BEITRAEGE ZUR ENZYMATISCHEN HYDROLYSE
DES HOLZES NACH DER
SAURE-VORBEHANDLUNGY

Doz. Dr. Giines UCAR?

Kurze Zusammenfassung

Gemahlene Mischholzproben wurden sowohl ohne Vorbehandlung als auch
nach Behandlungen mit verdiinnter Schwefelsiure in einem kontinuierlichen Stro-
mungsreaktor enzymatisch (Cellulase) hydrolysiert. REM-Beobachtungen zeigen,
dass die begiinstigte enzymatische Hydrolyse hauptsichlich auf die Vergrosserumg
der Oberfliache des Holzes zuriickzufiihren ist. Das Lignin uiibt dabei eine storemde
Wirkung aus, weil es die Cellulosefibrillen bedeckt und dadurch den direkten Kon-
takt zwischen Enzym und Celtulose erschwert. Alpha-Cellulose, die einer Delignifi-
zierung und Alkalibehandlung ausgesetzt ist, lasst sich beinahe quantitativ in seine
monomeren Zucker umwandeln.

1. EINLEITUNG

Die Knappheit des Erdols in den lewzten Jahren und die Verteuerung seiner Produkte sowie der
Energie, die daraus gewonnen wird, zeigten, dass die Vorrite der Fossil-Rohstoffe begrenzt sind, Des-
halb wurde es notwendig, Wege zu finden, nach denen Alternativen zur Energiegewinnung sowie zut
Herstellung chemischer Produkte méglich sind. Neben anderen bietet sich das Holz mit seinen giinsti-
gen Eigenschaften dafiir an, zumal es sich in der Natur immer emeuert und auf der ganzen Erde verbrei-
tete Form cellulosisher Biomasse darstelit.

Immerhin miissen zuerst wirksame Verfahren zur Umwandiung dieser Biomasse emtwickell
werden, bevor ihr Potential aus dem vollen geschépft wird. Eine solcher Methoden ist die enzymatisc-
he Hydrolyse, durch die Cellulose zu Glucose ohne Abbau des Produktes umgewandelt wird. Glucose
bildet ihrerseits die Grundsubstanz fiir die Herstellung verschiedener Chemikalien und Polymere (Fen-
gel, Wegener, 1984),

Die Cellulose ist mit ihrer komplexen Struktur ein unléslicher wichtiger Bestandteil des Holzes
und die Zuginglichkeit dieser Verbindung dem enzymatischen Angriff wird zum grossen Teil durch
strukturelle Eigenschaften bestimmt. Viele strukturellen Besonderheiten der Cellulose, die die enz-

1) Diese Arbeit wurde im Institut fir Holzforschung (Manchen) durchgefihrt. Der Autor bedank! sich beim Prof. Dr. D.
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ymatische Hydrolyse becinflussen, wurden von vielen Autoren bis ins Delail wiedergegeben (Cowling
et al. 1975; Fan et al. 1981). Die Kristallinitit der Cellulose mit der Grosse der Oberflache der Cellulo-
sefaser wurde als zwei wichtige Merkmale ins Auge gefasst.

Die langsame enzymatische Hydrolyse kann viel schneller in Gang gesetzt werden, wenn die
cellulosische Substanz auf geignete Weise vorbehandelt wird. Eine grosse Anzahl von physikalischen
und chemischen Vorbehandlungen wurde gepriift und fiir die enzymatische Hydrolyse der Cellulose
vorgeschlagen (Dietrichs, Tshirnt, 1972; Milleut et al, 1975; Chang et al. 1981 Knappert et al. 1981;
Grous et al. 1986; Converse, Grethlein, 1987). Grethlein 1984 diskutierte fast alle bedeutsame Vorbe-
handlungsverfahren, indem er zur Aufklarung ihrer Wirksamkeit die Verteilung der Grosse geeigneter
Poren als Basis nahm.

Die Vorbehandlung mit verdunnter Saure (H, SO,) in cinem kontinuierlichen Stomungsreak-

tor erwies sich fir verschiedene Laubhélzer wie Eiche, Pappel, Misch-Laubhdlzer sehr erfolgreich.
wihrend mit Nadelholzern weniger befriedigende Resultate erzielt wurden (Knappert et al. 1981;
Ucar, 1982; Allen et al. 1983; Grethlein et al. 1984). Andererseits miissen die Bedingungen einer solc-
hen Vorbehandlung ziemlich genau gehalten werden, um héhere Glucose-Ausbeuten bei der nachfol-
genden enzymatischen Hydrolyse zu gc:,wiihrleislen. Selbst kleine Abweichungen von optimalen Para-
metern liefern entweder keine brauchbaren Substanzen oder die Cellulose wird vorhydrolisiert. (Ugar.
19382).

In dieser Arbeit wurden gemischte Laubholzproben ohne Vorbehandlung und nach Behand-
lungen mit verdiinnter Schwefelsaure in einem kontinuierlichen Swomungsreaktor bei 180, 200 unc
220°C fuir 7.8 Sekunden untersucht. Diese Substanzen verhielten sich der enzymatischen Hydrolyse
gegeniiber ganz unterschiedlich. Zum ersten Mal wurde die Rasterelektronenmikroskopie angewen-
det, um die von der Behandlung verursachten Anderungen in der Struktur des Holzes zu beobachten.

Die Riickstande nach der enzymatischen Hydrolyse erfuhren dieselbe Art von REM-Beobach-
tungen zur Erméglichung besseren Verstandnisses tiber die Entwicklung der enzymatischen Wirkung
inmitten des Holzes. Andererseits wurden die erforderlichen chemischen Analysen und DP-Bestim-
mungen auch durchgefiihrt, um das am besten geeignete Material fiir enzymatische Hydrolyse zu cha-
rakterisicren.

