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C5-Zucker vergarende Hefen zur Produktion von Lignocellulose-Ethanol
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Intensive Forschungs- und Entwicklungsarbeit haben in den letzten Jahren dazu gefiihrt,
dass ein industrieller Prozess zur Produktion von Kraftstoffethanol aus pflanzlicher
Biomasse greifbar nahe ist. Methoden zur Vorbehandlung des Pflanzenmaterials sind
vorhanden, Enzyme zur Verzuckerung der Cellulose konnen bereits deutlich preiswerter
produziert werden und man kann nun Hefen ziichten, die auch den in Pflanzenmaterial
enthaltenen C5-Zucker zu Ethanol vergaren. Nun miissen nur noch die verschiedenen
Teilprozesse zusammengefiihrt werden, um den Prozess effektiver und kostengiinstiger
und damit letztendlich kommerzialisierbar zu machen.
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Bioethanol als erneuerbarer Biokraftstoff

Eine der grofiten Herausforderungen des 21sten Jahrhunderts
wird es sein, den wachsenden weltweiten Hunger nach Energie
zu stillen. Fir den Transportsektor bieten sich hierbei insbe-
sondere erneuerbare, flissige Biokraftstoffe wie Bioethanol an.
Bioethanol ist ein Kraftstoff, der durch Vergirung von pflanz-
lichen Rohstoffen gewonnen werden kann. Sein grofler logis-
tischer Vorteil ist, dass alle vorhandenen Autos mit Otto-
motoren ,ethanol-fihig“ sind und einen Zusatz von bis zu
10% Ethanol zum Benzin ohne Anderung des Motors ver-
wenden konnen. Durch nur geringfiigige Umrtistung oder in
den so genannten Flexible Fuel Vehicles (FFVs) kénnen sogar
Mischungen bis zu 85% Ethanol/15% Benzin (= E85) ver-
wendet werden. Bioethanol kann ohne grofle Anpassungen
tiber die vorhandene Tankstelleninfrastruktur vertrieben wer-
den. Ethanol wurde bereits in grolem Mafistab in Brasilien,
den USA und einigen europiischen Lindern eingefithrt und es
wird erwartet, dass es in den nichsten 20 Jahren einer der
dominierenden erneuerbaren Biokraftstoffe im Transport-
sektor werden wird.

Klassischer Produktionsprozess von Bioethanol

Bioethanol ist Alkohol, der durch Fermentation aus Zuckern
mit Hilfe von Mikroorganismen gewonnen wird. Im Allge-
meinen wird dazu die Hefe mit dem wissenschaftlichen
Namen Saccharomyces cerevisiae eingesetzt. Die Zucker
stammen aus Pflanzen, die durch den Prozess der Photo-
synthese die Energie des Sonnenlichtes ausnutzen, um aus
Kohlendioxid (CO,) ihre organischen Bestandteile aufzubauen.
Die Zucker konnen in Form von Stirke (z.B. Getreidekorn,
Kartoffel) oder Saccharose (z.B. Zuckerriibe, Zuckerrohr) ge-
speichert werden oder sie werden in Strukturbestandteile (z.B.
Cellulose) umgewandelt, die der Pflanze ihre Form und Stabi-
litdt verleihen. Heutzutage wird Bioethanol vornehmlich aus
Saccharose (brasilianisches Zuckerrohr) oder aus Stirke (Mais,
Getreide) gewonnen. Dabei ist vor allen Dingen das brasilia-
nische Ethanol deshalb so preiswert, weil die Hefen die Sac-
charose direkt zu Ethanol vergiren konnen, wihrend die
Stirke zunichst in einem vorgeschalteten Prozess in Zucker
aufgespalten (,hydrolysiert“) werden muss. Das geschieht mit-
tels speziellen Enzymen. Nach Destillation und Trocknung
kann Ethanol dann als Autokraftstoff eingesetzt werden.

