the solid fraction. By recalculating the values with the fiber yield to a raw
material-based view, they report similar cellulose contents between 15.6% (log Ry = 2.98) and 14.4%
(log Ry = 3.68). Furthermore, xylan contents between 9.5% (log Ry = 2.98) and 5.1% (log Ry = 3.68)
are reported by recalculation. It is most likely that the solubility of the available starch at higher
severities contribute to the high value of detected glucose, which is reported by Xu et al. for the extract
fraction [61]. They report more than 70% of the theoretical available starch in the extract fraction.
Only around 10% of the theoretical available starch remains in the fiber fraction [61]. The decreasing
tendency for the hemicelluloses is known and is caused by degradation reactions and/or the preferential
solubilization of hemicelluloses [41]. In that context, Krafft et al. [41] show glucose yields around 30%
for the solid fraction of corn stover. Higher values are also reported for the xylose yield but also with
the described decreasing trend with increasing severity. The stated composition of the fiber fraction
is important for the knowledge about the theoretically available carbohydrates. These values will
be compared in Section 2.5 with the carbohydrate contents after EH to gain information about the
conversion ratio to monomers.

For the glucose content of the extract fraction, an increase was determined. The xylose content
increases with severities from log Ry = 2.77 to 3.65. Hereafter, a turnaround to a decrease is shown.
Other hemicelluloses are detectable in traces, following the xylose trend. Residues are scattering
at comparable low values. Therefore, the development of the xylose content is in good accordance
with the previous findings and the literature. At a severity higher than 2.77, xylose is dissolved
and will be found in the extract fraction. At higher severities, the dissolved hemicelluloses will be
degraded. Similar findings are reported in the literature [41,68]. However, due to the deviation of
steam-refining extracts from other substrates, the comparable high glucose contents are of great interest.
For steam-refining extracts of corn stover, lower glucose values are reported [41]. With that view,
the high glucose contents in the extract fraction are remarkable. Reasons might be solubilized starch
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during the steaming reactions or degraded, fine biomass in the extract, which is passing through the
used sieve, which had a mesh size of 50 um. The determined carbohydrate composition of the extract
fraction is important for further determinations of mass balances and the calculation of the optimal
total carbohydrate recovery point. Therefore, these values will be used for further considerations in
Section 2.5.

2.4. Degradation Products, Organic Acids, and pH Value

As reported in the aforementioned findings, degradation reactions of the carbohydrates during
steaming at high severities are well known. Therefore, degradation products, which are partly known
as inhibitors in later fermentation process steps [69-72], were determined. In that context, 5-HMF,
furfural, lactic acid, acetic acid, formic acid, and the pH value were determined. The values for 5-HMF
and furfural are illustrated in Figure 2.
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Figure 2. Measured 5-hydroxymetylfurfural (5-HMF) and furfural contents in the extract fraction based

on raw material.

As illustrated, the contents of 5-HMF and furfural in the extract increase with increasing severity.
The increase of the furan content is described in the literature as a result of the degradation of hexoses
and pentoses under severe conditions [40,73-77]. For 5-HMF and furfural, an increase is visible at a
severity around 2.94. At higher severities, close to a severity of 4.0, the increase of the 5-HMF content
is much stronger than for the furfural content. For ensiled maize experiments, comparable results
of 0.17-0.27% furfural and 0.04-0.1% 5-HMF content are reported at a severity of 3.5, although the
heating time was much longer [33]. Nevertheless, a negative effect due to inhibitory effects is reported
for the methane production of hydrothermal pretreated maize silage, although the inhibitor values are
low [33].

In comparison with corn stover, steam-refined maize silage show higher furan contents [41].
Nonetheless, the loss of carbohydrates illustrated in Table 3 can be partly explained by degradation
reactions and the increasing furan contents.

It is also known that 5-HMF and furfural can be degraded under severe conditions to formic
acid. 5-HMF can further be degraded to levulinic acid. In addition, the liberation of acetic acid caused
by hemicellulose degradation is described and is also reported in the term of autohydrolysis [78].
Furthermore, the natural occurrence of lactic acid in ensiled products is known. Due to these effects,
a lowering of the pH is often observed [70].

Therefore, the lactic acid content is nearly stable from 5.87% at the lowest (log Ry = 1.59) up to
4.79% at the highest severity (log Ry = 4.12). Acetic acid is also nearly stable between 1.54% and
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1.82%. The pH value show only a slight reduction from 4.2 to 3.9. However, formic acid shows a slight
increase from 0.06% to 0.28%.

As described, the values for lactic acid are nearly stable. It is known from the Weende analysis prior
to steaming that the raw material contains 4.9% lactic acid from the ensiling process. Therefore, it can
be assumed that the lactic acid in the extract fraction originates from the raw material. During steaming,
the lactic acid was dissolved completely without any forming or degradation reactions. With view to
the acetic acid, slightly higher values are reported for corn stover steam-refining extracts [41]. For the
formation of formic acid, an increasing trend is visible in the present data. A degradation of the furans
at severe conditions is a possible explanation for these phenomena. The measured pH values are in
contrast to reported pH values of corn stover extracts [41] after steam refining. However, the knowledge
of acetic acid liberation and the occurring acetic acid contents is important for conclusions about
autohydrolysis. Schiitt [79] reports on high contents of acetyl groups for hardwood xylan and therefore,
an occurring autohydrolysis during steaming. In the case of softwood, only limited autohydrolysis
takes place due to low acetyl group contents. Therefore, the usage of acidic catalysts, such as SO,,
is indicated for softwood. For poplar wood, acetic acid values of 1% to 3% are presented [45], whereas
values below 1% are described for analogous experiments with softwood without catalysts [42].
Therefore, with values higher than 1%, an occurring autohydrolysis can be suggested for ensiled maize,
and the usage of acidic catalysts is not needed, which is also beneficial in terms of cost considerations.

2.5. EH of Pretreated Fiber Fraction

After steam refining pretreatment, EH was conducted on the fiber fraction to find further details
for the influence of the severity on the enzymatic saccharification. The results, expressed as the recovery
of the theoretical available glucose and xylose after EH, are illustrated in Figure 3. Furthermore,
enzymatic hydrolysis without steam refining was conducted as blind value for the raw material. In this
case, a carbohydrate recovery of 55.1% was achieved, which represents 30.1% glucose and 1.6% xylose
in absolute values based on raw material.
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Figure 3. Results after enzymatic hydrolysis (EH) of the pretreated fiber fraction expressed as
carbohydrate recovery compared to the theoretical available carbohydrates before EH.

As illustrated in Figure 3, the EH yield of the fiber fraction is increasing steadily with increasing
severity. Values of around 50% carbohydrate recovery were obtained at the lowest severity of 1.59,
and a recovery of 100.9% was determined after the pretreatment under the most severe conditions
(log Rg = 4.12). Results higher than 100% are reported by other authors, too [41,61]. One possible
explanation is the determination of the theoretical carbohydrates by acidic hydrolysis, which results
into some carbohydrate degradation. Compared to that, EH is more selective without carbohydrate
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degradation reactions. Therefore, an efficient enzymatic hydrolysis can result in higher values than
after acidic hydrolysis.

Comparable enzymatic hydrolysis experiments using Cellic® CTec2 with steam-treated corn
stover showed similar developments. At the found optimal severity for corn stover (log Ry = 3.95),
an EH carbohydrate recovery of 86.4% was described [41]. However, also at the highest severity,
they did not reach 100% recovery. The presented data show that it is possible with ensiled maize to
reach 100% of the theoretical carbohydrates in the fiber fraction as monomers after pretreatment, but a
pretreatment step is necessary to reach that goal.