2. MATERIAL UND METHODEN

Das gemischte Holzmehl (90 % Ahorn, 10 % Birke mit Teilchengrosse bis 0.25 mm) wurde als
cellulosische Substanz fiir die Untersuchungen verwendet. Die Sdurevorbehandlungen wurden bei
180°,200°, 220° C mit 1 %'iger H, SO, jeweils fir 7.8 Sekunden in einem kontinuierlichen Reakior

durchgefiihrt und das vorbehandelte Holz wurde im nassen Zustand mit etwas Siure aufbewahrt!). Ein
Teil des unbehandelten, lufutrockenen Holzes wurde bei 850°C'in einem Muffelofen verascht, und ein
zweiler Teil wurde mit Ethanol-Cyclohexan im Soxhletapparat extrahiert, um den Gehalt der anorga-
nischen Komponente bzw. Extraktstoffe zu ermitteln. Fiir die Bestimmung des Polysacchariden-Ante-
ils im Holz von der gesamten Hydrolyse-Methode mit Trifuoressigsaure (TFE) Gebrauch gemacht
(Fengel, Wegener, 1979). Die einzelnen Zuckerbausteine wurden anschliessend mit Hilfe eines Zucke-
ranalysators (Biotronic LC 2000) analysiert, bzw. mit Integrator berechnet.

Mit Sdure vorbehandelte Proben wurden andererseits mit destilliertem Wasser griindlich aus-
gewaschen, um dic Schwefelsaure vollstandig zu entfernen. Mit Aufmerksamkeit wurde dafiir gesorgt.

1) Fir die Sendung der in Reaktor vorbehandelten Prober bin ich Professor H. Grethlein (Dartmo-
uth College, New Hampshire U.S.A.) zum besten Dank verpflichtet, G. Ugar.
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dass die Proben nie trocken werden. Der Uberschuss des Wassers wurde abgesaugt und der Rickstand
wurde gefriergetrocknet. Die Riickstinde nach 2 bzw. 24 Stunden enzymatischer Hydrolyse wurden
ebenfalls auf dieselbe Weise getrocknet. Beim Trocknen der Proben wurde mit grosser Vorsicht gear-
beitet um das mégliche Zusammenschrumpfen zu vermeiden.

Elektronenmikroskopischen Untersuchungen des gefriergetrockneten Materials wurde mit
der Absicht durchgefiihrt, die modgliche Anderungen der ganzen Struktur besonders der Oberflache zu
beobachten. Ausserdem die sogenannte EDXA-Methode wurde auch angeschlossen, um festzustellen,
ob es zu einer Anhiufung mancher anorganisher Metalsalze gekommen ist, die sich aus der Legierung
im Reaktor abtrennen und den enzymatichen Abbau hemmen kénnen.

Der Ligningehalt wurde als unhydrolysierter Riickstand nach Runkel und Wilke (1951) bes-
timmt. Fiir die Bestimmung durchschnittlichen Polymerisationsgrades (DP) miissten zuerst das Lignin
und die Polyosen aus der Cellulose entfernt werden. Die Substanzen wurden deshalb mit angesiuerter
Natriumohloritlésung (Gehalt an Aktivehlor 1.9 g/ g Probe, bei 70°C) delignifiziert. Weil sich der
grosste Teil der Polyosen wihrend der Vorbehandlungen im Reaktor auflsten und abtrennten, konnte
auf weitere Extrahierung mit Alkali verzichtet werden. Die Ausnahme bildete hier nur das unbehandel-
te Holz, bei dem eine Behandlung mit 17.5 %'igem NaOH notwendig war, um die Alpha-Cellulose her-
zustellen. Die isolierten Cellulosen wurden dann in Cadoxen-Losung aufgelést und die viskosimet-
rischen Messungen erfolgten in einem automatischen Kapillarviskosimeter bei 20°C. Die DP-Werte
wurden nach Marx-Figini und Schulz (1962) errechnet.

Lufutrockene, gemischte Laubholz-Proben und Alpha-Cellulose einerseits, vorbehandelte,
nasse, ncutrale Substanzen andererseits wurden verwendet, um 2 %'ige Suspensionen in 0.05 M Citrat-
puffer (pH=4.8) herzustellen. Die genau gewogene Menge der Cellulase aus Penicillium funiculosum
(Sigma Chemical Co. Aktivitdt 15 U mg-?) wurde hinzugefiift und die enzymatische Hydrolyse wurde-
in einem Schaukelbad bei 45°C durchgefiihrt.

Nach jeder gewiinschter Reaktionszeit wurde die enzymatische Hydrolyse durch Ansiduern
mit 2ml 25 %'iger Schwefelsdure unterbrochen. Die Zuckerbausteine in Hydrolysaten wurden wiede-
rum anhand des Zuckeranalysators determiniert. Die Riickstinde wurden durchaus mit destilliertem
Wasser gewaschen und fiir die weitere, u.a. elektronenmikroskopische Versuche aufgehoben.

3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
In der Tabelle 1 wurden die Ergebnisse der Analyse von verschiedenen Substanzen zusam-
mengefasst.

vorbehandelt!)

Verbindung unbehandelt 180°C 200°C 220°C
(%) (%) (%) (%)
Rhamnose 0.6 0.5 0.2 0.1
Mannose 3.0 2.1 1.0 0.9
Arabinose 0.7 — — —
Galactose 1.1 0.5 03 0.2
Xylose 23.4 12.3 2.8 1.1
Glucose 42.5 59.5 67.2 63.2
Lignin 20.3 25.6 29.1 34.5
L Summe 91.62 100.5 100.6 100.0

1) S. Material und Methoden
2) Wegen Uronsiuren, Acetylgruppen und Asche zeigt die Summe einen Fehlbetrag von 100 %.
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Beim ersten Blick ist eine Anreicherung an Glucose in den vorbehandelten Substanzen zu er-
kennen, was auf die stirker werdende Hydrolyse der Polyosen zuriickzufiihren ist. Trotz der strengen
Bedingungen bei 220°C bleiben immer noch kleine Anteile an Xylose und Mannose im Holz zuriick.
Fiir das Verhalten der Cellulose und des Lignins konnte eine einfache Umrechnung zur Andeutung he-
rangezogen werden, denn keine niheren Angaben waren vorhanden, die zeigen, zu welchem Umfang
dic Cellulose und das Lignin wihrend Vorbehandlungen in Losung gegangen sind. Wenn man aus dem
Verhiltnis zwischen Glucose und Lignin im unbehandelten Holz (2.09) ausgeht und dieses den selben
Verhiltnissen gegeniiberstellt, die fiir verschiedene, vorbehandelte Substanzen kalkuliert sind, so wer-
den die gleichen Werte zeigen, dass entweder mit keinen Verlusten oder mit Verlusten in dhnlicher Ho-
he zu rechnen sind. Fiir die Proben von 180°C und 200°C -Vorbehandlungen wurden die Werte von
2.32 und 2.31 gefunden, dic nur etwas hoher liegen als 2.09. Dies wiirde bedeuten, dass fiir die beiden
Fille am wenigstens hohere Ligninverluste entstehen zum Vergleich mit Cellulose.

