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Kurzfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Lignosulfonate bioteclmgisch zu modifizieren, dass sie
als Ersatz oder Beimengung zum herkdmmlichen BitumeFrage kommen. Hierfir
war eine MalRhahme das Magnesium-Lignosulfonat dena-Lenzing, zunachst zu
polymerisieren und die Struktur anschlieRend mitsel@iedenen Analysemethoden
darzustellen. Zuletzt wurde ein Ansatz Uberlegt, das hydrophile Magnesium-

Lignosulfonat zu hydrophobieren.

Bei der Verwendung von Laccase wurde ausgetestet,sieh die Laccase- und
Ligninkonzentration, das Vorhandensein von Citrefgguund HBT-Mediator und die
Reaktionszeit auf die Polymerisation auswirken. dentlicher Anstieg der Molmasse
wurde erreicht durch eine Ligninkonzentration vo@%l und der Verzicht auf
Mediator und Citratpuffer. Die ideale Versuchsdauetrug 4 Stunden.

Bei den Versuchen mit Pilzen wurden eine Weilf§litametes pubescens) und eine
Braunfaule Gloephyllum trabeum) gewahlt. Die Braunfaule eignete sich zur
Polymerisierung von Lignosulfonat nicht, daher wamrdalle weiteren Versuche mit
der Weil3faule durchgefiihrt. Die idealen Parameétedie Polymerisierung waren eine
Konzentration von 1% Lignosulfonat in stickstoffamMedium bei einer Bebritung
von 7 Tagen bei 28°C.

AnschlieBend wurde die Isolierung des Lignosulfenatittels Membranfiltration
durchgefiihrt, um seine chemischen Funktionalitatene Hydroxyl- und
Sulfonsduregruppen zu bestimmen, welche beide drePdlymerisierung abnahmen.

Weiters kamen auch FT-IR und STA Analysen zum Emnsa

Bio-Grafting bedeutet, dass das Einbringen von tionkllen Gruppen mithilfe von
Enzymen erreicht wird und wurde hier zur Hydroplkobng verwendet. Als
hydrophobe Randgruppe wurde Nonivamid gewdahlt. €esar radioaktiv markiert,

um die Bindung an das Ligninmolekul prifen zu kémne
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Einleitung

Bitumen

Die Knappheit an Erdél zwingt die Menschheit imnmeehr dazu, nach geeigneten
Alternativen zu suchen. So ist auch die Idee hidieser Arbeit, einen Ersatzstoff fur
Bitumen zu finden, der sich aus nachwachsendent&érs auf biochemischem We-

ge gewinnen lasst. Wichtig ist dabei, dass Biob&nndie wesentlichen chemischen,
physikalischen und rheologischen Eigenschaften kerkdmmlichen Bitumen er-

bringt.

Bitumen ist ein Produkt der Erddlindustrie und wanas Roh6l durch Vakuumdestilla-
tion gewonnen. Je nach Herstellungsverfahren witeidet man Destillationsbitu-
men, Hochvakuumbitumen, Oxidationsbitumen oder Relpitumen. Es kommt je-
doch auch in Form von Asphalten und Asphaltgesteineler Natur vor, die sich Gber
grol3e Zeitrdume hinweg durch das Verdunsten dehtiljen Anteile aus Erdol gebil-
det haben. Der grofite Teil des heutzutage verwend@tumens entsteht jedoch bei

der Mineraldlverarbeitung.

Bitumen setzt sich zusammen aus einem Gemisch @elerolekularen Kohlenwas-
serstoffen mit thermoplastischen Eigenschaften. Sfaicht auch von einem kolloiden
System, in dem in einer 6ligen Grundphase eineedégpPhase enthalten ist. Die Mal-
tene bilden die 6lige Grundphase, die Asphalterediiperse PhaseDie Asphaltene
sind dunkle harz- bis kohleartige Teilchen mit Mallargewichten von 250 bis ca.
2000g/mol. Sie verleihen dem Bitumen kohasive adtasive Eigenschaften, wo-
durch zum Beispiel die Standfestigkeit des Asphg#ws/dhrleistet wird. Von ihrer
chemischen Struktur sind die Asphaltene eine Misghaus Paraffinen, kondensierte

Ringverbindungen und aromatischer Kohlenwassegstoff

Das Materialverhalten von Bitumen ist abhangig den Umgebungstemperatur. Des-

halb wird es auch als elastoviskoser Stoff bez&thWeitere wichtige Eigenschaften
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sind die klebrige und abdichtende Wirkung, sowiassdBitumen nicht fllchtig ist.

Dadurch, dass Bitumen praktisch wasserunléslichwatd es auch eingesetzt, um
empfindliche Bauteile von Wasser zu schiitzen.

Verwendung findet Bitumen hauptsachlich als Bindeghim StralRenbau, aber auch

als Schutzanstrich oder Lack, bzw. fiir Abdichtunijeder Bauindustrié.

Lignin

Der Name Lignin stammt vohgnum (lateinisch fiir Holz) ab. Neben Cellulose und
Hemicellulose ist Lignin einer der Hauptbestaneétaili Pflanzen. Der Gehalt kann
recht unterschiedlich sein und reicht von ca. 1826 Harthélzern bis zu ca. 27%-
33% in Nadelhélzern. In Grasern liegt der Ligninaielvie in etwa bei Harthélzefir.
Nicht anzutreffen ist Lignin in Algen, Moos und Etgen®

Eine der wichtigsten Funktionen von Lignin ist &ahutz der Pflanze vor schadlichen
Mikroorganismen. Dies geschieht durch Eindringen #mzymen in die Zellwande,
die dem Angriff durch Mikroorganismen entgegenwirk&/eiters verleiht es Pflanzen
die notwendige Stabilitdt und Steifigkeit. Ligniathalso die Aufgabe, gemeinsam mit
Hemicellulose als stabilisierende Verbindung zwestlien Zellen zu wirken. Durch
seinen lipophilen Charakter verringert Lignin dasdéingen von Wasser in Cellulose
und Hemicellulosezellen. Somit wird sichergestelliss der Transport der wassrigen
Losungen von Nahrstoffen und Metaboliten im durssigen verholzten Anteil vor
sich geht Durch die amorphe Struktur des Polymers ist edeinLage, die Raume
zwischen den Polysacchariden auszufillen und s sshr kompakte Zellwand ent-
steht. Zusatzlich geht Lignin kovalente Bindungeih Polysacchariden ein. Dies ver-
hindert das Quellvermégen in der Gegenwart von Afd8s

Lignin wir Gber dehydrierende Polymerisation augeBschiedenen Phenylpropanderi-
vaten gebildet: Coumaryl-, Coniferyl- und Sinapktiol. Ihre Strukturen sind in Ab-
bildung 1 dargestellt. Die ungeordnete Polymemsaturch Rekombination von Phe-
noxyradikalen ist der Grund, warum Lignin im Veligle zu anderen naturlichen Po-

lymeren keine einheitliche Struktur besitzt.
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CH,0H CH,0H CH,OH
OCH3 H3CO OCH;
OH OH OH
Coumaryl Coniferyl Sinapyl
Alkohol Alkohol Alkohol

Abbildung 1: Monomere Lignin-Vorstufen

Lignin fallt in groRen Mengen als Abfallprodukt baer Papier- und Zellstoffherstel-
lung als an. Fur deren Gewinnung muss zunachstausignocellulose das Lignin
herausgeldst und in Folge aus dem Prozess entfemndgen. Es gibt unterschiedliche
Verfahren fir den Celluloseaufschluss. Das Sulfébeen und das Sulfitverfahren

sind die am haufigsten angewendeten Methd@en.

Das Sulfatverfahren wird auch oft als Kraft-Verfambezeichnet, diese Art von Auf-
schluss erfolgt in etwa 80% aller Papier- und Zefteerstellungsanlagen. Der Lig-
ninabbau wird durch den Einsatz von Natriumsulfidl INatriumhydroxid in einem
basischen Milieu bei einem pH-Wert von etwa 13 Hgetuhrt. Der Mechanismus des
Kraft-Prozesses ist in Abbildung 2 dargestellt. D@mperatur bei der dieser Prozess
ablauft betragt etwa 170°C, der Aufschluss dauera @ Stunden. Nachdem auch Cel-
lulose und Hemicellulose durch diese lonen angkegritverden, kommt es nur zu ei-

nem Teilaufschlusg?!
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Abbildung 2: Mechanismus des Kraft-Prozesse¥

OCH;

Beim Sulfitverfahren erfolgt der Ligninabbau dureime Sulfonierung. Die Reaktion
wird mit Calcium- oder Magnesiumsulfat bei einermiperatur von 125 bis 150°C
durchgefihrt. Die Reaktionsdauer betragt 3 bisuh&n. Die drei Hauptreaktionen
sind Sulfonierung, Hydrolyse und Kondensation. Dassetzungsprodukt von Lignin
mit schwefeliger Saure ergibt Ligninsulfonsdurerdhudas Einfuhren der Sulfonsau-
regruppen wird Lignin wasserléslich. Einige wicktigunktionelle Gruppen eines
Lignosulfonsauremolekiils sind verschiedenartigeor@ache Gruppen, phenolische
Hydroxylgruppen, Carboxylgruppen und verschiedenbwefel beinhaltende Grup-
pen. Abbildung 3 stellt den Ablauf des Aufschlussash dem Sulfitverfahren déf.
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Abbildung 3: Mechanismus des Sulfitverfahrens
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Aus der Ablauge des Kraft-Prozesses und des Seifétlirens lassen sich die einge-
setzten Chemikalien weitgehend wieder zurtickgewinri#zas Uberbleibende Kraft-
Lignin und die Lignosulfonsédure kdnnen energetigehutzt werden, indem sie als
Verbrennungswéarme in den Prozess zurtickgefihrt emervill man hingegen die
Ligninablauge anderweitig verwenden, ergibt sich Beoblem, dass diese relativ stark
verunreinigt ist und der Schwefelgehalt sehr haoegtl Dadurch ist sie nur fir An-
wendungen, wie zum Beispiel als Komponente in Kigfiisn oder als Dispergiermit-
tel in Beton oder Zement direkt einsetzbar.