To find the optimal pretreatment condition, Figure 4 show the comparison of the carbohydrate
yields after EH of the fibers and from the extract fraction. It can be seen that the highest amount of
carbohydrates can be achieved after pretreatment at a severity of 3.65. After that point, the decreasing
carbohydrate yield of the extract fraction influence the total yield. This is in good accordance with e.g.,
values for corn stover, where the optimum is reported at a severity of 3.95 [41].
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Figure 4. Comparison of carbohydrates after EH of the fibers, carbohydrates from the extracts, and the
sum of both, all based on raw material.

The present finding for ensiled material shows that a lowering of heat and temperature is possible,
which can be a benefit for further economic considerations aiming at the reduction of operational
costs. Due to the possibility of ensiling in bunker silos, no further buildings for storage are necessary,
which also reduces the operational costs in case of costs for building constructions. However, ensiling
enables also a safe storage for a long time and allows a full year of biomass supply, which is reported
by several authors [80,81].

With view to the whole process time consumption, it can be stated that ensiling does not extend
the process. Rather, it is a beneficial storage method for the biomass supply. While ensiling, non-ensiled
or partly ensiled biomass is available for the process. It is known that steam refining or explosion is
also working with fresh material, such as non-ensiled corn stover [41] or other biomass [82]. However,
the present data show an appropriate way for storage with further beneficial influence on the enzymatic
hydrolysis yields.
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2.6. Mass and Carbon Balance

To get an overview of the process, a mass balance was made for the found optimal severity.
In Table 4, the carbohydrates, hydrolysis residues, organic acids, and furans are listed for the extract
and fiber fraction. For comparisons, the raw material analysis is provided as well. The carbohydrates
determined in the extract and fiber fraction are up to 95% of the carbohydrates in the raw material,
which is a very high recovery and conversion rate. All compounds identified in the extract and
fiber fraction amount to 87.1% based on raw material. The analytical material analysis results into
89.7% of identified compounds. The deficit in the raw material analysis is due to several reasons,
such as inorganic material, analytical losses, and unidentified components, such as extractives, which
are unidentified in the characterization method. To further evaluate the efficiency of the process,
a carbon balancing was performed, since the carbon efficiency is a fundamental principle of green
chemistry [83-87]. Therefore, approaches for carbon balances in biorefineries are described in the
literature [88].

Table 4. Mass balance of carbohydrates (CH), residue, organic acids, furans, and the carbon balancing
as gram carbon (gC) after steaming at the optimal point of 3.65.

Y CH Residue Y, Organic Acids Y Furans Y Carbon

[%] Based on Raw Material gC/100 g
Extract 46.9 42 6.17 0.15 32.0
Fiber 20.3 9.4 - - 14.6
Y 67.2 13.6 6.17 0.15 46.6
Raw Material 70.7 13.2 5.8 - 46.8

As illustrated in Table 4, the highest amounts of carbon were determined in the extract fraction.
Combining the extract and fiber fraction, 46.6 g of carbon in 100 g of material was found compared to
46.8 gC/100 g in the raw material. This represents a recovery rate of 99.6%. Around 0.2 gC (0.4%) of
the theoretical available carbon can be most likely attributed to losses in the vapor phase. The high
carbon yields in the extract can be explained by the high reported carbohydrate yields in this fraction.
Furthermore, the components, which might not be detected in the previous analysis, will be mostly
contained in the extract. With respect to the literature, Beltrame et al. [89] show a conversion of up to
30% to volatile compounds for steam explosion of wheat straw at a severity of 4.24. Kaar et al. [75]
report about a volatile loss of up to 22% for the steam explosion of sugarcane bagasse. In contrast,
Turn et al. [90] report for a dataset of 77 steam explosion conditions between severities of 3.7 and 4.3
only small amounts of around 2% of gas phase carbon at the highest and around 0.5% at the lowest
severity of 3.7. Candidates for compounds in the volatile fraction are reported as furfural, formic
acid, or acetic acid for steam refining of corn stover, whereas no 5-HMF was found [91]. Furthermore,
methane, ethane, propane and, as the main carbon-containing compound in the vapor phase, carbon
dioxide, are reported in the literature for the gas phase after steam explosion of banagrass, which
is a variety of elephant grass (Pennisetum purpureum Scrumach.) [90]. Therefore, the found small
amounts of carbon loss are in accordance with the results presented by Turn et al. [90]. It is a positive
outcome that the found optimal condition has a low severity, which is limiting the losses of volatile
organic compounds.

3. Materials and Methods

3.1. Raw Material

The raw material was harvested as full plant (without roots) with a commercial maize chopper in
2018 near Brietlingen, Lower Saxony, Germany (4 m above NHN). It was harvested at the dough-ripe
stage, which represents the optimal time to harvest with view to the nutritive value and the ensiling
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properties [92]. After harvesting, the biomass was compacted and covered airtight for ensiling.
After three months, ensiling of the biomass was completed. The sampling was conducted in airtight
barrels directly on the dairy farm. The dry matter content of the material was 37.9%. The barrels
were stored frozen (—18 °C) to stop further biomass conversion. For steam refining, the samples were
defrosted prior to the experiment, and the moisture content was determined for each batch in triplicate
at 105 °C + 3 °C according to TAPPI T 264 cm-07.

The ash content of the raw material was determined for comprehensive raw material analysis
according to TAPPI T 211 om-16/ISO 1762:2019 at 525 °C + 25 °C. The determination of the extractive
compounds was conducted by three Accelerated Solvent Extraction (ASE) steps at <1 mm milled
material. The first two extractions were performed for 10 min at 10 MPa with an ASE 350 (Thermo
Scientific® Dionex®, Waltham, MA, USA) with petrol ether and acetone/water (9:1), both at 70 °C.
Due to the occurring starch paste at higher temperatures, the hot water extraction was performed
in two steps. About 3 g of the pre-extracted residue was extracted in a first step for 45 min in
700 mL demineralized water. Afterwards, an extraction thimble was filled with the sample, and the
extraction was continued with a Soxhlet apparatus for 3 h with 600 mL demineralized water. For all
extraction steps, 10 mL of the extract was removed, dried, and the extract content was determined
gravimetrically. The extractive-free raw material was air-dried for further carbohydrate determination
by acid hydrolysis.

For the determination of the starch content, 300 mg of theoretical dry raw material was treated with
an enzymatic solution containing 0.05% amyloglucosidase and 0.05% amylase in a pH 4.7 ammonium
acetate buffer. The raw material was treated for 24 h at 46 °C. Afterwards, the reaction was stopped,
and the samples were filtered through a G4 sintered glass frit. The filtrate was further used for glucose
detection via borate-anion exchange chromatography (AEC).

For carbohydrate detection, a two-step sulfuric acid hydrolysis according to Lorenz et al. [93]
was performed. After the second hydrolysis, the flasks were cooled down to room temperature,
filled up with demineralized water, and filtered to a G4 sintered glass frit. For further analysis
of the carbohydrates (see Section 3.4), the undiluted filtrates were collected. The residues in the
frit were washed, dried overnight at 105 + 3 °C, and weighted gravimetrically to determine the
amount of acid-insoluble residue, which is comparable with Klason lignin [62]. For raw material
characterization, the acid soluble lignin was measured additionally at 205 nm using 2.3% sulfuric acid.
Additionally, a commercial animal feed analysis, also called Weende analysis, was done by Eurofins
Agro, Wageningen, Nederlands, for comparative aspects.

3.2. Pretreatment Process

Steam refining was conducted with moist raw material with a dry matter content of around 35%.
A value equivalent to 200 g of dry material was inserted into the steaming reactor (22 X 25 cm, Martin
Busch & Sohn GmbH, Schermbeck, Germany) to make the process comparable. The severity factor (Rp)
was calculated according to Overend and Chornet [94] as the more common log Ry using Equation (1):

(T-100)
logRp = log (t X e 17 ) (1)

The severity factor combines the time of pretreatment (t) in minutes with the pretreatment
temperature in °C (T). With this factor, it is possible to generate a comparability for pretreatments with
different durations and temperatures in the same dataset.