Aus den fritheren Versuchen ist auch bekannt, dass sich ein kleiner Teil der Cellulose unter den
vergleichbaren Umstianden sofort hydrolysieren lasst (Grethlein et al 1980, Saeman, 1945 Fagan et al.
1971). Andererseits liefert die Vorbehandlung bei 220°C ein Glucose: Lignin-Verhilinis von 1.83 und
zeigl damit einen Abbau der Cellulose bei diesen extremen Bedingungen.

W ihrend die Vorbehandelien Proben mit destilliertem Wasser neutral ausgewaschen wurden,
wurde ein Teil der Filirate getrennt und die Absorption im UV -Spektralphotometer gemessen. Alle
Filirate gaben typische Lignin-Spekiren mit zwei Maxima bet 204 nm und 280 nm und einer Schulter
bei 230 nm (Abb. 1). Jedes Filtrat wurde soweit verdiinnt, dass bei 280 nm fast denselben Extinktion-
Wert haben.

190 239 270 M0 180 aa 350

(Abb. 1: UV-Spekiren der Filtrate aus vorbehandelten Proben)
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In Abb. 1 wurden drei UV-Absorptionspektren iibereinandergezeichnet, die bei 204 nm un-
terschiedliche Extinktion zeigen. Der Bereich der Kurven bei 204 nm offenbart wahrscheinlich die
struktureller Anderungen des Ligninmolekiils, das 16slich wird und auch die Intensitit der Vorbehand-
lungen.

Bevor die Substanzen enzymatisch hydrolysiert werden, wurden sie im Rasterelektronenmik-
roskop untersucht. Es gibt mehrere Arbeiten, die auf gute Korrelation zwischen
Oberflicheneigenschaften cellulosischen Materials und Diffusionsvermdgen der Enzyme hinweisen
(Fan et al., 1980; Gharpuray et al. 1983). Grethlein (1985) betont, dass unabhingig von der Substanz
die Anfangsgeschwindigkeit der Hydrolyse mit Cellulase aus Trichoderma reesei zu der Grosse der
Poren in der cellulosischen Biomasse, in die Enzymmolekiile passen, in einer linearen Wechselbezie-
hung steht. Die entsprechende Grésse der Poren miisste zumindestens zwischen 5 und 10 nm liegen,
weil die Enzyme vom Typ der Cellulase diesen melekularen Durchmesser aufweisen. Der Zweck der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen war deshalb zuerst die Oberflichenmerkmale der Subs-
tanzen festzustellen und dann miteinander beziiglich ihrer enzymatischen Anfilligkeit zu vergleichen.

Das unbehandelte, gemahlene Laubholzgemisch besteht vorwiegend aus Zellbiindeln von un-
terschiedlichen Gréssen (bis zu 0.2 mm dick und bis etwa 1 mm lang), mit einzelnen Zellen und Zell-
bruchstiicken, dic unter den Biindeln verteilt sind (Abb. 2).

" &

(Abb. 2: Unbehandeltes Laubholzmehl (Mischung von Ahorn und Birke), REM-Aufnahme)

Diese Biindel sind ziemlich aufgerauht und rissig, was sicher mit Mahlwirkung und Sieben zu
tun hat und die rauhe Erscheinung macht sich besonders an den longitudinalen Enden bemerkbar. Die
Séurevorbehandlung bewirkt, dass die Zellbiindel erst in Stiicke und dann in Zellfragmente brechen,
wobei die Strenge der Bedingungen massgebend ist. Ziemlich einheitliche Faserbunde haften dabei
recht gut aneinander, so dass sie in der Vorbehandlung bei 180°C bis zu ihren ungefihr halbierten Di-
mensionen durchhalten (Abb. 3). Noch strengere Vorbehandlung bei 200°C kann jedoch zu einem fast
ganzen Zusammenbruch der meisten Bunde fiihren (Abb. 4). Mitder Erh6hung der Temperatur kon-
nen nicht nur alle Zellbiindel bersten, sondern vergrossert sich auch die Menge der Zellfragmente und -
winde beachtlich (Abb. 5). Je mehr Zellbiindel brechen bzw. sich zerspalien und dadurch mehr einzel-
ne Zellfragmente entstehen, desto grosser wird ihre Oberflache. Folglich miisste eine Steigerung der
Hydrolysierbarkeit mit Enzym in unmittelbarer Beziehung zu der Strenge der Vorbehandlung erwar-
tet werden. In Zusammenhang mit Verlusten an Cellulose neigten sich die Oberflachen der Zellbruch-
stiicke rauher zu werden (Abb. 6).
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Ein spektroskopisches Verfahren mit Rontgenstrahlen (EDXA) wurde auf die Substanzen an-
gewendet, um die Verteilung mancher anorganischer Verbindungen, besonders Metalsalze zu priifen.
Die Salze von Quecksilber, Silber, Kupfer, Chrom und Zink hemmen allgemein die enzymatischen
Abbaureaktionen (Gascoigne, Gascoigne, 1960). Grethlein et al. (1980) berichteten, dass manche Me-
talle in der Legierung des Reaktors sich unter den Bedingungen der Vorbehandlung auflgsen und
hauptsichlich in Form ihrer Sulfatsalze in der Losung vorkommen. Im Holz wurden keine Metalver-
bindungen ermittelt, deren Anteil wesentlich zu sein scheint. Nach EDXA-Analysen kan das Zinn in
einigen Mengen aufgefunden werden, das moglicherweise aus der Reaktorlegierung stammt. Der Ge-
halt am Zinn und noch mehreren Elementen nimmt mit der Erhthung der Temperatur ab und sie sind
nach 220°C-Vorbehandlung spurenweise zu finden. Das hohere Zinn der Vorbehandlung bei 180°C
ldsst sich die Salzbildung mit den Carboxylgruppen restlichen 4-0 Methylglucuronoxylans vermuten.