Jedoch lasst sich nach Modifikation mit Enzymenreeéifielzahl von neuen Anwen-
dungsgebieten erschlielBen. Es kann in seiner magdien Form als Schutzanstrich
und zur Beschichtung verwendet werden. Weitersimng Verwendung als Bindemittel

fur Holz moglich®

Fur die im Folgenden beschriebenen Versuche staadvhgnesiumlignosulfonat der
Firma Lenzing zur Verfugung. Dieses wurde durcHituifschluss von der Cellulose
getrennt. Uber das detaillierte Verfahren und weitgélethoden (Aufkonzentrierung,
Ruckgewinnung von Chemikalien aus der Abfalllaugeliegen keine Informationen

vor.
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Problemstellung

Ziel dieser Arbeit ist, die Eigenschaften des naativeenden Rohstoffes Lignin, eines
Abfallproduktes der Papierindustrie, derart zu rfinigiren, dass es als Ersatz von Bi-

tumen im Straflenbau verwendet werden kann.

Bitumen besteht aus hochmolekularen Kohlenwasgtstand enthalt nur zu gerin-
gen Anteilen Schwefel, Sauerstoff und Stickstofin Wei Lignin héhere Molekular-
gewichte zu erreichen wird es polymerisiert. Daberden auch Hydroxyl- und Sau-
regruppen abgebaut.

Fur die Polymerisierung werden zwei verschiedermeh®mische Wege verglichen,
einerseits die Modifizierung mit dem Enzym Laccasé andererseits mit zwei ver-
schiedenen PilzenT(ametes pubescens und Gloephyllum trabeum). Es soll herausge-
funden werden, welche Versuchsparameter die bé&stggbnisse hinsichtlich der Po-
lymerisierung liefern. Die Bestimmung des Molekgkwvichtes erfolgt anhand von

GPC Messungen.

Zu weiteren Charakterisierung der polymerisiertegnine wird der Anteil an Hydro-
xylgruppen mit Hilfe von Reaktion mit dem PholineCalteus Reagens und die S&u-
regruppen (Sulfonsaure- und Carbonsauregruppechdanduktometrische Titration
bestimmt. Weiters werden FT-IR und STA Messungecttyefihrt.

Zum Abschluss der Arbeit werden Versuchsansatzeagieum dem von Natur aus
hydrophilen Lignosulfonat, hydrophobe Eigenschaftenverleihen. Hierbei werden
funktionelle Gruppen von Nonivamid mithilfe der dativen Wirkung von Enzymen
auf das Ligninmolekil aufgebracht werden. Diesergdag nennt sich Bio-Grafting.
Um den Erfolg der Reaktion genauer zu beobachtet nadioaktiv markiertes Noni-

vamid eingesetzt.
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1 Polymerisierung mit Laccase

Laccasen werden in Pflanzen, Pilzen, Bakterien lnsdkten produziert. Sie kdnnen
sowohl in den Zellen als auch extrazellular nachgsen werden. Viele Pilze
produzieren mehrere Formen von Laccase, sie simdTzil dhnlich aufgebaut, aber
konnen sich auch stark in ihren Eigenschaften undik®&iren unterschieden.
Hauptséchlich kommen sie als Monomere vor und halb@ekulargewichte zwischen
60 und 80 kD'’

Laccasen zéhlen zu den Multikupferoxidasen, innmhieatalytischen Zentrum befin-
den sich 4 Kupferionen. In Abbildung 4 ist das kdtsche Zentrum eines Laccase
Enzyms zu sehen. Dargestellt sind das Typ-1-Ku@fé) und das trinukleare Zent-
rum, das von Typ-2-Kupfer(T2) und Typ-3-Kupfer (g8pildet wird®

His 452, His 111
- v
His 400 |
ki | His 305
e BN
Cu : 0o+ .
N ! Pt
His 54 : His 4587 Phe 483
His 206 . I =9
His 434, 1
" Cu
~
Hiz & His 108
T2 T3 T

Abbildung 4: katalytisches Zentrum eines Laccase Ezyms
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Durch das katalytische Zentrum sind Laccasen inLdge Sauerstoff zu Wasser zu
reduzieren und parallel dazu ein Elektron von eipleenolischen Komponente zu
entfernen, sodass ein Phenoxyradikal entstehtfrieesElektron wird durch das Typ-
1-Kupfer (T1) auf das trinukleare Cluster transfdrund l0st dort die Reduktion des

dort bindenden Sauerstoffs aus.

Da Laccase Enzyme relativ grol3e Molekile sind, kdrnsie zum Beispiel nicht durch
Zellwande hindurch dringen. Somit ist ihr Oxidaspotential niedriger. Das macht
den Einsatz von Mediatoren noétig. Diese sind Klalifeusionsfahige Molekile die

durch die Laccase oxidiert werden und somit dasstgatbangreifen konnen. Redox-
mediatoren dienen somit als Elektronenubertrageschen dem katalytischen Zent-
rum und der zu oxidierenden Verbindung. Der Mec$ramis ist schematisch in Abbil-

dung 5 dargestelff

Sauerstofl Laccase Mediator,, Substrat
e- e- e-
Wisser Laccise Mediator Substrat

Abbildung 5: Funktionsweise von Mediatore°

Verbindungen wie Phenole, 3-Hydroxyanthranilat, ydbxybenzoesaure, 2,2°-
Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsaure (AB)JFS und 1-Hydroxybenzotriazol

(HBT)?? sind als Mediator geeignet.

Industriell kommen Laccasen bei der Bleichung in Elapierindustrie oder auch von
Textilien zum Einsatz. Weiters kann man sie audhdbe Sanierung von verschmutz-

ten Gewassern verwenden.
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1.1 Produktion und Isolierung des Laccase Enzyms

Zur Produktion der Laccase fir die anschlieRendébafiversuche wird der Pilz-
stammTrametes pubescens (MB89) CBS 696.94 verwendet. Die Zusammensetzung
des Mediums fiir den Pilz ist in Tabelle 1 aufgeliét Als Stickstoffquelle werden 2
Peptone ausgetestet die auf unterschiedliche Ay¢gronnen wurden. Pepton Nr.7014
aus der Pepsin Verdauung und Pepton Nr.82962 ausndgmatischen Verdauung

von Fleisch. Ihre Unterschiede in der Zusammensgtsind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Mediums fiir die Laaseproduktion

Konzentration
Glucose 40 g/l
Pepton aus Fleischextrakten 10 g/l
MgSOx7H,0 19/l
H3PO, 85% 1 mlll

Tabelle 2: Vergleich der unterschiedlichen Peptongeilen

Pepton Nr.70174| Pepton Nr.82962
Stickstoffgehalt >10% ~16%
Aminostickstoff >3% ~0,2%
Gewichtsverlust bei<6% <6%
Trocknung
pH (in 2% Wasser) | 7,0+0,5 5,5+0,5
Trockenriickstand <12% -
Aschegehalt - <6%

Zunachst wird ausgetestet, ob sich die untersdblezii Peptonsorten auf die

Laccaseproduktion auswirken und deren Ausbeutenbbessen. Hierzu werden je 3 |
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Medium mit Pepton Nr.70174 und 3 | Medium mit Peptdr.82962 hergestellt in
Konzentrationen, die aus Tabelle 1 zu entnehmeah 8er pH-Wert der Medien wird
durch Zugabe von Kaliumhydroxid auf pH 5 gestellit.

Anschlieend erfolgt die Aufteilung von je 300 mierdLosungen in 1 |
Erlenmeyerkolben mit Strombrechern. Danach wird Maslium im Autoklaven flr
20 Minuten bei 1 bar und 120°C sterilisiert.

Die Pilzsuspension wird aus einer mit Pilz bewankse Malzextrakt-Agar-Platte
(Durchmesser 10 cm), die mit 100 ml sterilem Wasseterilmixer homogenisiert
wird hergestellt. Zu je 300 ml Medium wird 10 mllZ8uspension hinzugefiigt.
Kultiviert werden die Pilzkulturen im Medium fur Fage bei ca. 28°C auf dem
Schittler mit einer Frequenz von 110 rpm.

Nach dem vierten Tag erfolgt die Induktion mit eife2 M Kupfersulfatlosung, wel-
che bis zum vollstandigen Auflésen fir 15 Minutandas Ultraschallbad gestellt und
anschlieend im Autoklaven fir 20 Minuten bei einBmuck von 1 bar und einer
Temperatur von 120°C sterilisiert wird. Es erfdlige Zugabe von 3 ml Kupfersulfat-
l6sung zu jedem Erlenmeyerkolben, um eine Endkdnaiéon von 2 mM zu errei-
chen?

Die Beobachtungen der Kolben nach bereits 6 Tageakfidnszeit ergeben
unterschiedliche Farbungen der Medien durch urtteediiche Peptonquellen. Im Fall
vom Medium mit Pepton Nr.70174 ist die Nahrlosungldcelbraun gefarbt und es lasst
sich ein grof3eres Pilzgranulat feststellen, aldiediums mit Pepton Nr. 82962 (hel-

les gruinliches Aussehen).

Nach 22 Tagen Kultivierung wird mit der Isolatiomdu Aufkonzentrierung der

Laccase begonnen. Hierzu wird das Pilzgranulattabft, Gbrig bleiben 2440 g Filtrat
bei der Verwendung des Mediums mit Pepton Nr. 70in@ 2400 g Ausbeute bei der
anderen Peptonsorte. Diese Losungen werden furge Tra Tiefkihler bei -20°C

aufbewabhrt.