Ethanol aus lignocellulosischer Biomasse

Bioethanol aus Getreide kann nur eine Ubergangslésung dar-
stellen. Zum einen ergibt sich dabei eine Konkurrenz zum
Lebensmittelmarkt. Zum anderen stehen die nur begrenzten
Anbauflichen und die 6kologischen Probleme bei der not-
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Auszeichnung fur innovative
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Im Rahmen einer kleinen Feierstunde am 06.03.07 im Alten Schloss der Stadt
Giefen, konnte Prof. Dr.-Ing. Fritz Richarts von der FH Gieflen-Friedberg ein
Preisgeld von 4000, € in Empfang nehmen. Er gilt als Ideenschmied des Pro-
jektes , Kraft-Wirme-Kiltekopplung im Canon Werk Gieflen® die fiir Ihr Pro-
jekt den Innovationspreises der deutschen Gaswirtschaft 2006 in der Kategorie
yPreis fir Planung, Forschung und Entwicklung® erhielten. Durch die Realisie-
rung des Projektes, welches in Zusammenarbeit mit den Stadtwerken Gieflen
AG sowie der Firma Kohler & Ziegler Anlagentechnik GmbH aus Lollar
durchgefiihrt wurde, konnte der CO,-Ausstofl des Werkes der CANON GIESSEN
GmbH um rund 50% gesenkt werden. Dartiber hinaus wurden 300.000kWh
Strom sowie 220.000kWh Wirme eingespart.

Oberbiirgermeister Haumann hob in seiner Laudatio die perfekte Zusam-
menarbeit zwischen der FH Gieflen den Stadtwerken einerseits und der
CANON GIESSEN GmbH hervor. Insbesondere dankte er Prof. F. Richarts, fiir
sein besonderes Engagement. Herr Toru Nishicawa (President CANON) und
Frau Harue Zipse- ;
Utsunomiya (Ge-
neral Manager CA-
NON) hoben den
Modellcharakter
des Projektes fiir
den CANON Kon-
zern hervor und
wiinschen sich
weitere so frucht-
bare Kooperations- |
projekte. v.L.n.r. Toru Nishicawa, Prof. Dr. Richarts,

OB Heinz-Peter Haumann, Viezeprasident
Prof. Dr. Schumann-Luck
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Am Sonntag, dem 11.03.2007, ist
Prof. Dr.-Ing. habil. Joachim Zschernig

nach langem und geduldig ertragenem Leiden verstorben.

Geboren am 15.10.1943 in Aken, studierte er von 1963-1969 an der TU-Dres-
den, wo er 1973 promovierte und sich 1991 habilitierte. Nach langen Jahren in
der energietechnischen Praxis wurde Joachim Zschernig 1993 als Professor fiir
Energiewirtschaft berufen. Er war ein leidenschaftlicher Lehrer und Forscher
mit vielen originellen Denkansitzen, mit denen er seine Mitarbeiter, Doktoran-
den und Diplomanden anregte. Mit seinen immensen ingenieurtheoretischen
und -praktischen Kenntnissen war Joachim Zschernig ein gefragter Partner der
Industrie, vor allem auf den Gebieten der Energiewirtschaft, der Fernwirme-
versorgung und Kraft-Wirme-Kopplung sowie der Nutzung regenerativer
Energiequellen und Wirmepumpen. Joachim Zschernig hat die Verbindung von
Theorie und Praxis aktiv gelebt und ist der ,geistige“ Vater des nunmehr ent-
stehenden Zentrums fiir Energietechnik.

Prof. Dr. Fritz Richarts, Dipl.-Ing. Reinhold Altensen, FH Gieen-Friedberg
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wendigen Intensivierung der Landwirtschaft einer grof3-
flichigen Produktion von auf Stirke basierendem Ethanol
entgegen. Der einzige Ausweg aus diesem Dilemma ergibt
sich durch die Nutzung von pflanzlichen Reststoffen, wie
Stroh, Holzresten oder Landschaftspflegegut, die zudem noch
duflerst billig zu haben sind oder aus dem Anbau von Energie-
pflanzen wie Switchgras oder Miscanthus, die keiner inten-
siven landwirtschaftlichen Bewirtschaftung bediirfen und auch
auf minderwertigen Boden wachsen (Tabelle) [1].