Die Tabellen 2 und 3 umfassen die analytischen Angaben, die wihrend enzymatischer
Hydrolysen ermittelt wurden. Ausserdem wurde die Wechselbeziehung zwischen Ausbeute an Gluco-
sc und Dauer der Hydrolyse graphisch dargestellt, um ein besseres Verstindnis und leichteren Vergle-
ich zu erméglichen (Abb. 7).

(Tabelle 2: Dic Zusammensetzung der einzelnen Zucker in den Enzymhydrolysaten der unbehandelten und mit 1 %'gem H2 SO4
vorbehandelten Substanzen)

Dauer der
Substanz Hydrolyse  Rhamnose = Mannose Xylose Glucose Cellobiose
(h) (%) (%) (%) (%) %)
unbehandelt
unextrahiert 24 Spuren 03 1.2 34 —
unbehandelt
extrahiert 24 0.1 03 1.2 4.1 —
180°C 2 — — 1.1 11.8 03
24 — 03 29 242 —
200°C 2 — — 1.0 34.7 1.5
24 — 0.2 1.4 49.6 —
220°C 2 — —_ 0.2 352 0.8
24 — — 0.5 48.1 —

(Tabelle 3: Die Ausbeute an Glucose wahrend enzymatischer Hydrolysen (Bez. auf die gesamte Glucose in Substanz) )

Dauer der unbehandelt vorbehandelt
Hydrolyse unextrahiert  extrahiert 180°C 200°C 220°C
(h) (%) (%) (%) (%) (%)
2 * * 19.8 51.6 55.7
24 8.0 9.6 40.7 73.8 76.1 J

“ nicht bestimmt
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(Abb. 7: Der zeitliche Verlauf der Glucoseausbeute bei den enzymatischen Hydrolysen)

Die Cellulase aus Penicillium funiculosum ist nicht sehr Substrat-spezifisch und zeigt daher
manche Aktivitit fiir Xylane und Mannane. Weil die vorbehandelte Holzproben nur gringe Mengen an
Polyosen enthielten, wurde dieser Beschaffenheit keine praktische Bedeutung beigemessen.

Wie die anderen Cellulasen, die z. B. von Trichoderma sp. oder dhnlichen Mikroorganismen
abgesondert werden, hat die Cellulase aus Penicillium funiculosum wenig Wirkung auf die Cellulose
im originalen Holz. Die Entfernung der Extrakistoffe aus dem Holz bringt nur eine schwache Verbes-
serung mit sich.

Weil die Konzentration der Schwefelsiure (1 %) und die Reaktionszeit (7.8 Sek.) wihrend der
Vorbehandlungen konstant gehalten wurden, beeinflusste nur die erhdhung der Temperatur die Um-
wandlungsgeschwindigkeit in Glucose beim enzymatischen Angriff. Die Yorbehandlung bei 180°C
reicht sicher nicht aus, denn mehr als die Hilfte der Cellulose bleibt noch im Riickstand unhydrolysiert
zuriick. Andererseits wurde die hchste Zugénglichkeit mit einer Vorbehandlung bei 220°C erreicht.
Aber die Cellulose erleidet Verluste bei dieser Behandlung.

Die Hydrolysate, die aus Siure-Vorbehandlungen und anschliessenden enzymatischen
Hydrolysen erhalten wurden, zeigen ziemlich einheitliche Zusammensetzungen, wenn die Pentosen
und Glucose in Betracht gezogen werden. Die Substanz von der Vorbehandlung bei 200°C zeigt beina-
he gleichhohe Empfinglichkeit wie die bei 220°C vorbehandelte, wahrend die erstere auf Cellulose
schonend wirkt.

Es ist also auffallend, dass besonders die Substanzen mit der besseren Zuginglichkeit fiir Enz-
yme durch kleine Mengen der Cellobise gekenntzeichnet sind. Nach der Ermittlung des Glucosegehal-
tes in Riickstinden wurden die Summenbilanzen fiir Glucose auigestellt (Tabelle 4). Die Erklirung der
Fehlbetrige konnte man darin suchen, dass parallel zum zunehmenden Ligningehalt der Riickstdnde
die Cellulose mit TFE nicht mehr quantitatv zu hydrolysieren ist. Je hthere Anteile an Cellulose von
Enzym verbraucht wird und dadurch in Form von Glucose in Losung geht, desto kleiner wird die zu-
riickgebliebene Cellulose im Riickstand und folglich vermindert sich der Fehler der quantitativen Bes-
timmung. Wenrrdiese Aspekte im Auge behalten werden, konnen die analytischen Angaben als zufrie-
denstellend angesehen werden.
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Tabelle 4: Glucose-Summenblanzen nach den enzymatischen Hydrolysen unterschiedlich vorbehandelter Subs- T L . ‘ .
tanzen . : e
Glucose 180°C 200°C 220°C
in 2h 24 h 2h 24 h 2h 24h
Filtrat ’ 19.8 40.7 51.6 73.8 55.7 76.1
Rickstand 81.8 62.5 48.1 22.0 29.9 194
Summe 101.6 103.2 99.7 95.8 84.6 93.5
|

Die Laubholzproben, dic keine Vorbehandlung ausgesetzt waren und bei der enzymatischen
Hydrolyse nur etwa 1/10 ihrer Cellulose verloren, lassen sich keine merklichen Strukturdnderungen
crkennen. Nach der zwei stiindigen Hydrolyse des bei 180°C vorbehandelten Holzes kann die Bevor-
zugte Zuginglichkeit der dinnwandigen Paranchymzellen (Stirahlparanchym) beobachtet werden,
wihrend die Holzfaser mit ihren mittleren bis dicken Zellwinden recht unversehrt erscheinen
(Abb.8).