Anschlielend werden die aufgetauten L6sungen beimRamperatur (22°C) und
10000 rpm fur 20 Minuten zentrifugiert, um die aefgckten Begleitstoffe

abzutrennen. Zur weiteren Reinigung werden die tuamten Laccaseldsungen mittels
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Membranfiltration aufkonzentriert und entsalzt. Hie wird eine Filtrationsmembran

von PALL Centramate mit 10 kD PorengrofR3e verwendgied bei einem Trans-

membrandruck von 2 bar filtriert. Die Losungen waardis ca. 100 ml aufkonzentriert
und das Retentat (=aufkonzentrierte Laccase) noshma Reinigung mit 1 | dest.

Wasser aufgefllt und wiederum auf dieselbe Megiggeengt. Dadurch erfolgt die
Entfernung von niedermolekularen Stoffen, wie bieisgveise Stoffwechselprodukten
des Pilzes.

Fiur einen Tag werden diese Losungen wieder im Tldéc gelagert und dann wieder
die Laccasel6sung durch zentrifugieren und abdekant vom Niederschlag getrennt.
Nachdem kaum noch Niederschlag vorhanden ist, derdProzess des Aufkonzentrie-
rens und der Reinigung beendet und die Laccasejésusind somit fertig zum Ein-

satz fur die in 1.2 beschriebenen Abbauversuche.

1.1.1Messung der Laccaseaktivitat

Die Messung der Laccaseaktivitat erfolgt durch kditeng der in Tabelle 3 beschrie-
benen Standardl6ésung. Die dort angefihrten Reagenzerden bis auf Laccase in
einer 0,5cm Klvette zusammengemischt. Zuletzt @jidml Laccase hinzugefigt und

somit die Reaktion der Laccase mit ABTS gestaftet.

Tabelle 3: Standardlésung zur Aktivitatsbestimmury der Laccase

Konzentration [ml]
dest. Wasser 0,3
100mM Citratpuffer 0,5

4mM  Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsaur8,1
(ABTS)

Laccase 0,1
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Das Laccaseenzym wurde zuvor passend verdinnissoda gemessene Wert fir die
Aktivitat ungefahr zwischen 0,14 und 0,28 U/ml tiegs erfolgt sofort die Aufnahme

des Reaktionsverlaufes auf dem bei 30°C tempenid?teotometer bei 420 nm fir 1

Minute. Anhand von Gleichung 1 wird die Berechnaieg Aktivitat durchgefihrt.

Gleichung 1: Berechnung der Laccasivitat

U /m = 027822 o1
min

U /ml ...Laccaseaktivitat [U/ml]

min . Absorbance bei 420nm fur 1 Minute

fo. Verdunnungsfaktor [-]

Die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung der in Kelpl.1 beschriebenen Laccaselo-

sungen sind in Tabelle 4 angeflhrt.

Tabelle 4: Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung det.accaselésungen

Aktivitat [U/ml]

Laccase 1 (Pepton 7014) 422

Laccase 2 (Pepton 82962) 67

Laccase 1 wird aufgrund ihrer hoheren Aktivitatatien weiteren Versuchen verwen-
det. Grund fur die hohere Aktivitat liegt an dertehschiedlichen Gewinnungsmetho-
den der Peptone und wahrscheinlich auch daran, déss®epton 82962 eine hdhere

Stickstoffkonzentration enthalt.
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1.2 Versuche zur Polymerisierung mit Laccase

1.2.1Allgemeiner Versuchsaufbau

Bei den Polymerisierungsversuchen mit Laccase wdet Einfluss folgender
Komponenten auf die Polymerisation der Lignosulfprebe getestet:

« der Einsatz von 1-Hydroxybenzotriazol (HBT) als Négdr

« die Wirkung von Citratpuffer

« die Bestimmung der idealen Laccase- und Lignosatlkanzentration

» der ideale Zeitpunkt zum Stoppen der Reaktion, algaon die Polymerisation

ihr Maximum erreicht bevor der Abbau des Lignosnits einsetzt.

Alle in Tabelle 5 erwdhnten Komponenten werdenusgeawahlten Konzentrationen
und verschiedenen Kombinationen miteinander vermisoyd durch Zugabe von
Laccase wird jeweils die Reaktion gestartet. Fiir eiteren Reaktionsverlauf wer-
den die Reaktionsansatze zur gleichmaRigen Durcihong aller Inhaltsstoffe auf
einen Schattler (600 r/min) gestellt. In regelm@&Bigeitabstanden werden Proben zur

Analyse entnommen, um den Fortschritt der Polyregtiag zu beobachten.

Tabelle 5: Reaktionsanséatze fiir die Laccaseversuche

Chemikalien Eingesetzte Konzentrationen

HBT 1 mM

Citratpuffer 20 mM 100 mM

Laccase 51U/ml 50 U/ml
Lignosulfonat | 0,1% 1% 10%
Reaktionszeit | 2h 4h 24h
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Zur Vorbereitung der Proben fir die GPC Messungleersie 4 Minuten in einer Ep-
pendorf-Zentrifuge zentrifugiert, anschlielend @udgd5um PTFE-Filter filtriert und
mittels GPC vermessen

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die im Verswghgesetzten Komponenten und
ihre untersuchten Konzentrationen. Die Ergebnigsezthzelnen Versuchsreihen wer-
den in den folgenden Kapiteln diskutiert und dieald Zusammensetzung der Probe

und die ideale Reaktionsdauer ermittelt.

1.2.2Analysemethode mittels GPC

GPC Messungen:

Gerat: HPLC 1200

Eluent: 10 mM NaOH

Laufmittelfluf3 wahrend der Messung: 1 ml/min

Saule: TOSH, TSKgel (PW Series, 1 Vorsaule,1 Hawpés Packungsmaterial: Poly-
metacrylat)

Druck: 55 bar

Detektor: DAD (Diodenarray-Detektor)

Dauer einer Messung: 60 Minuten

Injektionsvolumen (je nach Ligninkonzentration): |2Bbzw. 50 pl

Die Kalibration der GPC erfolgt mit Polystyrolstamds. Ein Problem bei der Kalibra-
tion stellen die verwendeten Polystyrolstandards die eigentlich nicht ideal fur die
Molmassenbestimmung von Lignosulfonaten sind. [nedren Polystyrolmolekile
sind von ihrem Aufbau her nicht gut mit dem staekzweigten Lignosulfonat zu ver-
gleichen. Aufgrund dieser Problematik sind die #emen Ergebnisse fir die Molmas-
sen nicht als Absolutwerte zu betrachten, sondemeth nur zum Vergleich der hier
beschriebenen Versuche untereinander.

Die Auswertung und Bestimmung der Molmassen etfolger Integration der durch

die GPC aufgezeichneten Spektren. Das Integral imirdntervall zwischen Minute
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17,5 und 22,5 ausgewertet, da in diesem Bereiclkdibration annahernd linear ist.

Die Flache unterhalb der Peaks wird mithilfe delilikationskurve aus Abbildung 6 in

die Molmasse umgerechnet.

33500 @
15800 @
4
'll
6430 ®
=
b
&
1670 9
1Y
t o1 &
\
'\.".
PSS-Standards = - 208
y=-0.0026x* + 0.2098x - 5.720dx + 54.306 —®
R =0.9997
2 { R T Y P A O A R, Rl T Ll IS T I ot L T LICAY O R U TPl DU T B T e e o L Gt o] o] [ L 1S L s IO
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10 12 14 16 18 20 22 24 26

Retentionsvolumen [ml]

30 32 34

Abbildung 6: PSS Kalibrationskurve

Darstellung der Ergebnisse der Molmassenbestimmung

Die Ergebnisse der Molmassenbestimmung werden atdedmittel der Molmasse,

Massenmittel der Molmasse und als Polydisperdiiibgegeben.

Das Zahlenmittel der Molmasse (Meschreibt das arithmetische Mittel der Molmas-

Se.

Wahlt man zufallig eine Monomereinheit aus, damas Massenmittel der Molmasse
(M,,) das durchschnittliche Gewicht des dazugehdreRadéymers.

Die Polydispersitat beschreibt das Verhaltnis zlhescMassenmittel und Zahlenmittel

der Molmasse. Eine hohe Polydispersitat beschedgat, dass ein System aus einer
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Vielzahl von nieder- und héhermolekularen Stoffesteht. Umso breiter ein Peak in
einem Spektrum, desto groRer ist die Polydispérsgéhmale Verteilungen ergeben

kleine Polydispersitatswerte.

Vorbereitung der Proben fir die GPC Messung

Alle Lignin-Proben werden im Verhaltnis 5:1 mit 1M NaOH verdinnt.
Das Mg-Lignosulfonat I6st sich vollstandig. Ansefdend werden alle Ligninproben
fur 5 Minuten in einer Eppendorfzentrifuge zentgiert und danach durch PTFE-
Filter 0,45 um (Teflonfilter) filtriert. Je nach dgminkonzentration wird als Injektions-

volumen 25 ul oder 50 pl gewanhlt.

1.2.3Darstellung der idealen Zusammensetzung der Probe

Die Versuche zeigen, dass die ideale Zusammenggetden Probe, dass heil3t, ein
hoher Grad an Polymerisierung des Lignins, ohne #&Hiator und ohne Citratpuf-
fer erreicht wird.

Weiters zeigt sich, dass die ideale Reaktionsz&ituhden betragt. LAsst man die Re-
aktion langer laufen kann man erkennen, dass aemheeitpunkt langsam der Abbau
von Lignosulfonat durch das Laccaseenzym erfolgt.

In den Kapitel 1.2.4 bis Kapitel 1.2.8 wird erkla@vte sich die ideale Zusammenset-
zung der Probe ergibt und warum man daraus diemé&sigebnisse fir die Polymeri-
sation des Lignosulfonats erhalt.