The steaming reactor was equipped with a four-blade refiner system, which was started in the
last 30 s of pretreatment with 1455 rpm. Afterwards, the refining was stopped, and the pressure
was released. According to Table 5, twenty experiments, including one blind value, were carried
out at temperatures between 120 and 200 °C with different pretreatment durations. Furthermore,
the data point at 160 °C and 20 min (log Ry = 3.07) was included to get an overview over the different
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influences of severity, temperature, and time in comparison with the data point at 170 °C and 10 min
(log Ry = 3.06).

Table 5. Experimental plan, including temperature, reaction time, and the severity factor.

Run Temperature  Time Severity Factor Run Temperature  Time Severity Factor
# °C min log Rp # °C min log Ry
1 0 0 0.00 11 160 15 2.94
2 120 10 1.59 12 160 20 3.07
3 120 15 1.76 13 170 10 3.06
4 130 10 1.88 14 170 15 3.24
5 130 15 2.06 15 180 10 3.36
6 140 10 2.18 16 180 15 3.53
7 140 15 2.35 17 190 10 3.65
8 150 10 2.47 18 190 15 3.83
9 150 15 2.65 19 200 10 3.94
10 160 10 2.77 20 200 15 4.12

The liquid extract fraction and the solid fiber fraction were separated after steaming using a 50 pm
sieve. The fiber fraction was dried for 10 min at 2800 rpm in a spin-dryer (Thomas Centri 776 SEK,
Robert Thomas Metall- und Elektrowerke GmbH & Co. KG, Neunkirchen, Germany), homogenized
for 10 min in a 20 L rotary stirrer (Hobart A20, Hobart GmbH, Offenburg, Germany), and finally,
the weight was determined gravimetrically.

The extract fraction was also collected, weighted, and the pH value was determined. The dry
matter contents of both fractions were determined for yield calculations. The dry matter content of the
extract was determined by freeze-drying (Alpha 2-4 LSC; Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode am Harz, Germany), the dry matter content of the fibers was determined according
to TAPPI T 264 cm-07 at 105 + 3 °C. All samples were stored frozen afterwards to prevent degradation
of the samples. A scheme of this process is illustrated in previous work [41].

3.3. Acid Extract and Fiber Fraction Hydrolysis

For carbohydrate determination of the fiber fraction, the above-mentioned two-step acidic
hydrolysis (see Section 3.1) was conducted. The dried extract lyophilisates were hydrolyzed with a
one-step dilute sulfuric acidic hydrolysis procedure, which was modified according to Lorenz et al. [93].
First, 100 mg of the lyophilisate was mixed with 10 mL of demineralized water in an ultrasonic water
bath. After dilution of the extract, 1.8 mL of 2N H,SO4 was added. The suspension was hydrolyzed for
40 min at 120 °C and 0.12 MPa. Hereafter, the hydrolyzed samples were filled up and filtered through
a G4 sintered glass frit. The undiluted filtrate was collected for further analysis. The residue in the frit
was collected and determined as reported before.

3.4. Chromatographic Methods

Borate—anion exchange chromatography (borate—AEC) was used for monomeric carbohydrate
detection after acidic hydrolysis and enzymatic hydrolysis. A Dionex™ UltiMate™ 3000 (Thermo
Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA) was used with an anion exchange resin (MCI GEL®
CAOS8F, Mitsubishi Chemical, Tokyo, Japan). Two buffers with pH 8.6 and 9.5 based on potassium
tetraborate/boric acid were used in different concentrations over the time after a post-column
derivatization working at 65 °C. Carbohydrate determination was conducted via UV/VIS-spectroscopy
at 560 nm. A more detailed explanation of this method is reported by Lorenz et al. [58].

Organic acids, such as lactic-, acetic-, and formic acid were detected by ion chromatography.
The extracts were filtered, and 5 uL were separated with an TonPac™ AS11-HC (2 x 250 mm) anion
exchange column (Dionex, Sunnyvale, CA, USA), using a Dionex™ ICS 2000 with a Dionex ASRS

300-2 mm suppressor. A flow rate of 0.38 mL/min~! was adjusted, and a temperature of 35 °C was
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set. As eluent, potassium hydroxide (KOH) was used with concentrations between 1 and 70 mM over
the time.

Furfural and 5-hydroxymetylfurfural (5-HMF) were detected by RP-HPLC. Therefore, 20 uL of
fresh extract was separated at 25 °C for 80 min using an AQUASIL™ C;5 column (250 X 4.6 mm X 5 pm;
Thermo Fischer Scientific™, Waltham, MA, USA). A flow rate of 1 mL/min~! was set, and two eluents
(A: weak acidic water, 1 mM H3POy; B: acetonitrile, CoH3N) were used in different concentrations over
the time, starting with 97.5% A and 2.5% B and ending with 100% B. For detailed information about the
concentration steps over the time, see Krafft et al. [41]. The wavelength for detection was set at 280 nm.

For carbon detection in the raw material and fiber fraction, a vario EL cube (Elementar
Analysensysteme GmbH, Langenselbold, Germany) was used. Carbon in the extract fraction was
detected via total organic carbon (TOC) according to DIN EN 1484:1997-08 by Eurofins Umwelt
West GmbH. Carbon in the vapor phase was calculated as AgC between the raw material and
fiber/extract values.

3.5. Enzymatic Hydrolysis (EH)

The EH of the pretreated fibers was conducted at a dry matter content of 4% with 300 uL cellulases
(Cellic® CTec2, 91 FPU/mL, Novozymes A/S, Bagsvaerd, Denmark) and 50 pL glucosidases (Novozyme
188, Novozymes A/S, Bagsveerd, Denmark), with an (3-glucosidase activity of 227 U/mL. For that
purpose, one gram of dry material content of the pretreated substrate was hydrolyzed for 72 h at 45 °C.
A pH value of 5.0 was adjusted using a phosphate citrate buffer. After hydrolysis, the samples were
filled up to 250 mL in a volumetric flask with demineralized water and filtered through a G4 sintered
glass frit. The undiluted filtrate was collected for carbohydrate determination using borate—AEC.

4. Conclusions

The present study and the results are open to several conclusions. It was found that the steam
refining of ensiled maize leads to high extract yields due to a good enzymatic accessibility. Furthermore,
high amounts of starch and low amounts of lignin were determined in comparison with corn stover.

However, it was found that a pretreatment step is necessary for a sufficient enzymatic hydrolysis
of the fiber fraction. In comparison with untreated maize silage, it was possible to achieve nearly a
doubling of the EH yields.

The optimum steam refining condition for the production of monomeric carbohydrates was set at
a severity of 3.65. At this point, the optimum between carbohydrates from EH and the carbohydrates
determined in the extract fraction was found with a total recovery of 62.6% of carbohydrates, which is
based on raw material input, with low carbon losses in the gaseous phase.

Furthermore, ensiled maize was confirmed as a potential LCB for the production of monomeric
carbohydrates after pretreatment. In addition to the benefit of a high availability and a full year of
biomass supply due to the ensiling, the ensiling process seems to be beneficial for the further processes
in comparison with other steam refined, non-ensiled substrates. Therefore, a recovery of around 100%
of the theoretical available carbohydrates was reached for the fiber fraction after pretreatment.

Due to the knowledge that ensiling is not affecting the chemical composition of the substrates [95]
and due to the results from the present study, ensiling seems to be a promising storage method for
LCB biorefineries to achieve a full year of biomass supply by storage.