(Abb. 9: Der Rickstand nach 24 stindiger enzymatischer Hydrolyse bei 180°C vorbehandelten Laubholzes, REM-
Aufnahme)

Aufnahme)

Das ganze Ausmass der Celluloselssung aus dem Holz hat zur Folge, dass die einzelnen
Schichten der Paranchymzellen anfangen sich zu rennen (Abb. 9). Die Zellwandbruchstiicke der fg

Gefisse (Ahorn) mit ihren Verdickungen kénnen leicht identifiziert werden (Abb. 10). (Abb. 10: Der Riick:
nahme)

% .3"
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Dice Faser spalten sich weiter in ihrer Lingsachse auf und an ihren Zellwinden sind die Vertic-
fungen und kleine Licher sichtbar (Abb. 11). Dic Verdickungen der Gefisse enthalten méglicherweise
viel Lignin und kénnen deshalb der Hydrolyse recht gut widerstehen. Sie sind teilweise zerrissen und
haben Fransenihnliche Enden (Abb. 10).

*i ) ~ ¥ Wik
(Abb. 12: Der Ruckstand nach 24 stindiger enzym Hyaroiyse bei 220°C vorbehandelten Laubhoizes, REM-
Autnahme)

matischer Hydrolyse bei 180°C vorbehand. Laubholzes, REM-Aut-

(Abb. 11: Der Ruckstand nach 24 stiindiger enzy!
nahme)

Die Vorbehandiungen bei 200°C und 220°C liefern die Substanzen, die sich viel leichter enz-
ymatisch hydolysicren lassen. Nach 2 und 24 stiindigen Hydrolysen wurden 1/2 bzw. 3/4 der Cellulose
aus dem Holz entfernt. Ubriggeblicbene Zellwiinde der Paranchyme zeigen mehr oder weniger aufge-
lisste Schichten. Da sich der hochste Gehalt an Cellulose in der Sekonderwand findet, kénnen nach der
Hydrolyse Ring-ihnliche Hohlriume im Querschnitt beobachtet werden (Abb. 12).

Die Tertidgrwinde der Zelle sind wahrscheinlich mehr widerstandsfihig gegen den enzyma-
tischen Angriff, da dic Lumenseiten der offenen Zellfragmente wenig strukturelle Anderungen zeigen
(Abb. 13). Die Tiipfelfelder und beasfie Tiipfel in den Holzproben, die wirkungsvoll vorbehandelt wa-
ren und danach- enzymatisch hydrolysiert wurden, befinden sich noch im rtecht guten Zustand
(Abb.14).

Die Spiralverdickungen der Gefisse kénnen am besten gegen Enzym Widerstand leisien,
wiihrend sich die wahre Zellwand zu einem gewissen Grad auflost (Abb. 15). Nach der 24 stiindigen
Hydrolyse sind auch die Bruchstiicke von abgebauten einzelnen Zellwinden sowie diinne, Membra-

nen dhnliche Teile zu sehen, die vermutlich Lignin-reiche Lamellen der Zellwinde darstellen (Abb. 13; Der Ruckstand nach 24 stiindiger enzymatischer Hyd
(Abb.16). Aufnahme)
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handenen Laubhoizes, REM-
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rolyse bei 220°C vor
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- n 5 A . «“ (Abb. 16 Der Rickstand nach 24 stindiger enzym. Hydrolyse bei 200°C vorbehandelten Laubholzes, REM-
(Abb. 14: Der Riickstand nach 24 stindiger enzym. Hydrolyse bei 200°C vorbehandelten Laubholzes, REM- Aufnahme)
Aufnahme)

&y

Aus den elektronenmikroskopischen Untersuchungen kann geschlossen werden, dass ein ef-
fektvoller Aufschluss der cellulosischen Substanz notwendig ist, um méglichst grosse Oberflichen zu
schaffen, wo die Cellulose mit dem Enzym in Beriihrung kommt, ohne vom Lignin gehindert zu wer-
den. In einer fritheren Arbeit wurde es gezeigt, dass sich die Grosse der Poren, in die die Diffusion der
Enzymmolekiile méglich ist, wihrend der enzymatischen Hydrolyse beachtlich vermehrt, jedoch die
Geschwindigkeit der Hydrolyse abnimmt (Ugar, 1982). Es wird angenommen, dass die Entfernung der
Cellulose aus dem Holz fiir die neuen Hohlrdume, Poren, Risse in den Zellwinden verantwortlich ist. In
diesem Punkt miisste man also nach den anderen Faktoren suchen, die méglicherweise auf die enzyma-
tische Wirksamkeit cinen negativen Einfluss ausiiben.

Der durchschnittliche Polymerisationsgrad (DP/ wurde hier in Betracht gezogen (Tabelle 5).

Die abnehmenden DP-Werte spicgeln die Auswirkung der Vorbehandlungen auf die Substanzen wie-
der.

Tabelle 5: DP-Werte aus unbehandelter und vorbehandelter Holzproben

Proben DP
Unbehandelt, delignifiziert,
und mit Alkali extrahiert 1840
- . 180°C, delignifizient 800
(Abb. V5 e B gl tocn s aindiger enzyim Hydrolyse bet 220°C vorbehandelten Laubholzes, REM- 200°C, de]ignifizien 400

Ft T

220°C, delignifiziert 190
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Die aus dem Holz isolierten Alpha-Cellulose liefert den Bezugswert von 1840. Ausgehend von
der Tatsache, dass der grosste enzymatische Erfolg nach der Behandlung bei 220°C erreicht wurde,
konnte sogar gefolgert werden, dass eine Wechselbeziehung zwischen der DP-Abnahme und
Empfinglichkeit des Enzyms existiert. Alle drei vorbehandelte Substanzen enthielien erhebliche
Mengen des Lignins, das die Zuginglichkeit der Cellulose bis zu einem gewissen Umfang
beeintrichtigen konnte. Elektrononmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass selbst in fiir die Hydroly-
se am meisten verwertbare Substanz recht intakte Zellfragmente vorhanden sind, die reich am Lignin
zu sein erscheinen. Um die Rolle des Lignins auszuschliessen, wurden 2 %'ige Suspensionen mit Alp-
ha-Cellulose hergestellt, die aus der Holocellulose durch Alkaliexiraktion mit Ausbeute von 39.8 %
(bezogen auf Holz) isoliert war. Die analytischen Werte der enzymatischen Hydrolyse sind der Tabelle
6 7u entnchmen.