In Abbildung 7 sind die Ergebnisse der GPC Messaumd) in Tabelle 6 die Verande-
rung des Molekulargewichtes nach Ablauf der Polysmenung dargestellt. Alle weite-

ren Analysen werden mit dieser idealen Zusammeumsgtdurchgefuihrt.
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Abbildung 7: GPC Messung der idealen Laccaseprobe

Tabelle 6: Molekulargewichte der ideal zusammengetzten Probe

M, [g/mol] M, [g/mol] D
Kontrolle 1138 3826 3,4
Laccaseprobe 4018 22570 5,6

1.2.4Bestimmungen mit und ohne Mediator

Zum Vergleich der Wirkung des HBT-Mediators auf &elymerisation werden Ver-
suche bei einer Reaktionszeit von 4 Stunden mitalmme Mediator durchgeftihrt.

Die Zusammensetzung der Proben mit und ohne Mediaib der Kontrollprobe ist in
Tabelle 7 zu sehen. In Abbildung 8 sind die Ergebmider GPC Messungen darge-

stellt und die berechneten Molekulargewichte inéllzb3.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Proben
HBT Citrat- Laccase | Ligno- | Reakti-
puffer sulfonat | onszeit
Probe mit HBT 20 mM - 51U/ml| 1% 4h
Probe ohne HBT - - 51U/ml | 1% 4h
Kontrolle - - - 1% 4h
500 = \/ersuch mit HBT
450 ” = Versuch ohne HB
400 {\ N\ ﬂJ n —— Kontrolprobe
AT
2 JAVA
< 300 / V
S 250 I
: I I
(@]
2 200
< /W
150 / v \
100 } /
50 ﬁ} \ ‘
0 - T T T T T
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Retentionszeit [min]

Abbildung 8: Versuche mit und ohne HBT

Tabelle 8: Molekulargewichte der Proben mit und olne HBT

M, [g/mol] M, [g/mol] D
Kontrolle 997 3777 3,7
Probe mit HBT 1839 5796 3,2
Probe ohne HBT | 2264 9823 4,3
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Aus Abbildung 8 und Tabelle 8 ist zu erkennen, dissMediator HBT auf die Poly-
merisierung keinen allzu grof3en Einfluss hat, diiediator werden sogar hohere Mo-
lekulargewichte erreicit Beim Abbau von Lignosulfonat findet HBT als Mediat
jedoch sehr wohl Einsatz, da es wie in AbbildunigeSchrieben als Elektronentber-
trdger zwischen Laccase und Substrat fungiertjelddch eine Polymerisierung er-
wuinscht, reicht die Bildung von Radikalen an deref@Bche des stark verzweigten
Lignosulfonatmolekils aus.

Somit spielt HBT als Mediator eigentlich nur beinbl#au von Lignin eine wichtige
Rolle. Die Bildung von Radikalen im Inneren der hilg Moleklle durch HBT kann
aus sterischen Grinden fur eine Polymerisierungtrgenutzt werden. Daher resul-
tiert auch bei Verwendung von HBT ein niedrigeretglenes Molekulargewicht, da an
den Radikalen im Inneren des Molekiils ein Abbait si@mer Polymerisierung statt-
findet.

1.2.5Bestimmungen mit und ohne Citratpuffer

Bei der Verwendung des Citratpuffers ist das Zielss der pH-Wert im Bereich von
pH 5 wahrend des Verlaufs der Reaktion konstanbtlén diesem Bereich ist laut
Literatur die Laccaseaktivitat am groR&iEs soll hier gepriift werden, ob dies auf die

Polymerisierung ebenfalls einen Einfluss hat.

Die Variation der Zusammensetzung der Proben isalmelle 9 dargestellt.

Die Ergebnisse der GPC Messungen fur die Versudhand ohne Citratpuffer, bzw.
die Einstellung auf pH 5 beim Starten der Reaktismd in Abbildung 9 bis

Abbildung 11 und die Molmassen in Tabelle 10 bibdlle 12 dargestellt. Die Reakti-

onszeit aller Proben betréagt 4 Stunden.
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Tabelle 9: Zusammensetzung der Proben

HBT Citrat- | Laccase | Ligno- | Reaktions-
puffer sulfonat | zeit
Probe mit 20mM Puffer - 20 mM | 50 U/mi 10% 4h
Kontrolle mit 20mM Puffer | - 20 mM | 50 U/ml 10% Oh
Probe mit 10mM Puffer - 10 mM | 50 U/ml 10% 4h
Kontrolle mit 10mM Puffer | - 10 mM | 50 U/ml 10% Oh
Probe ohne Puffer - - 50 U/ml 10% 4h
Kontrolle ohne Puffer - - 50 U/ml 10% Oh
Probe mit pH 5 - - 50 U/ml | 10% 4h
= \/ersuch mit 200 mM
1200 Citratpuffer
/\ = \/ersuch mit 20 mM
3 1000 Citratpuffer
£ 8004 — Kontrolle fur Versuch mit
5 100 mM Citratpuffer
5 600 —— Kontrolle fiir Versuch mit 20
§ 400 A mM Citratpuffer
< S
200 -
0 —
14 16 18 20 22 24 26 28

Retentionszeit [min]

Abbildung 9: Versuche mit 20 und 100 mM Citratpuffer im Vergleich

Tabelle 10: Molekulargewichte der Proben mit untershiedlichen Pufferkonzentrationen

M, [g/mol] | My, [g/mol] | D
Kontrolle 20 mM | 1308 5323 4,1
Probe 20 mM 2866 15459 53
Kontrolle 100 mM | 1123 4273 3,8
Probe 100 mM 3383 18996 5,6
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Aus den erhaltenen Molekulargewichten ist deutiaherkennen, dass héhere Puffer-
konzentrationen zu einem hoheren Molekulargewithtén als niedrigere. Also umso
starker das Puffersystem, desto starkere Polyntiengm der Ligninmolekile erhalt
man.

Um zu klaren, ob ein starkes Puffersystem Uberhaofptendig ist um hohe Polyme-
risationsgrade zu erhalten, wird die Probe 100 miMemer Probe verglichen bei der
ganzlich auf den Einsatz eines Puffers verzichied.viDie Ergebnisse sind in Tabelle
11 dargestellt.

— Kontrolle: mit Citratpuffer
1200+ (100mM)
/\ = Versuch mit Citratpuffer
1000 (1200mM)
g —— Kontrolle: ohne
e 800 Citratpuffer
% 600 ==V ersuch ohne Citratpuff
/] | N
< Y N4 )
200 o
0 J : S

14 16 18 20 22 24 26 28
Retentionszeit [min]

Abbildung 10: Versuche mit und ohne Citratpuffer

Tabelle 11: Molekulargewichte der Proben mit und ohe Citratpuffer

M, [g/mol] | My, [g/mol] | D

Kontrolle 100 mM 1123 4273 3,8
Probe 100 mM 3383 18996 5,6
Kontrolle ohne Puffer | 1138 3826 3,4

Probe ohne Puffer 4018 22570 5,6
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Wird komplett auf den Einsatz des Citratpuffersziahtet resultieren eine grolRere
Zunahmen des Molekulargewichtes. Die bedeutet, des¥erwendung von Puffern
sogar kontraproduktiv wére. Auch wenn laut Literdtiaccasen in bei einem kon-
stante pH Wert von 5 hohere Aktivitdten aufweisshes im Falle der Polymerisie-

rung ausreichend, wenn die Laccasen nicht in iDgtimalbereich arbeiten.

—— Kontrolle: ohne pH Einstellu L

1200

10004 Versuch ohne pH Einstellung

== V\ersuch mit pH Einstellung

Absorption [mAU
(o)) (o]
o o
o o

N
o
o

200~

14 16 18 20 22 24 26 2§
Retentionszeit [min]

Abbildung 11: Versuche mit und ohne pH Einstellung

Tabelle 12: Molekulargewichte der Proben mit und ohe pH Einstellung

M, [g/mol] | My [g/mol] |D
Kontrolle 1138 3826 3,3
Probe 4018 22570 55
Kontrolle pH 5 | 1113 3769 3,3
Probe pH 5 4182 21729 52

Auch eine Erh6hung des pH Wertes mit NaOH am AnfdeigReaktion von pH 3,8
auf den Idealwert von pH 5 bringt in Bezug auf H@ymerisierung des Lignins keine
Vorteile. Man kann die Ergebnisse der Proben auzell@ 12 als gleich erfolgreich
ansehen.
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Zusammenfassend ist der pH Wert der Ligninlésunigdbe hier beschriebenen Ver-
suchen ideal, um maximale Funktion der Laccaseeazumerhalten. Fur gute Ergeb-

nisse in der Polymerisierung von Ligninen ist eéh3$8 vollkommen ausreichend.

1.2.6 Bestimmung der idealen Laccasekonzentration

Zur Bestimmung des Einflusses der Laccase werdem wsvschiedene Konzentration
getestet: 5,1 U/ml und 50 U/ml Laccase in der gésarRrobe. Die Reaktionszeit be-

tragt in beiden Experimenten 4 Stunden. Die Konztiohen aller anderen Kompo-

nenten wird in Tabelle 13 gezeigt.