Pflanzenreste oder Energiepflanzen besitzen nur wenig
Stirke oder Saccharose, sondern enthalten Zucker in Form
von Lignocellulosen in ihren Zellwinden eingelagert. Ligno-
cellulosen bestehen aus Cellulose, Hemicellulosen und dem
nicht fermentierbaren Lignin (,Holzstoff*). Cellulose ist wie
die Stirke ein Polymer aus Zuckermolekiilen mit sechs Koh-
lenstoffatomen, der Glucose, die zu langen Ketten miteinan-
der verkniipft sind. Beide unterscheiden sich nur in der Art
der Verkniipfungen. Hemicellulosen bestehen zum grofiten
Teil aus Zuckern mit finf Kohlenstoffatomen, Xylose und
Arabinose, die in verzweigten Ketten aneinandergelagert wer-
den. Um aus Lignocellulose Bioethanol herstellen zu kénnen,
missen zunichst die Cellulose und die Hemicellulosen in die
einzelnen Zucker gespalten werden. Das geschieht mit Séuren
und speziellen Enzymen. Danach mussen die Hefen das Ge-
misch aus Glucose, Xylose und Arabinose zu Ethanol fermen-
tieren. Die Fermentation, Destillation und Trocknung ge-
schieht analog zum klassischen Bioethanol-Prozess.

Trotz der groflen Ahnlichkeiten in der Stirke- und Ligno-
cellulose-Fermentation galt es, bei der letzteren zunichst eini-
ge Probleme in den Griff zu bekommen (Abb. 1). Zunichst
muss die Lignocellulose verflissigt und verzuckert werden.
Dieses ist deutlich schwieriger als bei der Stirke, da die
Zuckerketten nur schwer zuginglich sind. Das Pflanzenmate-
rial muss deshalb zunichst chemisch oder thermisch vorbe-
handelt werden. Erst dann kann die Verzuckerung mit Hilfe
von speziellen Enzymen (Cellulasen, Xylanasen, Glucosidasen)
geschehen, die analog den Amylasen bei der Stirke die Cellu-
loseketten in Glucose spalten. Diese Enzyme werden aus
Pilzen gewonnen, die in der Natur an der Verrottung von
Pflanzenresten beteiligt sind. Da wesentlich mehr Enzyme als
bei der Stirkeverzuckerung bendtigt werden, fiihrt dies zu
erhohten Kosten. Forschungsanstrengungen haben hier in den
letzten Jahren jedoch zu einer deutlichen Kostenreduzierung
geftihrt [2].

Der zweite wesentliche Unterschied liegt darin, dass in der
Lignocellulose nicht wie in der Stirke nur Glucose als Zucker-
baustein vorhanden ist, sondern auch andere Zucker wie
Xylose und Arabinose. Diese kénnen jedoch von den zur
Ethanolproduktion verwendeten Hefen nicht genutzt werden.
Es miissen also speziell geziichtete Hefen eingesetzt werden,
die neben der Glukose auch die anderen Zucker zu Ethanol
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vergiren kénnen. Dies wird unten noch im Detail beschrieben.
Ein dritter Unterschied sind toxische Stoffe, die bei der che-
mischen Vorbehandlung des Pflanzenmaterials entstehen (z.B.
Furfurale). Diese Inhibitoren schidigen die bei der Fermenta-
tion eingesetzten Mikroorganismen und mussen theoretisch
vorher entfernt werden. Dies verursacht zusitzliche Kosten.
Ein Ausweg ist es, Inhibitor-tolerante Hefen einzusetzen [3].