Tabelle 6: Zusammensetzung der einzelnen Zucker im Hydrolysat der Alpha-Cellulose

bezogen auf bezogen auf
Zucker Alpha-Cellulose unextrahiertes Holz
| (%) (%)
Mannose ' 04 02
Xylose 2.1 0.8
Glucose 100.6 40.0

Besonders in der zweiten Halfte der Hydrolyse 16ste sich die Substanz vollstandig auf und die
Ausbeutcan einzelnen Zuckern betrigt 103.1 % Die Alpha-Cellulose hatte sicher kleine Mengen von
Ligninreste, die nach beinahe totaler Hydrolyse nicht mehr fihig waren, den enzymatischen Angriff zu
hindern. Nach der vollkommener Zerstrung der Struktur wurde die sogenannte Abschirmungswir-
kung des Lignins behoben und der direkte physikalische Kontakt zwischen Enzymmolekiilen und der
Cellulose gesichert. Mehrere Forscher befassten sich auch mit der enzymatischen Hydrolyse solcher
cellulosischer Substanz, die mit ihrem wenigen Ligningzhalt der Alpha-Cellulose dhneln. In meisten
Fillen waren strenge Vorbehandlungen (Wie spezielle Mahlmethoden, Pyrolyse, Alkalibehandlun-
gen) erforderlich, hohe Glucoseausbeuten aus nachfolgender enzymatischer Hydrolyse zu erlangen
(Fanetal. 1981; Ryu ct al. 1982; Saddler et al. 1982; Neilson el al. 1983). Diec Umwandlung der Cellulo-
s¢ [in Cellulose II wurde mit Alkalibehandlung vollbracht und dadurch wurde der enzymatische Ab-
bau der Cellulose in zweier Hinsicht verbessert; die hohe Ausbeute an Glucose und die erhohte Gesc-
hwindigkeit der Hydrolyse (Dietrichs, Tschmt, 1972; Norwald et al. 1977; Ugar, 1982; Grethlein,
1984). Eine totale Umwandlung der Cellulose in Glucose blieb jedoch aus. Die Ursache der Verbesse-
rung wurde darin gesehen, dass durch quellende Wirkung der Alkalilosung sich ganz enge Poren zu
weiten vermochten und dadurch die Anzahl der geeigneten Poren stark zunahm. Aus diesem Grund
wurden unter den meisten Umstanden die Substanzen feucht bis nass aufbewahrt, um ein mégliches
Zusammenschrumpfen zu vermeiden. In unserem Fall mit Alpha-Cellulose aus Laubholz war dagegen
die Probe in der Luft bis zu einem Wassergehalt von 7 % getrocknet. Auf diese Weise ist wahrschein-
lich der gequollene Zustand zuriickgegangen, wihrend nach der Trennung von Lignin und Polyosen
zusitzliche Oberflichen und Poren geschaffen wurden. Bet der fast quantitativen Hydrolyse der Cellu-
lose misste deshalb die Delignifizierung im Vordergrund stehen, wenn dieser Fall mit den enzymatisc-
hen Tétigkeiten Alkali-behandelter Substanzen verglichen werden will.

Andererseits weist die Alpha-Cellulose im Gegensatz zu ihrer ganzen Hydrolisierbarkeit mit
Enzym den hochsten DP-Wert auf. Folgerichtig konnte eine Beziehung zwischen DP und der Hydroly-

ENZYMATISCHE HYDROLYSE 81

segeschwindigkeit dann in Frage kommen, wenn das Material beide Komponente, d. h. Lignin und
Cellulose enthilt.

4, SCHLUSSFOLGERUNGEN

Elektronenmikroskopische Beobachtungen der vorbehandelten Substanzen zeigen, dass die
Verbesserung der enzymatischen Hydrolyse hauptsichlich auf die Zunahme der Oberfliche des cellu-
losischen Materials zuriickgefiihrt werden kann.

Unter drei Fillen, die hier untersucht wurden, kann die Sdurevorbehandlung bei 220°C mit
grosstem Erfolg ihren Zweck erfiillen. Verschiedene einzelne Mahlmethoden wurden fiir die cellulo-
sische Biomasse als wirkungsvolle Vorbehandlung vorgeschlagen, weil mit immer kleiner werdenden
Teilchen eine enorme Vergrosserung der oberfliache erréicht wird.

Die Anderungen in Porengrosse bzw. der Verteilung der Poren nach den Vorbehandlungen
konnte leider nicht sichtbar gemacht und verfolgt werden, weil die geeignete Porengrosse mit 5-10 nm
in der Auflosungsgrenze des REM liegt.

Das Lignin hat einc hemmende Wirkung auf das Enzym, weil die Cellulosefibrillen mit dem
Lignin iiberzogen werden. Dadurch wird der Kontakt zwischen Cellulose und Enzym erschwert. Nach
dem Delignifizierungsprozess ist eine Alkalibehandlung besonders wirksam und dic auf solche Weise
dargestellte Alpha-Cellulose kann mit dem Enzym fast quantitativ in monomere Zucker umgewandelt
werden.




ODUNUN ENZIMATIK HIDROLIZINDE
ASID ON ISLEMLERININ ETKISI

Dog. Dr. Giines UCAR

Kisa Ozet

Sirekli tekdiize akis reaktoriinde seyreltik sitlfat asidi ile on islem gérmis
vaprakl aga¢ odunu enzimatik yoldan hidrolize ediimistir.

Elektron mikroskobunda yapilan gbzlemlerden, 200°C-220°C'de gercekley-
tirilen 6n islemlerle odun striiktiiriiniin actlarak i¢ yuzey alaminin biyik ol¢iide
artug@i anlagiimaktadir. Bu durum enzimatik hidrolizin yiiksek bir verimle sonug-
lanmasini saglamaktadir.