Tabelle 13: Zusammensetzung der Proben

HBT | Citrat- | Laccase | Ligno- | Reakti-

puffer sulfonat | onszeit
Probe mit 5,1U/ml Laccase | - - 51U/ml | 1% 4h
Kontrolle 5,1U/ml Laccase | - - 51U/ml | 1% Oh
Probe mit 50U/ml Laccase | - - 50U/ml | 1% 4h
Kontrolle 50U/ml Laccase | - - 50U/ml | 1% Oh
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Abbildung 12: Versuch mit einer Laccaseaktivitat van 5,1 bzw. 50 U/ml

Tabelle 14: Molekulargewichte der Proben mit niediger und hoher Laccaseaktivitéat

M, [g/mol] M., [g/mol] D
Laccaseaktivitat 5,1 U/ml
Kontrolle 1258 3884 3,0
Probe 5,1 1938 8577 4,4
Laccaseaktivitdd0 U/ml
Kontrolle 1009 3838 3,8
Probe 50 2264 9824 4,3

Wie man aus Tabelle 14 erkennen kann, ist die Zmeahn Molekulargewicht bei

hoheren Laccaseaktivitaten starker. Die niedrigechseaktivitat von 5,1 U/ml ist

nicht ausreichend um eine 1%ige Ligninlésung valtisig zu polymerisieren. Fir alle

weiteren Reaktionsansatze wird somit mit einer haeaktivitat von 50 U/ml gearbei-

tet.
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1.2.7 Bestimmung der idealen Lignosulfonatkonzentration

Hierzu werden Proben mit den Konzentrationen va&®),2% und 10% Lignosulfonat

hergestellt und die Ergebnisse mit der Probe #fitLignosulfonat verglichen. Die

Reaktionszeit betragt bei allen Proben 4 Stunde®.génaue Zusammensetzung der
Proben ist in Tabelle 15 dargestellt. In Abbildut® und Abbildung 14 werden die
Ergebnisse der GPC Messungen gezeigt.

Tabelle 15: Zusammensetzung der 0,1 und 1%igen Ligmproben

HBT Citratpuffer |Laccase Lignosulfonat | Reaktions-
zeit
Probe 0,1 - 20 mM 5,1 U/ml 0,1% 4h
Probe 1 - 20 mM 5,1 U/ml 1% 4h
600 - — Kontrolle: 0,1% Lignin
oo /.\ = \ersuch mit 0,1% Lignin

D
o
o

— Kontrolle: 1% Lignin
=—Versuch mit 1% Ligni
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Abbildung 13: Versuche mit 0,1% und 1% Lignosulfonakonzentration
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Tabelle 16: Molekulargewichte der 0,1 und 1%igen Igninproben
M, [g/mol] M, [g/mol] D
0,1% Lignosulfonatkonzentration
Kontrolle 0,1 | 1745 2180 1,2
Probe 0,1 2649 5343 2,0
1% Lignosulfonatkonzentration
Kontrolle 1 1422 3406 2,3
Probe 1 2843 8309 2,9
Tabelle 17: Zusammensetzung der 1 und 10%igen Lignproben
HBT Citratpuffer |Laccase Lignosulfonat | Reaktions-
zeit
Probe 1 - - 50 U/ml 1% 4h
Probe 10 |- - 50 U/ml 10% 4h
— Kontrolle: 1% Lignin
1200 -
/\ = Versuch mit 1% Lignin
—- 1000
2 l \ ﬂ — Kontrolle: 10% Lignin
E. 800 S
s \_\f = Versuch mit 10% Ligni{
‘§_ 600 -
3
‘<?( 400 -
200 u/\
0 1 T T T T 1
14 16 18 20 22 24 26 28
Retentionszeit [min]

Abbildung 14: Versuche mit 1% und 10% Lignosulfonakonzentration
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Tabelle 18: Molekulargewichte der 1 und 10%igen Lgninproben

M, [g/mol] | M,, [g/mol] | D
1% Lignosulfonatkonzentration
Kontrolle 1 1138 3825 3,4
Probe 1 2257 4018 3,2
10% Lignosulfonatkonzentration
Kontrolle 10 1422 3406 2,3
Probe 10 2843 8309 2,9

Wie aus Tabelle 16 und Tabelle 18 zu erkennereigibt sich der hochste Polymeri-
sierungsgrad bei der hochsten Lignosulfonatkonagatr von 10%. Das Verhaltnis
von 50 U/ml Laccaseaktivitdt und einer Lignosulftiaazentration von 10%, liefert

in Bezug auf die Polymerisation die besten Ergedanis

1.2.8 Bestimmung der idealen Reaktionszeit

Nachdem Laccasen nach der Phase der Polymerisjemingem Abbau von Lignin
beginnen ist es wesentlich herauszufinden, wannMdasmum der Polymerisierung

erreicht wird. Daflr wird das Molekulargewicht eirferobe, mit der in Tabelle 19 an-

gefuhrten Zusammensetzung, nach jeweils 2, 4 urtst@dden berechnet.

Tabelle 19: Zusammensetzung der Probe fir die Zeitassung

HBT Citratpuffer

Laccase

Lignosulfonat

Reaktionszdt

Probe - -

5,1 U/ml

1%

2h, 4h, 24h
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Abbildung 15: GPC Messung nach unterschiedlichen Rektionszeiten

Tabelle 20: Anderung der Molekulargewichte mit zunémender Zeit

M, [g/mol] M, [g/mol] D
Kontrolle 1009 3838 3,8
2 Stunden 2148 9174 4,2
4 Stunden 2264 9824 4,3
24 Stunden 2129 10788 4,8

Aus Tabelle 20 kann man erkennen, dass die Polgatem bereits nach 2 Stunden
weitgehend abgeschlossen, aber in weiterer Folgle geringfiigig ansteigt. Dies lasst
sich anhand der deutlichen Verschiebung der Kunah links zu kiirzeren Retenti-
onszeiten leicht erkennen. Eine Verschiebung nais zeigt, dass grof3ere Molekiil-

fragmente vorhanden sind.
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Nach 4 Stunden jedoch beginnt das Molekulargewaarginken. Der Grund hierfir ist
der beginnende Abbau von Lignin durch die Laccase.

Der Beginn des Abbaus lasst sich auch gut aus ding 15 erkennen, da das Peak-
maximum, wenn man die Probe nach 4 und 24 Stundegieicht sehr deutlich ab-

nimmt.



POLYMERISIERUNG MIT PILZEN 32

2 Polymerisierung mit Pilzen

2.1 Einleitung

Fur die Polymerisation von Lignin mit Pilzen wurdewei verschiedene Arten ge-
wahlt. Eine Braunfaul&loephyllum trabeum und eine Weildfauldrametes pubes-
cens. Beide Pilze kommen in der Natur vor und sind dartden Abbau von Lignin
verantwortlich. Weil3faulepilze kbnnen Lignin vodlsdig abbauen, sodass es schluss-
endlich zur Entfarbung des Holzes kommt, nur diédeeCellulose tbrigbleibt, daher
auch der Name. Die Braunfaule schafft den vollsgiem Abbau von Lignin nicht, da
der Pilz die Cellulose angreift und abbaut und digsin somit als braunes Pulver
iibrigbleibt?’

Beim Abbau werden verschiede Enzyme (Laccase, MaRgaoxidasen, Lignin Pero-
xidasen,...) vom Pilz in das Medium abgegebenwdiger in das Lignin diffundieren
und somit eine oxidative Degradation katalysieMfeiters ist bekannt, dass der erste
Schritt des Abbaus mit einer Polymerisation vonningverbunden ist, was fur die
Versuche von Bedeutung ist. Die Enzyme l6sen zwst&ahe radikalische Polymeri-

sation aus, danach erst setzt der Abbau ein.

2.2 Durchflihrung der Pilzversuche

2.2.1Herstellung der Kultur

Von beiden Pilzstdimmen werden Arbeitskulturen aném Agar—Malz—Extrakt ge-

zlichtet. Die Konzentration liegt bei 50g Agar—M&ztrakt pro Liter Wasser. Nach
der Beimpfung werden die bebriteten PetrischaleBrmtschrank bei 28°C ausgebri-
tet. Um ein Austrocknen zu verhindern wird fur aishend Luftfeuchtigkeit gesorgt.

Nach 7 Tagen werden die voll bewachsenen Pilzplagtes dem Brutschrank heraus-
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genommen. Weiterhin werden sie im Kuhlschrank bereTemperatur von 7°C gela-

gert bis sie fur die Versuche eingesetzt werden.

2.2.2Inkubation mit Lignin

Fur die Durchfuhrung der Polymerisierungsversuche lognosulfonat wird eine

Nahrlosung mit einem pH Wert von 4,5 bendétigt. Biesent als Reaktionsmedium
von mit Lignosulfonat. Die genaue Zusammensetzugrgbeiden im Versuch einge-
setzten Nahrlésungen sind in Tabelle 21 dargesEsltwird eine stickstoffreiche und
eine stickstoffarme Nahrldsung hergestellt unddimfluss auf das Wachstum der Pil-

Ze untersucht.

Tabelle 21: Zusammensetzung des Nahrmediums pro leit Wasser

N - reiches Medium N - armes Medium
Glucose [g/1] 20 20
Pepton [g/l] 10 1
Magnesiumsulfat-heptahydrat [g/l] | 0,5 0,5
Hefeextrakt [g/1] 0,5 0,5

Die in Tabelle 21 beschrieben Komponenten werdegiriem Erlenmeyerkolben ver-
mischt und mit Wasser sterilisiert. Nun ist die Nasung fertig und es wird auf fol-
gende Art der Pilz und das Lignosulfonat hinzugegele eine Pilz-Agarplatte wird
mit 50 ml sterilem Wasser in einem Sterilmixer zWtal fur je 15 Sekunden gut ge-
mixt. Davon wird im Verhaltnis 1:20 Pilzsuspensiondie mit Nahrlésung bereitste-
henden Erlenmeyerkolben hinzu pipettiert. Mit eiddufolie abgedeckt werden die
Kolben im Brutschrank bei 28°C fir 7 Tage bebrutet.