Ein vierter wesentlicher Unterschied ist das niedrigere
Raumgewicht von Pflanzenabfillen, d.h. die niedrigere
Energiedichte gegeniiber Getreide- oder Maiskérnern. Dieses
bedeutet erhdhte Transportkosten und einen erhohten Lager-
raumbedarf. Dieses Problem kénnte jedoch durch effizientere
Presstechniken, den Transport von bereits zerkleinertem
Material und kleineren, dezentralen Produktionsanlagen ge-
16st werden.

Vergdrung der C5-Zucker Xylose und Arabinose

Wie bereits oben angefiihrt, besteht die pflanzliche Biomasse
zu einem Grofdteil aus Zuckern mit sechs und solchen mit
fiinf Kohlenstoffatomen (C6- und C5-Zucker). In der Natur
gibt es nun jedoch keine geeigneten Organismen, die alle diese
Zucker vollstindig zu Ethanol vergiren konnten. Aus diesem
Grunde bedurfte es einiger Anstrengungen, um einen Mikro-
organismus zu zlchten, der alle Zucker mit hoher Ausbeute zu
Ethanol vergiren kann.

Wie wichtig die Umsetzung aller Zucker fiir eine wirtschaft-
liche Vergirung von pflanzlicher Biomasse ist, sei hier gezeigt.
Pflanzenabfille wie z.B. Stroh enthalten etwa 32% Glucose,
19% Xylose und 2,4% Arabinose [1]. In 1t Abfall sind also

Zusammensetzung von landwirtschaftlichen
lignocellulosischen Rohstoffen

Maisstroh Weizenstroh Bagase Switchgras
Kohlenhydrate (%)

Glucose 34,6 32,6 39,0 31,0
Mannose 0,4 0,3 0,4 0,2
Galactose 1,0 0,8 0,5 0,9
Xylose 19.3 19,2 22,1 0,4
Arabinose 2,5 2.4 2,1 2.8
Uronsauren 3,2 2,2 20 1,2
Nicht-Kohlenhydrate (%)

Lignin 17,7 16,9 23,1 1748
Andere Rickstande 18,1 23,2 7,5 22,8




320kg Glucose enthalten. Bei einer vollstindigen Vergirung
entstehen daraus etwa 160kg Ethanol, was einem Volumen
von 2001 entspricht. Die vollstindige Vergirung des Pentose-
zuckers Xylose ergibt entsprechend zusitzliche 1241 Ethanol
pro Tonne Abfall. In der Praxis kann man in Deutschland von
einem Netto-Strohertrag von 2,8t Trockenmasse pro Hektar
ausgehen. Insgesamt werden in Deutschland z.Z. etwa
12 Mio. Hektar Land als Ackerfliche genutzt. Wiirde nun et-
wa die Hilfte des vorhandenen Abfalls in Ethanol vergoren,
so konnten pro Jahr aus der gebundenen Glucose etwa 3 Mrd.
Liter Ethanol gewonnen werden. Die Vergirung der in den
Pflanzenabfillen vorhandenen Xylose ergibe zusitzliche 2 Mrd.
Liter Ethanol. Selbst die prozentual gesehen recht kleine
Menge an Arabinose liefert immerhin noch 250 Mio. Liter
Ethanol. Da die Margen in einem Markt wie den Biokraft-
stoffen recht eng sind, ist es fiir einen wirtschaftlich sinnvollen
Prozess essentiell, méglichst alle vorhandenen Zuckerarten in
Ethanol umzuwandeln.

In der traditionellen Ethanolproduktion werden ausschlief3-
lich Hefen vom Typ Saccharomyces eingesetzt. Das sind die
gleichen Hefen, die auch zur Herstellung von Brot, Bier und
Wein dienen. Hefen haben gegentiber Bakterien den Vorteil,
dass ihre Handhabung in industriellen Prozessen schon seit
Jahrhunderten etabliert ist. Dartber hinaus sind sie auch we-
sentlich widerstandsfdhiger und robuster. Aus diesem Grunde
bieten sie sich hervorragend fiir die Produktion von Ethanol
aus Lignocellulose an. Thr grofler Nachteil ist jedoch, dass sie
nur die C6-Zucker aber nicht die C5-Zucker vergiren kénnen.