It seems to be promising for future work to test more LCB substrates, such as agricultural residues
or rural wastes, on their ensiling potential and the carbohydrate recoveries after pretreatment and EH.
A promising future candidate for further experiments might be ensiled corn stover, which represents
an undervalued agricultural residue with synchronous good ensiling properties [96].
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Inhibitor Detection in Liquid Phases
Obtained After Steam Refining of Corn
Stover and Maize Silage

Malte Joérn Krafft, Jens Berger and Bodo Saake*

Chemical Wood Technology, University of Hamburg, Barsblittel, Germany

The utilization of agricultural products and residues for the production of value-added and
biobased products is a highly relevant topic in present research. Due to the natural
recalcitrance of lignocellulosic biomass against enzymatic degradation, pretreatments are
important requirement for further processes. For the raw material in this study, corn stover
(CS) as highly available agricultural residue and maize silage (MS) as model substrate for an
ensiled agricultural product were pretreated by steam refining. However, after processing a
liquid fraction and fibers are present. Subsequent to steaming the fiber fraction is well
characterized. Nonetheless, in depth characterizations of the filtrates are also important for
their subsequent utilization. Decreasing molar masses from 7,900 g/mol to 1,100 g/mol for
CS filtrates and 100.000-12.900 g/mol for MS filtrates were determined with increasing
severity. Due to their proven inhibitory effect on microorganisms weak acids, furans and
phenolic compounds within the liquid phased were analyzed. Especially formic acid
increases with increasing severity from 0.27 to 1.20% based on raw material for CS
and from 0.07 to 0.23% based on raw material for MS. Further GC/MS measurements
indicate, that up to 8.25% (CS filtrate) and 5.23% (MS filtrates) of the total peak area is
related to inhibitory phenols. Considering the data, detoxification strategies are of non-
negligible importance for filtrates after steam refining and should be considered for further
research and process or parameter optimizations. An alternative may be the application of
milder process conditions in order to prevent the formation of inhibitory degradation
products or the dilution of the gained filtrates.

Keywords: corn stover, maize silage, steam refining, carbohydrates, inhibitors, by-products

INTRODUCTION

Maize (Zea mays L.) is one of the most abundant crops in the world. Beside the utilization as food and
the usage for industrial materials it furth is a well-known model organism for several fields of
research (Strable and Scanlon, 2009). The high availability of maize and its products are displayed in
estimates for the worldwide corn production. Based on data of the Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO) and literature values for the straw/kernel-ratio,
Krafft et al. (2020b) calculated an estimated annual maize production of 2.15-2.64 billion tons
for 2018. Updated FAO data for 2019 show quite similar values (FAOSTAT, 2020).

However, the usage of lignocelluloses and lignocellulosic residues in biorefinery contexts is highly
discussed and due to the aforementioned high availability, maize is focused on research. Therefore,
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two types of utilization based on maize can be distinguished: the
usage of the whole plant and the usage of components, like
kernels, straw or cob waste. Therefore, the usage of the whole
plant, mostly after ensiling to extend the storage stability for the
production of biogas is described. Further, the usage of the
kernels is reported to produce e.g., bioethanol (Lebuhn et al,
2008; Schwietzke et al., 2009). However, the usage of these two
parts is associated with debates about land use (Graebig et al.,
2010) and the production of coarse grains for energy instead of
primary food grains (Srinivasan, 2009).

Due to these debates, the usage of agricultural post-harvest
residues is beneficial, although there are debates about sustainable
collection with consideration of soil erosion and water
conservation (Cruse and Herndl, 2009). With that in mind,
corn stover (CS) is characterized as an undervalued harvest
residue after grain threshing, which remains mainly on the
field and decomposes (Glassner et al., 1998). Nonetheless,
lignocellulosic  biomass is recalcitrant against natural
biodegradation. Therefore, a pretreatment of the used CS is
necessary to reduce this known recalcitrance (Himmel et al,
2007).

Seasonal availability and the storage of lignocellulosic biomass
is a key factor for a full-year biomass supply of a biorefinery plant.
These aspects were discussed in previous studies (Cherubini and
Strgmman, 2011; Miao et al., 2012; Giuliano et al., 2016). In that
context ensiling was mentioned in literature as a suitable storage
method for biomass in biorefineries (Oleskowicz-Popiel et al.,
2011). Moreover, maize silage (MS) has a lower grade of
recalcitrance against enzymatic degradation, mainly due to
lower lignin contents, but a pretreatment is also necessary to
receive sufficient results after enzymatic hydrolysis (EH) (Krafft
et al., 2020b). In the last years steam refining was conducted for
pretreatments of wood (Schiitt et al., 2011; Schiitt et al., 2012),
forest residues (Janzon et al., 2014), CS (Krafft et al., 2020a), MS
(Krafft et al., 2020b) or waste medium density fiberboards (MDEF)
(Hagel and Saake, 2020). Most studies were conducted to enhance
the enzymatic digestibility for the production of monomeric
carbohydrates, but attempts for MDF fiber recycling after
steam refining are reported as well (Hagel et al., 2021).

Like mentioned before, a biomass or raw material
pretreatment is a necessity for a lignocellulose biorefinery.
Beside different pretreatment methods, the most widely
described pretreatment is steam explosion, working as a
physicochemical process. Due to the knowledge, that the
explosion step is unnecessary for the enhancement of EH
(Brownell et al., 1986), several authors are currently discussing
an alternative steam pretreatment where the defibration is
conducted by a refining step. Therefore, this variant is also
called steam refining (Schiitt et al., 2011; Schiitt et al., 2012;
Janzon et al., 2014). The process results in two fractions, one
being a solid fiber fraction, the other being a hydrolysate.
However, in literature on steam pretreatment different terms
are used for the liquid: extract phase or fraction, liquid phase or
fraction, solubilized or (water)-soluble phase or fraction or (pre)-
hydrolysate and filtrate. All of the above equally paraphrase the
identical fraction, a clear nomenclature is yet no present.
Therefore the term “filtrate” will consequently be used

Characterization of Steam Refining Liquids

throughout this publication. While the usage of the cellulose-
rich fiber fraction is often addressed in literature, the utilization of
the hydrolysate has been less frequently investigated (Cubas-
Cano et al, 2020). A plausible explanation would be the
challenging fermentation of C5 sugars with wild-type
microorganisms and the abundance of inhibitors in the
hydrolysates (Cubas-Cano et al., 2018; Cubas-Cano et al., 2020).

The formation and liberation of degradation products from
carbohydrates and lignin and their inhibitory effect on enzymes
and bacteria is well documented (Cantarella et al., 2004).
Cantarella et al. (2004) differs three groups of toxic
compounds: low molecular weight acids, carbohydrate
degradation products and lignin degradation products. In this
context Zhang et al. (2013) compared eleven potential inhibitors
based on previous studies of Palmqvist and Hahn-Hégerdal
(2000) and Klinke et al. (2004). From early studies of Ando
etal. (1986) it is known that most of the degradation products are
soluble within the water-phase and only a few aromatic
monomers are detectable within the solid phase after
steaming. Nonetheless, Tengborg et al. (2001) report on the
inhibiting effect on EH and fermentation. Different amounts
of prehydrolysates were added to the solid phase followed by EH.
Adding prehydrolysates lowered the cellulose conversion rate
continuously. Further, the authors investigated the influence of
washing the solid fraction and came to the conclusion, that
washing is beneficial for fermentation processes (Tengborg
et al, 2001). Qureshi et al. (2010) investigated the
fermentation of CS hydrolysates to acetone butanol ethanol
(ABE) after pretreatment. No microbial growth or
fermentation products were measured in the undiluted and
untreated liquid phase. Fermentation started 40 h after dilution
and addition of sterile glucose. Further treatments, like dilution
with other hydrolysates and overliming with Ca(OH), were
necessary for sufficient fermentation. The authors suggest the
investigation of processes without inhibitory by-product
formation or the development of inhibitor resistant cultures
for fermentation. In the past, several studies accounting the
inhibitory content of the hydrolysates were conducted for
gardening residues (Cubas-Cano et al, 2020), trimming vine
shoots (Bustos et al., 2005), softwood (Shi et al., 2015), wheat
straw (Aulitto et al., 2017), sugarcane bagasse (van der Pol et al,,
2016) or oil palm empty fruit bunches (Ye et al., 2014). Inhibitors’
influences on the hydrolysate after steaming is to be considered
proven due to these studies. It furthermore is significant to
include this issue in contemplations of pretreatment conditions.