Nach Beendigung der Wachstumsphase des Pilzed wgindsulfonat in 3 verschiede-
nen Konzentrationen von 0,1%; 1% und 10% zugegebafir wird es noch, zur Si-

cherstellung von sterilen Bedingungen, durch e#b um Celluloseacetatfilter in den



POLYMERISIERUNG MIT PILZEN 34

Kolben mit dem ausgebrteten Pilz hineinfiltriéte Reaktion von Lignosulfonat mit
dem Pilz wird Gber 2 Wochen lang beobachtet duegelmallige Probenahme und

Vermessung mittels GPC.

Weiters wurden in Vorversuchen verglichen, welchegddschiede es im Ligninabbau
gibt, bei Durchfiihrung der Versuche als Schittélkubeziehungsweise im Vergleich
dazu als Standkultur. Bei der Schiittelkultur bildgeh kleine Pilzkiigelchen. Bei der
Standkultur benetzt der Pilz die Oberflache desilted.

Die Ergebnisse bei den Versuchen als Standkultaeggen, dass sie nur in relativ
kleinem Malf3stab durchgefiihrt werden kénnen und ,ad&$s das sich bildende Luft-
mycel sehr empfindlich ist und beim Einspritzen dbgubauenden Lignins und auch
bei der Probenahme vorsichtig gearbeitet werdersmums es nicht zu beschadigen.
Bei dem Versuch in Schittelkolben ist von Vortdass die Handhabung sehr einfach
ist und sie auch zur Produktgewinnung im kleindviaf3stab genutzt werden kénnen,
somit sind auch groRere Ansatze moglich als beidkidturen. Alle weiteren in dieser

Arbeit beschriebenen Versuch werden daher als gdkuitur angesetzt.

2.3 Ergebnisse der Pilzversuche

2.3.1Bestimmung des geeigneten Nahrmediums

Fur die Bestimmung, ob sich ein stickstoffarmesr aliekstoffreiches Medium besser
auf den Pilz und somit auf den Grad der Polymeusig auswirkt, werden wie in
Tabelle 21 angefihrt, die Nahrmedien zusammendfedDeé Versuche wurden je-
weils mit Gloephyllum trabeum und Trametes pubescens durchgefiuihrt. In Abbildung
16 und Abbildung 17 sind die GPC Spektren und ib€lla 22 die Molekulargewichte

dargestellt, die man nach 2 Wochen ReaktionsZzedler
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Abbildung 16: Gloephyllum trabeum: Vergleich des N-armen und N-reichen Mediums
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Abbildung 17: Trametes pubescens. Vergleich des N-armen und des N-reichen Mediums
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Tabelle 22: Molekulargewichte der Proben im N-arma und N-reichen Medium

M, [g/mol] M., [g/mol] D

Kontrolle 709 1207 1,7
N-armes Medium

Trametes pubescens | 1703 6733 3,9
Gloephyllum trabeum | 1044 2576 2,4
N-reiches Medium

Trametes pubescens | 1098 1515 1,4
Gloephyllum trabeum | 1165 3178 2,7

Wie aus Abbildung 16 und Abbildung 17 zu erkenngn ergibt das stickstoffarme
Medium gunstigere Bedingungen im Hinblick auf dielynerisation mit dem Pilz
Trametes pubescens als das stickstoffreichere. Das ist auch sehrlidauan den be-
rechneten Molekulargewichten zu erkennen.

Weiters kann lasst sich zeigen, dass eine Polymerigy und auch ein Abbau von
Lignin mit Gloephyllum trabeum kaum mdglich ist. Ein Grund daftir ist, dass e# sic
bei diesem Pilz, wie vorhin beschrieben um Brauleffnandelt, die das Lignin nicht
direkt angreifen kdnnen. Weiters kann auch die inigonzentration fir diesen Pilz zu

hoch sein, sodass keine wesentliche Polymerisiezumaicht werden kann.

2.3.2Bestimmung der idealen Reaktionszeit

Zur Ermittlung der geeigneten Reaktionszeit umhdiehste Polymerisierung zu erhal-
ten werden die Proben vom Pilz Trametes pubesaaeis h und nach 2 Wochen ver-

messen und miteinander verglichen. In Abbildungib@ die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 18: Trametes pubescens: nach 1 bzw. 2 Wochen Reaktionszeit

Aus den berechneten Molekulargewichten aus TaliZ8leist deutlich zu erkennen,
dass die ideale Reaktionszeit 1 Woche betragt. émist bereits eine Polymerisie-

rung des Lignins durch den Pilz gegeben. Nach 2Rh&fedindet bereits der Abbau

Tabelle 23: Molekulargewichte nach 1 und 2 WocheReaktionszeit

M, [g/mol] M, [g/mol] | D
Kontrolle 709 1207 1,7
Probe nach 1 Woche | 2247 8457 3,8
Probe nach 2 Wochen | 1703 6733 3,9

von Lignin statt.

Betrachtet man Abbildung 18 kommt man zum gleicBegebnis, dass die ideale Re-
aktionsdauer 1 Woche betragt. Das Peakmaximum dereknach 2 Wochen ist viel

kleiner als das Peakmaximum nach 1 Woche, wasiedegtiger Nachweis ist, dass

der Abbau von Lignin bereits begonnen hat.
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Fur die weiteren Analysen wird somit nur das dufcametes pubescens modifizierte

Lignin nach einer Woche Reaktionsdauer verwendet.

2.3.3Bestimmung der geeigneten Ligninkonzentration

Um die geeignete Konzentration an Lignin in deeflikpension zu ermitteln, werden
Versuche mit einer Ligninkonzentration von 0,1% ufd in stickstoffarmen Medium

gestartet und ebenfalls die Polymerisation tGberotWg beobachtet.

g
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Abbildung 19: GPC Messung der 0,1%igen Ligninprobe
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Abbildung 20: GPC Messung der 1%igen Ligninprobe
Tabelle 24: Molekulargewichte der 0,1 und 1%igen Igninprobe
M, [g/mol] M, [g/mol] | D
0,1% Lignin
Kontrolle 569 779 1,6
0,1% Probe 654 1034 1,4
1% Lignin
Kontrolle 1009 1267 1,3
1% Probe 2227 8471 3,8

In Abbildung 19 ist deutlich zu erkennen, dass RBleaks der Kontrolle und die der

modifizierten 0,1%igen Ligninprobe die gleiche Gdishaben, nur die Gesamtabsorp-

tion ist deutlich gesunken. Die ist darauf zuridkiwen, dass bereits ein Abbau des

Lignins stattgefunden hat, jedoch nicht wie erwimgmolymerisiert wurde. Diese Er-
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gebnisse sind auch in Tabelle 24 bestatigt: dagengitMolekulargewicht ist im Ver-
gleich zur Kontrolle nahezu unveréandert.
Bei der Reaktion mit 1% Ligninkonzentration gibteise Verschiebung der Kurve in

Richtung kurzerer Retentionszeiten, daher ein Zinwvan hohermolekularen Anteilen.
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3 Analytik

3.1 OH-Messung

Zur Bestimmung der Hydroxylgruppen wird das Reageoln Ciocalteus (FC) ver-
wendet. Durch dessen Reaktion mit den OH Gruppehnigmnmolekul ist es moglich
aufgrund von Messung der Intensitat der Farbe aotofteter, auf den Gehalt an OH-
Gruppen zu schlieRef.

Das FC Reagenz wird 1:1 mit destilliertem Wassedinent. Davon werden 1,5 ml
gemeinsam mit 0,5 ml der Ligninproben gemischt tBdnl destilliertes Wasser zu-
gegeben. Diese Mischung wird 8 Minuten stehengetasAnschlieRend werden in
einem 25 ml Messkolben zu dieser 5 ml 20%ige Natcarbonatlésung hinzugeflugt
und mit destilliertem Wasser aufgefullt.

Fur 2 Stunden wird diese Mischung stehengelassesctfie3end erfolgt die Farb-
messung am Photometer bei einer Wellenlange vonnie0 Die Mittelwerte der
Messwerte sind in Tabelle 25 dargestellt. Mithilfen Gleichung 2 wird der OH-
Gruppengehalt berechnet.

Zur Kalibration wird eine Vanillinlésung bekannt€onzentration vermessen und an-
schliel3end die Steigung aus der Geradengleichubgilghing 21) berechnet und ab-
gelesen. Die Steigung betragt 7,76.
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Abbildung 21: Kalibrationsgerade

Gleichung 2: Gleichung zur Berechnung der OH-Konzetration

o= Abs f
k m

c... Konzentration [mmol/g Probe]
Abs... Absorption [-]

K....... Steigung = 7,76 [I/mmol]
foo. Verdunnungsfaktor [ml]

m...... Probenmasse [mg]

Nachdem Gleichung 2 fur die Absorption in einermi dicken Klvette gegeben ist,
aber die Versuchsreihe mit einer 0,5 cm Kuvetteclogefihrt wird, missen die Er-

gebnisse zum Schluss mit dem Faktor 2 multipliziertden.
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Tabelle 25: Photometermesswerte und Ergebnisse d&H-Bestimmung

m [mg] Absorption [760 nm] | f [ml] ¢ [mmol/g]
Kontrollprobe | 514,9 1,5465 2500 1,936
Pilzprobe 35124,4 0,5765 89250 0,378
Laccaseprobe | 3992,7 1,2875 2500 0,209

Aus Tabelle 25 ist zu erkennen, dass die Konzeotrater OH-Gruppen sowohl bei
den mit Laccase polymerisierten Proben als auclkldrimit Pilz polymerisierten Pro-
ben stark gesunken fst.

Da durch Polymerisierung mit dem Pilz auch andereyfhe auf das Lignin einwirken
und nicht nur das reine Laccaseenzym liegt die Kotration an OH-Gruppen am En-
de ein wenig hoher.

Schlussendlich ist der Unterschied jedoch so gerdass beim Abbau der OH-
Gruppen, sowohl die Laccasepolymerisation als aliehilzpolymerisation als geeig-

net angesehen werden kénnen.