Verschiedene Forschergruppen aus Europa und den USA,
unter anderem auch meine Arbeitsgruppe von der Goethe-

Biomasse

Vorbehandlung
(Auflockerung der Pflanzenfasern,
Verzuckerung der Hemicellulosen)

Enzymatische Hydrolyse
(Umwandlung der Cellulose in Zucker)

Rezirkulation
von Prozessstromen

Energie

durch Verbrennung Fermentation

(Umwandlung der Zucker zu Ethanol)

Lignin

Destillation und Trocknung

Abfallmanagement

Ethanol

Abb. 1: Schematische Darstellung der Umwandlung
von Biomasse zu Bioethanol

Universitit Frankfurt, haben in den letzten Jahren Hefe-
stimme zlichten konnen, die auch C5-Zucker zu Ethanol
vergiren. Aus dem Erbmaterial der Hefe lisst sich ablesen,
dass diese friher einmal in der Lage war, C5-Zucker zu ver-
werten [4, 5]. Sie hat diese Eigenschaft allerdings im Laufe
ihrer Evolution wieder verloren. Mit Hilfe moderner biolo-
gischer Verfahren gelang es nun jedoch, den Hefezellen diese
Eigenschaft wieder zu verleihen bzw. sie sogar deutlich zu
verbessern. Dazu wurde ihnen gezielt das entsprechende Erb-
material aus anderen Hefen, Pilzen und Bakterien angeboten.
Solch ein sogenannter horizontaler Gentransfer ist in der
Natur ein normaler Prozess und hat tiber die Jahrmillionen zu
der Vielfalt an Organismen gefiihrt, die wir heute kennen.
Auch die Hefezellen besitzen von Natur aus Erbmaterial, das
sie im Laufe ihrer Entwicklung von anderen Organismen er-
worben haben. Im Falle der C5-Zucker vergirenden Hefen
konnte dieser Prozess nun in einer deutlich verkiirzten Zeit
nachgestellt werden. Dabei sind Hefezellen entstanden, die
sowohl C6- als auch C5-Zucker vergiren kénnen.

Im Falle des C5-Zuckers Xylose wurden dazu zwei ver-
schiedene Strategien angewandt (Abb. 2, rechts). Wissen-
schaftler der Universitit Lund in Schweden nutzten einen 2-
Schritt-Mechanismus(Xylose-Reductase/Xylitol-Dehydrogenase
aus Pichia stipitis) aus, um Xylose in den Stoffwechsel der
Hefe einzuschleusen [6]. Dieselben Wissenschaftler und
solche der Technischen Universitit Delft aus den Nieder-
landen konnten kiirzlich aber auch erfolgreich Hefen ziichten,
die Xylose direkt in einem Schritt mithilfe des Enzyms
Xylose-Isomerase in ihren Stoffwechsel integrieren und zu
Ethanol vergiren konnen [1, 6].

L- arabinose D-xylose
L- arabinose D- xylose
transporter transporter
L- arabinose D-xylose
L- arabinose D- xylose
Isomerase reductase
L- ribulose D-xylitol
isomerase

L- ribulokinase D- xylitol

dehydrogenase
L- ribulose-5-P D-xylulose

D-xylulose-5-P
L- ribulose-5-P D- xylulokinase
4- epimerase
Glucose Glykolyse =P Ethanol