Former studies depict yields, characterization and utilization
of the fiber fraction after steam refining (Krafft et al., 2020a; Krafft
et al,, 2020b). In this study, a detailed analytical characterization
of filtrates obtained after steam refining of CS (Krafft et al., 2020a)
and MS (Krafft et al., 2020b) will be described to complete a full
overview about the obtained fractions. Therefore, results from
carbohydrate analysis and molar mass distribution, as well as
results on organic acids and furans will be presented.
Additionally, information on inhibitory compounds obtained
by GC-MS are going to be given. All data is evaluated under
consideration of the used severity factor while steaming. All in all,
the goal was to gain a more detailed overview over the received
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TABLE 1 | List of pretreatment conditions and corresponding severity factors.

Temperature ['C] Time [min] Severity factor
160 10 2.77
170 10 3.06
180 10 3.36
190 10 3.65
200 10 3.94

filtrates after steam refining for further processes, like whole-
slurry processes or simultaneous EH and fermentation to value-
added products.

MATERIALS AND METHODS

Raw Material

The filtrates were collected from previous steam refining studies
with 200 g raw material input based on CS and MS (Bendler,
2018; Krafft et al., 2020a; Krafft et al., 2020b; Frey, 2020). Briefly,
steam refining is content-wise related to steam explosion with the
difference, that the defibration is conducted by a mechanical
defibration instead of a pressure relief. All results are recalculated
to weight percent based on the CS and MS raw material and are
denoted as % RM.

Steam refining was conducted from 160°C up to 200°C for
10 min, respectively. For a better comparability with available
literature the severity factor according to Overend and Chornet
(1987), expressed as log = Ry, was calculated based on Eq. 1. A list
of temperatures, duration of exposure and corresponding severity
can be gathered from Table 1.

log R, = log (t X e%> (1)

The hydrolysate was collected by filtration through a sieve and
was afterwards freeze-dried (Alpha 2-4 LSC; Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen ~GmbH, Osterode am Hargz,
Germany). A detailed description of the process is given in the
aforementioned studies. For reasons of completeness, the
carbohydrate and lignin composition of the used lyophilizates
will be shown in Table 2.

Acidic Hydrolysis

The hydrolysis of the freeze-dried steam refining filtrates was
conducted as one-step acidic hydrolysis according to Lorenz
etal. (2016). Therefore, 100 mg of the lyophilizate were added
to 10 ml demineralized water and were homogenized in an
ultra-sonic water bath. Afterwards, 1.8 ml H,SO, was added
and the samples were hydrolyzed in an autoclave for 40 min at
120°C and 0.12 MPa. After autoclaving the samples were
cooled down to room temperature, filtered through G4
sintered glass frites and were collected for borate-HPAEC
carbohydrate analysis. The residue was collected in the
sintered glass frit and was determined gravimetrically after
drying at 105°C + 3°C over night.

Characterization of Steam Refining Liquids

TABLE 2| Composition of the used lyophilizates in % based on the filtrate fraction.

Log Ry Gluc Xyl Arab Others® Residue
2.77 12.2 3.7 2.7 3.7 9.1
3.06 10.9 7.3 3.6 3.5 11.9
CS 3.36 8.7 13.9 4.7 3.5 1.8
3.65 5.4 23.1 3.0 3.0 9.5
3.94 5.2 24.2 2.4 3.0 15
2.77 59.1 3.3 2.0 0.5 2.2
3.06 55.7 6.4 2.2 0.7 3.1
MS 3.36 51.5 9.6 2.2 1.2 5.5
3.65 52.5 9.6 1.8 1.1 5.8
3.94 47.3 8.9 1.4 1.1 7.2

4Containing Rhamnose, Galactose, and Mannose.

Chromatographic Methods
For the detection of carbohydrates borate-HPAEC (Dionex™

UltiMate™ 3,000, Thermo Fisher Scientific™, Waltham, MA,
United States) was used with an anion exchange resin (MCI
GEL® CAO08F, Mitsubishi Chemical, Tokyo, Japan) according to
an in-house protocol. Two potassium tetraborate/boric acid
buffers (pH 8.6 and 9.5) were used in different concentrations.
Post-column derivatization was conducted at 65°C and
carbohydrate detection was performed at a wavelength of
560 nm. For more details of this method see also Lorenz et al.
(2016). Oligomers were detected as difference between total free
carbohydrates in the filtrates and total carbohydrate content after
two-step acidic hydrolysis.

Furans, here 5-HMF and furfural, were determined by RP-
HPLC directly after steaming in order to avoid secondary
degradation reactions. Therefore, 20 uL of post steaming
hydrolysate was separated at 25°C for 80 min using an
AQUASIL™ Cjg column (250 x 4.6 mm X 5pm; Thermo
Fisher Scientific™, Waltham, MA, United States). Weak acidic
water and acetonitrile were used as eluents in different
concentrations with a flow rate of 1 ml/min~'. For a more
detailed description of the used method see Kraftt et al. (2020a).

Ion chromatography for organic acid detection was performed
using a Dionex™ ICS 2000 with an TonPac™ AS11-HC (2 x
250 mm) anion exchange column (Dionex, Sunnyvale, CA,
United States). Potassium hydroxide (KOH) reaching from 1
to 70 mM was used as eluent with a flow rate of 0.38 ml/min~"
at 35°C.

Size exclusion chromatography was performed according to a
reported method for xylans by Saake et al. (2001). 3 GRAM
columns (8 x 300 mm, Polymer Standards Service) with 30, 1,000
and 3,000 A pore size were used with a mixture of DMSO and
Water (9:1) and 0.05 mol Lithium bromide. Measurements were
conducted at 60°C and a flow rate of 0.4ml/min~' using a
refractive index detector (RI-71, Shodex). For molar mass
calibration pullulan standards (Polymer Standards Service)
were used.

Sample preparation for GC/MS analysis was conducted as
thermally assisted hydrolysis and methylation (THM) using
tetramethylammonium hydroxide (TMAH) according to
Becerra and Odermatt (2013). Therefore, 120 ug of the sample
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FIGURE 1 | SEC elution profiles of filtrates obtained from CS (A) and MS (B).
TABLE 3 | Average molar mass (M) in g/mol and dispersity () measured by SEC for CS and MS filtrates.
Log Ry CS MS
2,77 3.06 3.36 3.65 3.94 2.77 3.06 3.36 3.65 3.94

My, 7,900 7,500 6,850 4,900 1,100 100.000 60.400 59.600 44.000 12.900
b 13.4 10.3 8.5 5.6 2.1 20.1 20.5 28.1 30.6 13.4

were prepared with 10 uL. TMAH (10% in water) and was dried
for 12 h above P,0s.

THM-GC/MS was performed using a Frontier Lab Micro
furnace Multi-shot pyrolyzer (EGA/Py-3030iD) combined with
an autosampler (AS-1020 E). The pyrolysis system was interfaced
to a GC/MS (6,890/5973N Agilent Technologies, United States).
The temperature for thermochemolysis was set at 350°C, interface
temperature at 330°C, the inlet and the GC/MS interface
temperature were kept at 320°C. A low polarity ZB-5HT
column 30m x 0.25mm i d., 0.25um film thickness) was
used with helium as carrier gas. The split ratio was set to 30:1.
A flow rate of 1ml/min was set for gas chromatographic
separation. Oven program starts with 4 min at 45°C, changes
to 5°C/min up to 340°C and kept 15 min at 340°C. Mass spectra
was determined by a 5973 N agilent inert MS with 70 eV electron
impact ionization energy. Scan range was 15-550 m/z. Evaluation
was performed using an in-house and NIST 20 database.
Therefore, substances were detected as methyl derivatives.