3.2 SO3-Titration

Die Bestimmung des Gehalts an Sulfonséduregruppbgemittels konduktometri-
scher Titratiorf? Hierzu muss zunéachst mithilfe eines lonentausctiassMagnesiu-
mion aus dem Magnesiumlignosulfonat entfernt weralamit die Sulfonsauregrup-
pen freiliegen und gemessen werden kénnen.

Als lonentauscher wird Amberlit IR-120 verwendeteger wird einige Male mit Was-
ser gespult bis die rosa Verfarbung des Wasselgptssen hat. Von den Ligninpro-
ben (aus den optimierten Versuchen mit Pilz undchae) und auch von der Original-
probe wird 1 g genommen und in 25ml Wasser aufgjeiisschlie3end wird dies zum
lonentauscher dazugemischt. Diese Mischung wirdfiStunden bei Raumtempera-
tur geruhrt. Danach wird der lonentauscher aléiitriDie wassrige Ligninlésung wird
am Rotavapor so weit eingeengt, dass das geworlignmpulver zur Titration he-
rangezogen werden kann.
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Zur Titration werden 0,3 g dieser Ligninprobe im03%l einer 0,001M NaCl Lésung
aufgelost und mit 10 ml einer 0,1M HCI versetzt.r Oérant ist eine 0,1M NaOH.
Deren Verbrauch wird bestimmt und in ein Diagramimgetragen (Abbildung 22).
Der erste Knickpunkt A in der Kurve entspricht d&whalt an Sulfonsauregruppen in
der Ligninprobe. Der zweite Knickpunkt, der Endpuik beschreibt den gesamten
Sauregehalt, d.h. Sulfonsaure- und Carboxylgruppemechnet wird der Gehalt in
beiden Fallen nach Gleichung 3. In Tabelle 26 siiedVessergebnisse und in Tabelle

27 die Ergebnisse der Berechnung dargestellt.

1 —e— Kontrollprobg

\ Piizprobe
%) 0.9 —4— Laccaseprobe
£ os- |
3 2
= 0.7 1 /
<
8 0.6- .
©
— 0.5

0.4
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 P0
Verbrauch NaOH [ml]

Abbildung 22: Titrationskurven zum Ablesen der Knickpunkte A und B aller Proben

Gleichung 3: Formel zur Berechnung der Sulfonsauregippenkonzentration
0] = AIM, -V [M,
W

[SG;] Sulfonsauregruppenkonzentration [mmol/kg] bz8Of,+COOH]

A. erster Endpunkt der Titration [ml] bzw z&eiter Knickpunkt der Titration [ml]
M;... Molaritat der NaOH []

Mo....... Molaritat der HCI []

V... HCI Volumen [ml]

W...... Gewicht der Probe [kg]
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Tabelle 26: Messwerte der Titration

W [kg] A[mI] [Mq[moll] [M,[mol] [V[m] [B[ml]
Kontrolle |0,3023*10° |14 0,1033 0,097 10 18
Laccase |0,2615*10° |13 0,1033 0,097 10 16,5
Pilz 0,3011*10° | 13,5 0,1033 0,097 10 16

Tabelle 27: Ergebnisse der Titration

Sulfonsaurekonzentration

Gesamtkonzentration an

[mmol/kg] Sauregruppen [mmol/kg]
Kontrollprobe | 1580 2940
Laccaseprobe | 1430 2810
Pilzprobe 1410 2270

Wie aus Tabelle 27 zu sehen, hat die KonzentraterSulfonsauregruppen durch die
Polymerisierung des Lignosulfonats mit Pilz alsfanat Laccase abgenommen. Inte-
ressant ist auch, dass durch den Pilz und die sacd® Sulfonsauregruppen in etwa

gleich stark reduziert werden. Ist das Ziel denf@saureanteil zu senken, spielt es

also kaum eine Rolle, ob dies mit dem Pilz odend&case erreicht wird.

Bei den Ergebnissen fur den gesamten Saureantdib(Saure- und Carboxylgrup-
pen) ist zu erkennen, dass die Pilzprobe viel mede Werte als die Laccaseprobe
aufweist. Dies kann entstanden sein, da bei dgmi&isierung mit dem Pilz nicht nur

die wirksame Laccase, sondern eine Vielzahl anrandénzymen vorhanden ist, wel-

che die Carboxylgruppen abbauen kénnen.
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3.3 FT-IR Analyse

In der Polymerchemie stellt die Fourier-Transfolora-Infrarotspektroskopie eine
vielseitige und weit verbreitete Analysemethode @arch FT-IR kdnnen je nach ge-
wahltem Wellenbereich verschiedene stark polargp@n, wie zum Beispiel Carbo-
xyl- oder Hydroxylgruppen, an einem Molekiil gut hgewiesen werdef.

Fur die Durchfihrung der Messung werden KBr Pregsli hergestellt. Das Mi-
schungsverhaltnis von Kaliumbromid zur Ligninprabetragt 100:1, es werden 300
mg KBr mit 3 mg Ligninprobe gut verrieben und fuiVEnuten unter einer Last von
2 t verpresst.

Anschliel3end erfolgt die Messung auf einem PerkmeE System 2000 FT-IR und
die Aufnahme des Spektrums in einem Wellenlangasitierzwischen 600 ¢t und
4000 cnf.

Kontrolle

T [%]

Laccase

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Wellenlinge [em”(-1)]

Abbildung 23: FT-IR Spektrum der Laccase und Pilz nodifizierten Probe
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Tabelle 28: Ergebnisse der FT-IR Analyse
Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak4 Peak5
[cm™] [cm™] [cm™] [cm™] [cm™]
Kontrolle | 3401,86 1613,61 1511,96 1461,52 1039,02
Laccase |3416,83 1645,96 1509,49 1460,80 1039,48
Pilz 3417,49 1624,54 1515,21 1461,68 1040,34
O-H C=0 Aromat. C-H Aromat. C-H
Streck- Schwingung | Skelett- Deformations-| Deformations-
schwingung schwingung | schwingung | schwingung

Die in Abbildung 23 nummerierten Peaks sind in Ti@b28 detailliert aufgelistet und
den zugehdrigen Schwingungen zugeordnet. Uber &lfedlenlange von 1600 ¢
sind deutlich die Peaks 1 und 2 zu erkennen, dieGibonyl- bzw. Hydroxlgruppen
zugeordnet werden konnen. Es ist eine leichte Wendterung des Peaks der O-H-
Streckschwingung zu sehen, was moglicherweiseawid durch andere Analyseme-
thoden gezeigt, auf eine Reduktion an Hydroxylgarphinweist.

Der Bereich unter 1510 chbeschreibt den aromatischen Anteil von Lignin. &ut-
licher Unterschied zwischen dem nicht modifiziertagnin und dem mit Pilz und

Laccase modifizierten Lignin ist bei Peak 3 zu arlen, welcher deutlich abnimmt

3.4 Simultane thermische Analyse (STA)

Unter der Simultanen Thermischen Analyse verstaedn gine Kombination aus TGA
(Thermogravimetrische Analyse) und DSC (Dynamisdhi&ferenz Kalorimetrie)
Messungeni® Durch die Durchfilhrung beider Messungen an eineréGmit nur ei-
ner einzigen Messung erhélt man vergleichbare wncekerbare Ergebnisse, da glei-
che Messbedingungen herrschen und auch unterschiedrobenpréaparation ausge-

schlossen ist. Dadurch ist die VergleichbarkeitEigrebnisse gegeben.
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Die Durchfiihrung erfolgt auf einem Geréat der FilNetzsch. Die wichtigsten Gerate-

einstellungen und Parameter sind in Tabelle 29féhge

Tabelle 29: Gerateeinstellungen und Parameter beiedt STA Messung

Probenmasse [mg] | Kontrolle | 8.1 mg

Laccase 10.5 mg

Pilz 9.8 mg
Tiegelmaterial Aluminium, ohne Deckel
Atmosphare Helium
Heizrate [K/min] 10

Temperaturprogramm 1. Aufheizen: von Raumtemperatur bis 120°C
2. Aufheizen: von -100°C bis 400°C

Fiur die STA Messung werden die Proben nach deri@hag mit dem lonentauscher
verwendet. Zur Vorbereitung werden sie fur 3 TageTrockenschrank gelagert, an-
schlieRend erfolgt die Messung.

Beim ersten Aufheizen von Raumtemperatur auf 128iWeicht das Wasser aus den
Proben. Nach dem anschlielRenden Abkthlen auf -100f@er Massenverlust durch
langsames Aufheizen auf 400°C beobachtet.

Zur Bestimmung des Glastubergangs wird von der D8@/é&die erste Ableitung ge-
bildet und die auftretenden Peaks naher betradHtetbei ist in allen 3 Proben sehr
deutlich an je 2 Stellen ein eindeutiger Peak kemmen. Dieser wird ausgewertet und
die Temperatur im Glasibergang berechnet. Die Bragre sind in Abbildung 24
zusammengefasst und die Ergebnisse fur die Glagaihgstemperatur in Tabelle 30

dargestellt.
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Abbildung 24: Ergebnisse der DSC Messung

Tabelle 30: Glasiibergangstemperaturen

Glasubergangstemperatur
[°C]

Kontrolle | 156

Laccase 165

Pilz 160

Bei dem ersten angezeigten Temperaturbereich inld\big 24 handelt es sich nicht
um einen Glasibergang. Bei dieser Temperatur ecitriin allen Proben niedermo-
lekulare Begleitstoffe. Der Glasliibergang aller Rrobegt zwischen 156 und 165°C.
Es lasst sich gut erkennen, dass bei der Laccdsepirad der Pilzprobe die Glastber-
gangstemperatur eindeutig héher ist als bei deprimnglichen Ligninprobe. Dies ist

darauf zurickzufuhren, dass die Laccase- und Bitipeinen hoheren Polymerisati-
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onsgrad aufweisen und starker vernetzt sind. Wherscurch SEC Messungen nach-
gewiesen besitzt die mit Laccase modifizierte Preimen héheren Glastibergang als
die durch den Pilz modifizierte Probe, was wiedegigt, dass durch Laccase viel

hohere Polymerisationsgrade erreicht werden koénnals durch Pilze.
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4 Hydrophobierung von Lignosulfonat

Mdchte man Ligninverbindungen als Bitumenersatzdbafv. als Beimischung zum

herkdmmlichen Bitumen verwenden, ist zu beachtassdliese dauerhaft der Witte-
rung ausgesetzt sind. Lignosulfonat weist jedocdle sehr gute Loslichkeit in Wasser
und anderen organischen Losungsmittel auf. Funéli®erGruppen wie Sulfonsaure-,
Hydroxid- und Carboxylgruppen tragen zu diesem ¥kem bei. Daher ist unter ande-

rem die Hydrophobierung des Ligninmolekils von Inewer Bedeutung.