Odun ve bitkisel biyokdtlenin énemli bir biliimiinii olugturan selulozu kimyasal agidan ¢esitli
sekillerde degerlendirmek miimktndiir. Dogal bir polimer olan bu madde anhidroglukoz birimlerin-
den olugmakita, glukoz ise ¢ok sayida kimyasal maddenin iiretiminde kullarulmaktadir. Selulozun, ya-
p1 taglan olan bu monomer seker birimlerine aynlmasina genel anlamda hidroliz veya sakkarifikasyon
denilmektedir. Bu iglem mineral asidlerin katalizi ile yapilabilecegi gibi, yenilerde dzerinde dnemle
durulan enzimatik yontemlere gore selulazlanin etkisi alunda da gergeklestirilebilmekte, burada tri-
niin dekompozisyonu sorunu ortadan kalkmaktadir.

Enzimlerin seluloza etkimesi yavas yiiriiyen bir proses oldugu i¢in, ya ¢ok daha aktif enzim
tirleri iiretilerek veya selulozik materyali bir n iglemden gegirerek enzimatik hidrolizi hizlandirma
yollar1 arasuinlmaktadir. On islem sekilleri fiziksel ve kimyasal karakterde olabilmektedir.

Akgaagag ve hug odunu kangimi siirekli tezdiize akig reaktoriinde % 1'ik stilfat asidi ile 180°C,
200°C, 220°C sicakhklarda 7.8 saniye siire ile 6n igleme sokulmus, enzimatik hidrolize hazirlanmak
istenmigtir. Analitik veriler zellikle 200° ve 220°C sicakliklarda odunda bulunan polyoslann hidroli-
ze oldugunu, 180°C ve 200°C 6n iglemlerinin seliiloz agisindan koruyucu sayilabilecegini, 220°C'de
ise seliifozun birkisminin da hidrolize oldugunu géstermektedir. On islem gérmiis 6eklerin taramah
elektron mikroskobu ile incelenmesinden, 1if demetleri ya da baska hiicre topluluklannn 180°C'de az.
olmakla birlikte, sicakhigin yiikselmesiyle giderek artan bir sekilde uzunluguna yanldi, enine béliin-
dug, kisaca hticre ¢eperlerine kadar varan pargalanmalarla ¢ok sayida hiicre fragmentlerine déniistii-
#li gozlenmekiedir (Abb. 2-6). On islem sirasinda ligninin birkismi ¢Oziiniir hale ge¢gmekie, burada
vitksek sicaklik lignin UV-spektrumnlannda degisklige neden olmaktadir.
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Herhangi bir iglem gérmemis odunun enzimatik hidrolizi % 8 gibi ¢ok diisiik bir verimle so-
nuglarurken, 220°C'de yapilan 6n iglem sonras: aym kosullar altnda selilozun 3/4'tinden fazlasi hidro-
lize olmaktadir. 200°C 6n iglemi ile de bu basanya yakin bir enzimatik etkinlik saglanabilmistir. Glu-
koz verimleri Tablo 1'de verilmektedir.

Tablo 1: lglem gdrmemig ve farkli kogullarda 6n islem gérmis odunun enzimatik hidrolizinde glukoz verimleri.

mdroliz Ekstrakt On Iglem Gérmiig
siiresi Edilmig Edilmemis 180°C 200°C 220°C
(saat) (%) (%) (%) (%) (%)
2 * * 19.8 51.6 55.7
24 9.6 8.0 40.7 73.8 76.1

* belirenmedi.

2 ve 4 saatlik enzimatik hidrolizler sonras hiicrelerin durumu yine elektron mikroskobu ile in-
celenmig, tercihen hangi hiicrelerin veya hiicre ¢epert kisimlarinin hidrolize oldugu arastinlmigur.
180°C'de 6n islemden gegirilmig 6rneklerden elde edilen hidroliz kahntuilannda ince geperli pa-
ranchym hiicrelerinin enzymatik etkiye hassas oldugu goriilmektedir. Burada kalin ¢eperli denebile-
cek lif hiicreleri pek zarara ugramamakla birlikie hidrolizin ilerlemesiyle hiicre ¢eperlerinde daha ¢ok
uzunluguna ¢atlaklar, oyuklar ve ¢ok kiigiik delikler goze ¢arpmaktadir (Abb. 8, 11). 200°C ve
220°C'de 6n islemden gegmis ve basarih sekilde hidrolize edilmis kalintilarda enzimauk etkiye 6zel-
likle lignince zengin hiicre tabakalarmin dayamklh oldugu dikkau ¢ekmektedir. Tersiyer tabaka, basit
ve kenarl gegitlerin bulundugu bélgeler ve trahelerdeki spiral kalinlagmalarhidrolizden az etkilen-
mektedir (Abb. 13, 14, 15).

Elekiron mikroskobu ile yapilan gozlemler enzimatik hidrolizin iyi bir verimle sonuglanmasi
i¢in 6n iglemler sirasinda odunun tane biiyiikligii ok kiiciik pargaciklara ayrilmas: ve boylece i¢ ytize-
yinin biiyiik élclide artunlmas: gerektigini gostermekiedir. Ote yandan yine 6n islemler sirasinda seld-
lozun polimerizasyon derecesinde biiyiik diigmeler oldugu dikkati cekmektedir. Odundan elde edilen
alfa seliilozda 1840 olan DP degeri, 180, 200, 220°C -6n islemler sonras: sira ile, 800, 400, 190'a diis-
miigtiir. Boylece seliilozun bu tiir degradasyonunun enzimatik hidroliz iizerine olumlu etki yapabilece-
i akla gelmekiedir. Bir bagka agidan ligninin seliiloz fibrillerini drterek enzimle olan fiziksel temasi
engelleme roliinii ortadan kaldirmak ve yiiksek DP-degerinin enzimatik hidrolizi ne $l¢iide etkiledigi-
ni goérmek amaci ile alfa seliiloz aym kogullarda enzimin etkisine birakilmistir. Alfa seliilozun nere-
deyse kantitaif denebilecek 6lgtide ¢ok yiiksek bir verimle glukoza déniigmiis olmasi odunda ligninin
bir tiir izolator etkisi géstererek enzimin seliiloza ulagmasini engelledigini ve bu fakoriin hi¢ de kii-
¢imsenmemesi gerektigini gostermektedir.