RESULTS AND DISCUSSION
Size Exclusion Chromatography (SEC)

SEC was applied in order to investigate the influence of increasing
steaming severity on the molar mass and molar mass distribution
of components dissolved in the filtrate of CS and MS. In that
context, Figure 1 and Table 3 depict the molar mass distribution
of CS and MS filtrates.

The intensity and shape of the molar mass distributions for the
CS filtrate (Figure 1A) indicated, that an increase of severity from
log Ry = 2.77 to 3.65 result into a continuous increase of the peak
area correlating with an increased amount of dissolved
components. The weight average molar mass (M,,) is
continuously reduced from 7,900 g/mol to 4,900 g/mol
(Table 3). The molar mass distribution curves are very broad
with a dispersity of 13.4 for the lowest severity (Figure 1A,
Table 3). The dispersity decreases with increasing severity
parallel to the M,, reduction. At the highest severity of log Ro
3.94 an increased degradation of extracted components is
apparent. The high molar mass shoulder in the elution profiles
disappears while low molar mass components are more
prominent. This shift results in a low molar mass of 1,100 g/
mol and a low dispersity of 2.1.

A more complex picture emerges for the molar mass
distribution of MS filtrates (Figure 1B). At the lowest severity
of log Ry = 2.77, a pronounced high molar mass peak is visible
around 21 ml. Krafft et al. (2020b) reported a starch content of
38.6% for the used raw material. It can be assumed, that due to the
solubility of starch, high amounts of starch or rather big starch
fragments are present in the hydrolysate. This high molar mass
fraction in the rather broad distribution curve results in a high
M,, of 100.000 g/mol and show a high dispersity of 20.1 (Tab. 3)
as well. This starch is degrading successively with increasing
severity and the peak is shifting to higher elution volumes.

Again, with higher severity an increased peak area is indicating
a higher proportion of dissolved components. At highest severity,
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the highest proportion is attributed to low molar mass
components eluting between 30-32.5ml again. However, in
contrast to CS, MS filtrates still contain high molar mass
components, even at the highest severity. Therefore, even at
log Ry = 3.94 the M,, and the dispersity remain high with
12.900 g/mol and 13.4, respectively (Tab. 3).

In earlier works, Puls et al. (1985) investigated the influence of
an increasing severity on the so called “hemicellulose fraction” of
birch. The authors also report a shift to lower molar masses with
an increase of the severity. Similar results were reported e.g. by
Montané et al. (1998) after steam explosion of wheat straw. The
authors performed SEC for washing water, which is similar to the
filtrate in this study. They also report a strong decrease of the
molar mass with severity, starting with an M,, of around 11.000 at
a severity of log Ry = 3.39 and resulting in an M,, of 400 atlog Ry =
4.13. Montané et al. (1998) describe the molar mass decrease with
depolymerization reactions of compounds with higher molar
mass to oligomers and monomers. The hydrolytic cleavage of
the glycosidic bonds of cellulose and hemicelluloses during
steaming to monomers and the further degradation to e. g., 5-
HMEF and furfural is therefore described in the literature (Li et al.,
2005). As main reaction of the lignin, also -O-4 structures are
depolymerized during steaming and the solubilized lignin occurs
in the filtrate (Montané et al., 1998; Li et al., 2007).

In summary, a decrease of M,, with increasing severity is
visible for both samples. Nonetheless, filtrates from MS
consistently show much higher molar masses compared to CS.
The primary driver for that finding is most likely starch from the
kernels in the silage fraction.

Monomer and Oligomer/Polymer Detection
The detection of free monomeric carbohydrates in the filtrates
after steaming was performed to calculate the oligomer/polymer

fraction. Therefore, the known carbohydrate content after acidic
hydrolysis was compared with the detected monomers prior to
hydrolysis. The difference between these two values represents
the oligomeric/polymeric carbohydrate fraction. Oligomers,
especially xylooligomers, are also reported as inhibitory
compounds for cellulases (Kumar and Wyman, 2009). For this
reason, oligomers are mentioned in this section (Figure 2).

Different developments are described in Figure 2. High
carbohydrate contents, as mentioned before originating from
soluble starch, were determined in the MS filtrate. The relative
oligomer/polymer proportion varies between 97.8% (log R, =
3.06) and 94.3% (log Ry = 3.94). The highest absolute
monosaccharide content of 2.3% was detected in filtrates
treated at the highest severity. However, at this severity, also
the total carbohydrates in the filtrate are reduced, indicating
intensified degradation reactions at high pretreatment conditions.
In contrast, CS filtrates show much lower total carbohydrate
contents. Low monomer values are detected up to a severity of log
Ry = 3.65, with a relative oligomer/polymer proportion
approximately at 90%. At the highest severity (log Ry = 3.94),
the absolute monomer content is equal to reported for MS
filtrates. At this severity, the oligomer/polymer proportion is
around 77% of the total carbohydrates.

Several authors mention the changes of mono- and oligomer
ratios during steaming. Known mechanisms for polymer
degradation to oligomers/monomers are hydrolytic processes,
leading to a cleavage of the glycosidic bonds of the polymers, e. g.
cellulose and hemicelluloses (Li et al., 2005). Romero-Garcfa et al.
(2016) investigated olive leaves pretreated between 180 and
220°C. The authors reported the highest carbohydrate recovery
for pretreatment conditions of 180°C for 10 min. At this point,
64% of the released carbohydrates originated in the oligomeric
form. The authors found oligomer contents above 60% for all
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FIGURE 3 | Effect of steaming severity on the acetic and formic acid content of CS and MS filtrates.

examined conditions. Sharma et al. (2015) compared the
influence of sulfuric acid impregnation on the oligomer
release from rice straw. After a pretreatment at 200°C for
10 min (log Ry = 3.94), they found 60% of the pentoses as
oligomers and 75% of the hexoses, respectively. After
impregnation with sulfuric acid and pretreatment at 180°C for
10 min, much lower values of oligomers (20.5% pentoses, 40.4%
hexoses) were determined. The authors concluded that catalyzed
steaming conditions are beneficial in order to avoid inhibition by
oligomers for subsequent processes. Nunes and Pourquie (1996)
compared steam explosion of Eucalyptus globulus (LABILL) wood
chips with and without acid catalysts. They concluded that
higher severities are needed under non-acidic conditions for
the same carbohydrate release from the substrate and efficient
following EH. Furthermore, they reported, that an efficient
oligomer hydrolysis was not detected under non-acidic
conditions. For steam explosion experiments of sunflower stalks
without acid catalysts Ruiz et al. (2008) report an average of 90%
oligomers in the filtrates. These data is quite similar to the present
study. The authors postulate for such high oligomer contents the
necessity of a so-called “posthydrolysis” to make the oligomers
accessible for fermentation approaches. These considerations for
filtrates with high oligomer/polymer values can be adopted for the
filtrates investigated in the present study.

Detection of Inhibitors

Weak Organic Acids

Organic acids and furans are often mentioned as the main
inhibitor fractions with amounts of 82-96% of all inhibitors
(Zhang et al., 2013). However, acetic and formic acid were
identified as the main organic acids in the process. Acetic acid
originates therefore from hemicellulose-related acetyl groups.
Due to autoionization of water between 150 and 230°C,
hydronium ions are formed. These ions work as catalysts and
conduct a cleavage of the hemicellulose bonded acetyl groups.

Further, hydronium ions originating from acetic acid also act as
catalysts for the degradation of polysaccharides. Formic acid is
formed by degradation of furfural and 5-HMF, originating from
pentose and hexose degradation (Pedersen and Meyer, 2010;
Rasmussen et al., 2014). Since the dilution of the hydrolysate
differs after the steaming, all results were calculated as % RM.
Figure 3 shows acetic and formic acid calculations for both, MS
and CS filtrates.