Abb. 2: Die Hefe Saccharomyces cerevisiae wurde mit zahl-
reichen neuen Enzymen ausgestattet, um auf3er der Glucose
auch die in Pflanzen vorhandenen C5-Zucker Arabinose und
Xylose zu Ethanol zu vergaren.
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Im Falle des C5-Zuckers Arabinose stellte sich der hiufig in
Pilzen zu findende 5-stufige Abbauweg in den Saccharomyces-
Hefen als wenig geeignet heraus. Dagegen konnte meine
eigene Arbeitsgruppe erfolgreich einen 3-stufigen Stoffwech-
selweg etablieren, der sonst nur in Bakterien zu finden ist [7]
(Abb. 2, links). Integrierte man diesen Stoffwechselweg in die
Hefen und zwang sie dann mehrere Monate lang, Arabinose
als einzige Energiequelle zu nutzen, dann entwickelten sich
tatsichlich Hefestimme, die neben der Glucose auch Arabinose
vergdren konnten. Zusammen mit den Forschern der Univer-
sitit Lund waren wir dann sogar in der Lage eine Hefe zu
ziichten, die alle Zucker, also Glucose, Xylose und Arabinose
zu Ethanol vergiren kann [8].

Als nichsten Schritt gilt es nun, die im Labor erzielten Er-
folge fiir den industriellen Einsatz weiterzuentwickeln. Die im
Laboralltag benutzten Hefestimme sind zwar sehr gut ge-
eignet, die verschiedenen Vergirungsstrategien zu erforschen,
sie sind jedoch meist fiir industrielle Anwendungen weniger
brauchbar. Zum einen sind die Laborhefen nicht stabil genug
und verlieren ihre erworbenen Fahigkeiten sehr schnell wie-
der, zum anderen sind sie zu empfindlich gegeniiber toxischen
Substanzen (Furfuralen), die bei der chemischen Vorbehand-
lung des Pflanzenmaterials entstehen. Die Weiterentwicklung
in den industriellen Mafistab geht jedoch an den Aufgaben der
Universititen und Forschungseinrichtungen vorbei. Hier be-
darf es privatwirtschaftlicher Anstrengungen. Diese Liicke
versuchen wir gerade durch die Griindung des Unternehmens
Pentalco (www.pentalco.com) zu schlieflen.

Ausblick

Insgesamt bleibt also festzuhalten, dass alle wesentlichen Vor-
aussetzungen fiir einen Lignocellulose-Ethanol Prozess vor-
handen sind. Nun gilt es nur noch, diesen in die Wirklichkeit
zu Uberfithren. Die Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe
(FNR) hat in einer Studie die Kosten fiir Lignocellulose-Etha-
nol aus Abfallstroh auf etwa 60 Cent pro Liter geschitzt [9].
Das ist nur wenig mehr als die Kosten fiir Stirke-Ethanol.
Auflerdem sind es nur Schitzungen, da es noch keine indus-
trielle Produktion gibt. Ebenso sind darin keine steuerlichen
Vergtinstigungen, Foérdermittel und sonstigen Subventionen
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beriicksichtigt. Die wahren Kosten wird erst die erste kom-
merziell betriecbene Anlage zeigen. Die grofiten Kosten sind
immer noch die Enzymkosten zur Celluloseverzuckerung.
Enzymbhersteller verweisen jedoch darauf, dass es bereits kos-
tengiinstige Prozesse flir effektivere Enzyme gibt, es aber
nicht lohnt, sie zu produzieren, weil keine Nachfrage da ist.
Erst wenn die ersten kommerziellen Anlagen laufen, wird die
Nachfrage steigen und die Enzyme werden billiger werden.
Erst dann wird man auch sehen, wie sich die neu geziichteten
Hefen unter diesen Bedingungen verhalten. Auch wenn viel-
leicht die C5-Zuckervergirung zunichst noch nicht optimal
verliuft, so konnen alle Hefen die C6-Zucker bereits vollstin-
dig vergiren. Und sobald verbesserte, kostengiinstige Enzyme
und Hefen da sind, lassen sich diese in jeder Anlage jederzeit
problemlos austauschen. Die Frage scheint also nicht linger zu
sein ob, sondern wann die erste im kommerziellen Mafistab
betriebene Lignocellulose-Ethanolanlage in Betrieb gehen
wird.
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