84 GUNES UCAR

KAYNAKLAR

ALLEN D. C., GRETHLEIN H. E., CONVERSE A. O., 1983, Process Studies forEnzymatic
Hydrolysis Using High Solids Slurries of Acid Preireated Mixed Hardwood, Biolechnol. and Bioeng.
Symp. No: 13, Pp. 99-111.

CHANG M. M, CHAUT. Y., TSAO G. T, 1981, Structure, pretreatment and hydrolysis of cellulose,
Adv. Biochem. Eng. 20, Pp. 15-42.

CONVERSE A. O., GRETHLEIN H. E., 1987, On the Use of an Adsorption Model to Represent the
Effect of Steam Explosion Pretreatment on the Enzymatic Hydrolysis of Lignocellulosic Substances,
Lnzyme Microb. Technol., Vol 9, 79-82.

COWLING E. B.. 1975, Phvsical and Chemical Constraints in the {1ydrolysis of Cellulose and Ligno-
cellulosic Materials. Bivtechnol. Biveng. Symp. S, [63-182.

DIETRICHS H. H., TSCHRINT K. 1, 1972, Unitersuchungen iber den enzymatischen Abbau von Ho-
locellulosen in Vitro. Holz als Roh- und Werkstoff, 30, 66-74 .

FAGAN R. D, GRETHLEIN H. E., CONVERSE A. O., PGRTECUS A, 1971, Kinetics of Acid
Hydrolvsis of Cellulose found in Paper Refuse. Environmental Sci. Technol., S, Pp. 545-547.

FANL.T, LEE Y. H, BEARDMORE D. H., 1980, Mechanism of the Enzymatic Hydrolysis of Cellu-
lose. Effectsof Major Structural Features of Cellulose on Enzymatic Hydrolysis. Biotechnol. Bioeng.
22,Pp. 177-199.

FANL. T, LEEY. H, BEARDMORE D. H., 1981, The Influence of Major Structural Features of
Cellulose on Rate of Enzymatic Hydrolysis. Biotechnol. Bioeng. 23, Pp. 419424,

FENGEL D., WEGENER G., 1979, Hydrolysis of Polysaccharides with Trijluoroaceticacid and its
Application to Rapid Wood and Pulp Analysis Adv. Chem. Ser. No: 181, Pp. 142-158.

FENGEL D., WEGENER G., 1984, Wood-Chemisiry, Ulirastructure, Reactions. Walier de Gruyter,
Berlin, New York, Pp. 534-543.

GASCOIGNE J. A., GASCOIGNE M. M. 1960, Binlogical Degradation of Cellulose. Butterworth
London.

GHARPURAY M. M., LEE Y. H,, FAN L. T., 1983, Structural Modification of Lignocellulosics by
Pretreaiments to Enhance enzymatic ydrolysis. Biotechnol. Bioeng., 25, Pp. 157-172.

GRETHLEIN H. E., 1984, Pretreatment for Enhanced Hydrolysis of Cellulosic Biomass. Biotech.
Advs. Vol. 2, Pp. 43-62.

GRETHLEIN H. E. 1985, The Effect of Pore Siz e Distribution on the Rate of Enzymatic Hydrolysis of
Cellulosic Substrates. Bivtechnol. Feb. 155-160).

GRETHLEIN H. E., CONVERSE A. O., MCPARLAND J. J., SMITH P. C., 1980, acid Hydrolysis of
Cellulosic Biomass in a Continuous Plug Flow Reactor. Final Report for U.S. Dept. of Energy/SERI,
Thayer School of Eng., Dartmouth College.

GRETHLEIN H. E., ALLEN D. ., CONVERSE A. O., 1984, A Comparative Study of the Enzymatic
Hydrolysis of Acid-Freveaied White Pine and Mixed Hardwood, Biotechn. Biveng. 26, Pp. 1498-
{5053,

ENZYMATISCHE HYDROLYSE 85

GROUS W. E., CONVERSE A. O. GRETHLEIN H. E,, 1986, Effect of Steam Explosion Pretreat-
ment on Pore Size and Enzymatic Hydrolysis of Poplar. Enzyme Microb. Technol. 8, Pp. 274-280.

KNAPPERT D.R., GRETHLEIN H. E.,, CONVERSE A. O,, 1981, Partial Acid Hydrolysis of Poplar
Wood as a Pretreatment for Enzymatic Hydrolysis. Biotechnol. Bioeng. Symp. 11, 66-77.

MARX-FIGINI M., SCHULZ G. V., 1962, Die Viskosimetrische Molekulargewichtsbestimmung von
Cellulosen und Cellulosenitraten. Macromol. Chem. 54, 102-118.

MILLETT M. A, BAKER A. ], SATTER L. D., 1975, Physical and Chemical Pretreatments for En-
hancing Cellulose Saccharification. Biotechnol. Bioeng. Symp. 5, 193-319.

NEILSON M. J., SHAFIZADEH F., AZIZ S., SARKANEN K. V., 1983, Evaluation of Organosolv
Pulp as a Suitable Substrate for Rapid Enzymatic Hydrolysis. Biotechnol. Bioeng. 25, Pp. 609-612.

NORWALD N., WALLICK J., HARER J. M., 1977, Pretreatment of Cellulosic Wastes to Increase
Enzyme Reactivity, Biotechnol. Bioeng., 19, 326-336.

RYUD.D.Y, LEES. B, TASSINARIT., MACY C., 1982, Effect of compression Milling on Cellulo-
se Structures and on Enzymatic Hydrolysis Kinetics. Biotechnol. Bioeng. 24, Pp. 1047-1067 .

SADDLER J. N., BROWNELL H. H., CLERMENT L. P, LEVITIN N,, 1982, Enzymatic Hydrolysis
of Cellulose and Various Pretreated Wood Fractions. Biotechnol. Bioeng. 24, 1389-1402.