An increase of formic and acetic acid, as main aliphatic
carboxylic acids, appears with increasing severity. Acetic acid,
originating from acetyl groups of xylan hemicelluloses in the used
CS, is increasing from 1.47% RM up to 2.79% RM. For MS, the
liberated acetic acid concentration is lower and increases from
1.03% RM up to 1.76% RM. Similar developments occur for
formic acid, although at lower levels between 0.27-1.20% RM for
CS and 0.07-0.23% RM for MS. The increase of organic acids with
an increase of the applied severity is also reported on in the area of
expertise’s literature. Hagel and Saake (2020) report similar
trends for steam refining between log Ry = 2.47 and log Ry =
3.95 of poplar and spruce wood chips. They report acetic acid
contents of 0.18-1.83% RM for poplar and 0.04-0.7% RM for
spruce, respectively. Further they report formic acid contents
between 0.02-0.37% RM (poplar) and 0.02%-0.26 (spruce).
Whereas the trends are similar, the acid contents are lower
compared to the present study. Steam explosion experiments
with sunflower stalks between log R, = 3.05 and 4.53, reported by
Ruiz et al. (2008), show strong increases, mainly between
severities of log Ry = 3.64 and 4.23. However, whereas the
acetic acid are in an equal range, the formic acid
concentrations of Ruiz et al. (2008) are significantly higher
compare to this study. Summarizing, the trends found in this
study and in available literature, an increased formation of weak
acids for higher severities is generally reported. However, the
absolute amount of weak acids formed depends on the used
substrate.
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Regarding the inhibitory effect of the organic acids on
enzymatic hydrolysis and subsequent fermentation to ethanol,
Cantarella et al. (2004) report, that acetic acid concentrations of
2 g/L did not affect the activity of enzymes. Feng et al. (2012) also
found no inactivation using an acetic acid concentration of 2 g/L
and Oliva et al. (2003) tested 10 g/L without reduction of the
ethanol production. Captured in Figure 3, more than 2.5% RM
(CS) and more than 1.5% RM (MS) acetic acid were found at the
highest severity and a dilution of the obtained filtrates may be
necessary. However, formic acid shows a strong influence for a
lactic acid fermentation at concentrations of 0.1 g/L using bush
clovers (Lespedeza crytobotrya m1Q.) stalks (Feng et al., 2012). In
the present data, around 1.2% RM (CS) formic acid were detected.
However, less containing formic acid were determined for the MS
samples. A dilution or detoxification of the filtrates, mainly from
CS, is therefore needed prior to fermentation.

Due to the known mechanism of hydronium ion formation,
process conditions below 150°C may be beneficial to prevent
autoionization and acetic acid formation in steam refining
processes. Nonetheless, Krafft et al. (2020b) tested steam
refining below 150°C for MS and found nearly stable values
for acetic acid. Therefore, free lactic acid in the ensiled sample
may be responsible for degradation reactions and the cleavage of
hemicellulose-bonded acetyl groups. Therefore, lactic acid is
usually not formed during steaming. Nonetheless, it is known
as inhibitor formed during fermentation processes (Cubas-Cano
et al., 2020). It is important to know that the filtrates obtained
from MS contain relevant amounts of lactic acid originating from
the raw material. Krafft et al. (2020b) point out lactic acid
contents for the used filtrates between 5.87% RM (log R, =
1.59) and 4.79% RM (log Ry = 4.12) with a slight decrease for
higher severities. Due to the knowledge of lactic acid naturally
occurring in MS, lowering organic acid fractions in the process
conditions being beneficial to the CS process, but superfluous
towards the MS process, seems like a plausible hypothesis.

Furan Derivatives

Further degradation products of the carbohydrates are the furan
derivatives 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF) and furfural. 5-
HMEF is known as one of the most important molecules obtained
from biomass and is reported to be formed under acidic
conditions from the dehydration of mainly monosaccharides.
Further reactions, like the formation to levulinic and formic acid
or the polymerization of 5-HMF and intermediates to humins are
reported (Souza et al., 2012). Further, Danon et al. (2014) report
mechanisms and kinetics of furfural formation from pentoses by
dehydration. However, the authors show multiple options for the
formation of furfural deriving from pentose.

Values for furan contents in the filtrates after steam refining of
CS and MS were reported by Krafft et al. (2020a) and Krafft et al.
(2020b). Due to the known instability, furans were detected
directly after steaming in the filtrates. Further a recalculation
to the biomass input was performed for better comparability.
Fufural and 5-HMF are known inhibitors. From experiments
with the filtrate of poplar, steam exploded at 210°C for 4 min,
Oliva et al. (2003) report, that furfural is twice as toxic than 5-
HMF. However, experiments indicate the relevance of these
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products. They will therefore be briefly compared and
discussed for the sake of completeness.

As illustrated in Figure 4, increasing numerical values for 5-
HMEF and furfural are detected. Hagel and Saake (2020) show
similar developments for the mentioned furan derivatives after
steam refining at different severities of poplar and spruce.
Therefore, furfural contents are quite similar and at the
highest severity (log Ry = 3.94) around 0.15% RM furfural is
reported for both, poplar and spruce. Much lower values for 5-
HMF are reported by the same authors, resulting in
approximately 0.05% RM 5-HMF at a severity of log Ry = 3.94.

From the known mechanism of 5-HMF and furfural
formation under acidic conditions, steaming under neutral
process conditions may be a suitable way for furan derivative
reduction. Hagel and Saake (2020) report steam refining of waste
MDF between pH 7 to 8 with nearly no measured furfural and 5-
HMEF production. Due to known degradation reactions provoked
by low or high pH values, neutral conditions may be a way for
process optimization to prevent both, furan derivative formation
and cellulose/hemicellulose degradation.

Phenolic Compounds

As mentioned before, phenolic degradation products and
fragments are determined in the filtrates originating from the
plant lignin. In Figures 5A,B the relative peak areas of the
relevant inhibitory phenolics in GC/MS data after TMAH
derivatization are depicted.

Origins and formation mechanisms of the measured
compounds are commonly reported on in various
publications. Nonetheless, in regards to lignified biomass and
maize silage, containing kernels, multiple origins especially for
ferulic acid are possible. For lignified substrate, ferulic acid is
linked covalent to lignin and originates from the oxidative attack
of coniferyl alcohol (Mathew and Abraham, 2006). Ferulate esters
are reported as major linkages in grasses with the formation of
“lignin-ferulate-polysaccharide”-complexes (LFP) (Ralph et al,
1995). Ferulic acid occurs also in maize kernels and therefore, the
kernels in the maize silage are a further origin of ferulic acid (Sen
et al., 1991). The conversion of ferulic acid to vanillin is reported
with six different pathways for conversion (Mathew and
Abraham, 2006). Vanillin is further reported as
depolymerization product of lignin, obtained e.g., by oxidation,
alkaline processes or severe temperature/pressure conditions.
However, a confirmed reaction mechanism is reported
controversial since many parameters influence the reaction
sequence (Fache et al, 2016). Also, the cleavage of p-O-4'
bonds is reported to be a mechanism for the depolymerization
of lignin to vanillin and vanillic acid (Rinesch et al., 2017).
p-coumaric acid is reported to be a naturally present
hydroxycinnamic acid in the cell walls of wood like ferulic
acid as well (Lam et al, 2001). The formation of 4-
Hydroxybenzoic acid is reported by Rasmussen et al. (2016).
The authors show a cleavage of lignin side chains and the
formation of 4-Hydroxybenzoic acid after hydrothermal
treatment. It is to be mentioned, that follow-up sequences
between other degradation products are possible. (Rasmussen
et al,, 2016). Closing, 4-Hydroxybenzaldehyde is described as
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aldehyde monomer of lignin (Hu et al., 2018) and syringic acid is
reported as small phenolic degradation fragments from S and
G-type lignins (Longe et al., 2020).

As stated, ferulic acid and p-coumaric acid represent the
main phenolic molecules detectable in the filtrate. These
fractions show the most significant change in
concentrations with increasing severity. For CS, a high
proportion of p-coumaric acid is found at low severity
which decreases constantly at harsher reaction conditions.
This indicates that p-coumaric acid is easily released from the
lignin but undergoes secondary reactions, like degradation or
reactions with other degradation products, at harsher
conditions. Ilanidis et al. (2021) investigated hydrothermal

pretreatment of wheat straw and found a reduction of
p-coumaric acid at temperatures higher than 190°C. In the
present study, ferulic acid is also increasing up to a severity of
log Ry = 3.65 and is then decreasing at the point of the highest
severity. For MS both compounds show an increase up to log
Ry = 3.36 followed by a reduction at the highest severity.
However, in general these compounds were detected in much
lower levels compared to corn stover filtrates. In that context
Gong al.  (2012) also report degradation and
polymerization of phenolic compounds at higher severities.
Early works of Fiddler et al. (1967) report 4-methylguaiacol,
4-ethylguaiacol, 4-vinylguaiacol and vanillin as thermal
degradation products of ferulic acid.

et
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Further  lignin  degradation  products, like  4-
hydroxybenzaldehyd, 4-hydroxybenzoic acid, vanillin, vanillic
and syringic acid are nearly stable for CS independent
regarding the severity. These compounds were found in low
amounts below 1% peak area. For the MS filtrates after steam
refining, a more complex picture was obtained. A constant
decrease with severity increase is visible for 4-hydroxybenzoic
acid indicating secondary reactions. Syringic and vanillic acid are
slightly increasing with the increasing severity. A noticeable
increase of 4-hydroxybenzaldehyde is also reported by Ilanidis
et al. (2021) for hydrothermal pretreatment of wheat straw. The
authors suggest that phenolic degradation products with only one
carbon side chain are not as sensitive for further degradation as
compounds with longer side chains.

Zhang et al. (2013) also describe the influence of temperature
and time on the behavior of the mentioned inhibitors. With
increasing severity, they report increasing amounts of syringic
acid and 4-hydroxybenzaldehyde, while stable figures were found
for vanillin. Furthermore, a strong decrease with higher severities
was reported for p-coumaric acid. Vanillic and 4-hydroxybenzoic
acid were not found by Zhang et al. (2013).

Comparing both substrates, much lower amounts of phenolic
degradation products occur in MS filtrates (Figure 6). This is in
accordance with the different lignin content of the two raw
materials. Krafft et al. (2020a) report 19.3% lignin for the used
CS, whereas 11.9% lignin are reported for the MS (Krafft et al,,
2020b). With that in mind, higher proportion of phenolic
degradation products could be expected for CS filtrates and it
can be assumed, that the usage of substrates with low lignin
contents is beneficial for the process. However, also a
delignification of the substrate before steam refining is

conceivable and is further known to enhance the enzymatic
accessibility (Krafft et al., 2020a).

Further Compounds Detected by GC

Beside the aforementioned inhibitors, further noteworthy
compounds were detected. Propane-1,2,3-tricarboxylic acid
was detected in MS samples most likely as breakdown
product of a water soluble fumonisin. Fumonisins are known
mycotoxins in maize, originating from a contamination with the
mold fungus Fusarium verticillioides (SACC.) NIRENBERG (formerly
Fusarium moniliforme), which is a common fungal pathogen in
corn (Viquez et al., 1996; Munkvold and Desjardins, 1997;
Marasas et al., 2004). Whereas the influence of such toxins is
investigated for human beings or livestock, consuming
contaminated  maize, the possible influence for
microorganism in biorefinery contexts is subject of recent
research (Salati et al., 2014; De Gelder et al., 2018; Giorni
et al., 2018) and up to now, depending on the fumonisin
concentration, no or less negative influence of mycotoxins
was found for biogas (Ferrara et al., 2021) and ethanol
fermentation processes (Bothast et al., 1992).

Further compounds which also show an increase with
increasing severity are e.g. 3,4-dihydrocoumarin-6-ol or
alginetin. 3,4-dihydrocoumarin-6-ol is also reported by Oudia
etal. (2007) in a Pyrolysis-GC/MS study of eucalyptus kraft pulps
and by Kouhi and Shams (2019) after co-pyrolysis of bagasse and
waste heavy paraffin. Alginetin is therefore reported as
“caramelization product”, originating from pentoses and
hexuronic acids after thermal treatments (Doi et al., 2020).
However, both compounds are not mentioned in the context
of inhibitory effects in the literature.
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CONCLUSION

Concluding this studies data, several inferences can be
highlighted. Firstly, the obtained SEC data show a decrease of
the molar mass of both samples with increasing severity. High
molar masses around 100.000 g/mol were determined at the
mildest condition for MS filtrates, with a reduction to
12.900 g/mol at the highest severity of log R, = 4.12. Values
for CS filtrates are much lower but a decrease of the determined
molar mass with an increase of the severity is observed as well.
The reason for the significant difference between MS and CS
filtrates can be most likely attributed to starch from the kernels in
the MS sample. The decrease in the molar mass is provoked by
degradation reactions due to increasing severity and the resulting
pH reduction induced by liberated organic acids in the filtrate.

The analysis of the ratio of monomers vs. oligomers/polymers
in the obtained filtrates revealed that only for corn stover, treated
at the highest severity, a significant amount (23% of the available
carbohydrates) is obtained as monomers. All other conducted
pretreatments lead to an oligomer/polymer content higher than
90%. Most of the carbohydrates are therefore not accessible for
microorganisms. An EH prior to fermentation is a mandatory
requirement for the obtained filtrates. However, processes like
biogas production can be considered for the utilization of the
filtrates, too.

Several observations were made for inhibitors in the
filtrates. For the weak, organic acids mainly acetic and
formic acid are in the focus for causing inhibitory effects.
From the literature it is known that already concentrations of
0.1 g/L formic acid cause inhibitory reactions and a reduction
of microbial activity. In the present study, relevant formic
acid amounts were detected in the filtrates. Therefore, for the
highest concentration (CS, log Ry = 3.94) a dilution is
required to prevent effects, caused by the formic acid.
Moreover, a detoxification or dilution of the obtained
filtrates is necessary for further process steps in the
context of a biorefinery concept. Considering the found
furan derivatives and phenolic compounds, relevant
amounts of both were found in the analyzed filtrates.
Furfural increased up to 0.14% RM (CS) and 0.10% RM
(MS). 5-HMF show an increase up to 0.14% RM (CS) and
0.24% RM (MS). Both compounds result from the
degradation of pentoses and hexoses. A total amount of
approximately 8% peak area can be put down to
inhibitory, phenolic compounds for CS and 4-5% for MS,
respectively. MS was proven to contain less phenolic
compounds, mainly due to lower lignin contents in the
raw material. However, the inhibitory activity on model
organisms is subject to further research where steam
refining filtrates must be tested in the context of EH and
fermentation. Nonetheless, a direct fermentation is reported
as insufficient, and a detoxification of similar filtrates was
reported as a necessity within the literature.

Comparing both substrates, MS is beneficial with view to
inhibitory degradation products in the filtrates. Formic acid

Characterization of Steam Refining Liquids

concentrations are much lower and fewer contaminations with
phenolic compounds were obtained as degradation products
from lignin. Besides of fewer inhibitors the MS filtrates have
higher carbohydrate fractions. Indicating them to be more
attractive compared to the CS filtrates. For further research, a
comparison of MS and CS with CS silage is a topic of interest. CS
silage might combine the benefits of both substrates investigated
in this study, precisely a high accessibility of the substrate, the
declaration as agricultural residue and the possibility of storage
and full-year biomass supply.
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