Da das Ligninmolekul sehr grol3 ist und eine komgl&kruktur aufweist, ist die ldee
nur die Randgruppen durch hydrophobe Molekiilteileersetzen. Somit entsteht die
Struktur eines Mycels: der dufRere Molekiilteil ydtophob, der Innere hydrophil.
Dieses Funktionalisieren des Ligninmolekiils solt mio-Grafting erfolger’? Bio-
Grafting bedeutet, dass das Einbringen von funktien Gruppen mithilfe von Enzy-
men erreicht wird. Der Mechanismus hierbei besg&etitder Bildung von Radikalen.
Das Laccaseenzym soll im Ligninmolekil und dem Molemit den hydrophoben
Randgruppen Radikale erzeugen und somit eine \Vidubimp beider erméglichen. In
Abbildung 25 ist das Reaktionsschema dargestels. Molekil mit hydrophoben
Randgruppen wird die Verbindung-[(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl) methyl] nona-

namide (kurz: Nonivamid) gewahlt.

hydrophob

hydrophil \/\/\/\J\
0
? + Laccase N h
Lignin + \/\/\/\)\N/\@[O\ :>
H
OH

Abbildung 25: Reaktionsschema Bio-Grafting mit Nonvamid



HYDROPHOBIERUNG VON LIGNOSULFONAT 52

Um besser verfolgen zu kénnen wie gut das Nonivamiddem Lignosulfonat rea-
giert, wurde das Nonivamidmolekil radioaktiv marki&omit kann am Ende der Ver-
suchsreihen erkannt werden, ob die Reaktion vomdsglfonat mit Nonivamid er-

folgreich war.

4.1 Durchfihrung der Hydrophobierung

Alle in Tabelle 31 erwéhnten Komponenten werderem&nder vermischt und durch
Zugabe von Laccase wird die Reaktion gestartet.deir weiteren Reaktionsverlauf
werden die Reaktionsansétze zur gleichmalRigen Inischung aller Inhaltsstoffe auf

einen Schittler (200 r/min) bei Raumtemperatur @@5estellt.

Tabelle 31: Reaktionsansatz fir die Hydrophobierung

Chemikalie Endkonzentration Probe | Endkonzentration Kontrolle
Ethanol 42% 42%

Natriumacetatpuffer | 140 mM 140 mM

*C Nonivamid 1,2 mM 1,2 mM

Nonivamid 4,8 mM 4,8 mM

Lignosulfonat 1% -

Laccase 5 U/ml -

Gesamtmenge 0,25 ml 0,25 ml

Nach 24 Stunden Reaktionszeit wird in der Probebe#tunlicher Niederschlag beo-
bachtet. Der Theorie nach sollte es sich hierbeidashhydrophobierte Lignosulfonat
handeln. Auch in der Kontrollprobe ist eine weiRécTriibung zu erkennen. Zur Uber-
prifung wird jede Probe zentrifugiert und der Niesdllag abgetrennt. Der klare
Uberstand wird zu den weiteren Messungen herangezdg nachsten Schritt wird
mit Natriumhydroxid ein pH von 12 eingestellt. Dalatsteht eine Tribung, welche

erneut abgetrennt wird.
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Anschlie3end wird die GPC Messung mit @5 njektionsvolumen gestartet. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 26 dargestellt. Jedeb®mwird flir 1 Stunde vermessen
und gleichzeitig in einem Abstand von 30 Sekunderbén zu je 0,5 ml aufgefangen.
Jede der gesammelten Fraktionen wird mit 1 ml Slembdnscocktail versetzt und ist

somit bereit zur Radioaktivitatsmessung (Ergebnigdmildung 27). Die Messdauer
je Fraktion betragt 5 Minuten.

4.2 Ergebnisse der Hydrophobierung

— Probe
300

Kontrolprobe

A .

15 20 25 30 35 40 45 50 55 g0
Retentionszeit [min]

Abbildung 26: Ergebnisse der GPC Messung
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Abbildung 27: Ergebnisse der Radioaktivitdtsmessung

Bei der Radioaktivititsmessung wurde eine Gesaiotmftivitat im Uberstand der
Kontrollprobe von 8900 dpm gemessen, bei der PeibeNVert von 220 dpm. Insge-

samt war in beiden Féllen der Ausgangswert beimt 8&a Versuche 16900 dpm.

4.3 Interpretation der Ergebnisse

Das die Kontrollprobe am Ende des Versuches nun eate Radioaktivitdt von 8900
dpm aufweist, mag daran liegen, dass zwei Mal imféaer Durchfiihrung eine weif3-
liche Tribung aufgetreten ist, welche abfiltrieerden musste. Dadurch kann auch
ein Verlust an radioaktivem Material entstanden.sei

Weiters sind wéahrend der GPC Messung Druckschwaggtuaufgetreten, welche das
Ergebnis moglicherweise auch beeinflusst habemlédeeise sollte man vor weiteren
Versuchen Uberlegen, ob es hier nicht zu Wechdalwgen zwischen dem Séulenma-
terial und dem Nonivamid gekommen ist. Um dies hezafinden wére es notwendig

ebenfalls die Niederschlage der Probe und der Kipitobe aufzuarbeiten und die
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Messergebnisse von Niederschlag und Uberstand rmmiren. Dies war jedoch im

Rahmen dieser Arbeit nicht mehr moglich.

Im Vergleich der Kontrollprobe zur Probe ist jedagh deutlicher Unterschied zu er-
kennen, was daraus schlie3en lasst, dass eineidtedkis Lignosulfonats mit Noni-

vamid stattgefunden hat. Der Messwert der Radioiéktider Probe von 220 dpm ist
im Verhaltnis zur eingesetzten Anfangskonzentration 16900 dpm relativ klein. Es

wird sich hierbei um Reste von Nonivamid handelm wicht vollstandig reagiert ha-

ben. Auch aus der GPC Messung (siehe Abbildungkd6h man erkennen, dass im
Uberstand der Probe noch Lignin vorhanden ist.

Um weiter Klarheit zu bekommen ist auch ein groRénesatz von Bedeutung. Der

Niederschlag kdnnte somit auch einer Kontaktwimiedsung unterzogen werden. Bei
einem gemessenen Winkel Uber 90° kann man hieeirar erfolgreichen Hydropho-

bierung ausgehen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Ideg/dpHobierung erfolgreich zu

sein scheint, jedoch die noch offenen Fragen dweaitere und genauere Versuchsrei-
hen zu klaren sind.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Polymerisation Lignosulfonat der Firma
Lenzing untersucht. Durchgefihrt wurden die Polysagionen mit Laccase und Pil-
zen im Vergleich und mittels GPC Analysen die Mads®& bestimmt. Nach der Be-
stimmung der geeigneten Versuchsparameter wurdetereseAnalysemethoden ge-

wahlt, um die Abnahme an Hydroxyl- und Sauregruppeaeigen.

Polymerisation mit Laccase

Bei den Polymerisierungsversuchen mit Laccase wuvegschiedene Parameter wie
Laccasekonzentration, Ligninkonzentration, Realszeit, und die Wirkung von Cit-

ratpuffer und HBT-Mediator ausgetestet. Die Beilutej der Polymerisation erfolgte

mithilfe der Bestimmung der Molmasse aus GPC-Arelys

Es wurde festgestellt, dass der Einsatz von HBThéeiallzu groRen Einfluss auf die
Polymerisierung ausubt. Die Bildung an RadikalerdanOberflache der Ligninmole-

kile durch das Laccaseenzym reicht aus, um eingrfeoisierung zu erhalten. HBT

spielt daher erst eine wichtige Rolle, wenn es em Abbau des Lignins geht.

Weiters wurde zur Konstanthaltung des pH Wertesrarithder Reaktion der Einfluss
von Citratpuffer untersucht. Zunéchst wurde fedtgjitsdass sich hdhere Pufferkon-
zentrationen positiv auf die Polymerisierung aukeir. Im Vergleich jedoch zum un-
gepufferten System war deutlich zu erkennen, dase €itratpuffer noch hohere Po-
lymerisationsgrade erreicht werden kdnnen.

Da Laccasen in der Lage sind Lignin vollstandiguddamien war die Bestimmung der
idealen Reaktionszeit ein wichtiger Punkt. Am Argatter Reaktion werden Lignine

von Laccase polymerisiert, danach erst setzt ddraAkein. Nach 2 Stunden Reakti-
onszeit konnte man erkennen, dass die Polymensatbon fast vollstandig abge-
schlossen war, aber in weiterer Folge noch gergigféanstieg. Somit wurde eine idea-
le Reaktionszeit von 4 Stunden ermittelt, ab digsarein Abbau deutlich bemerkbar.

Hinsichtlich Lignosulfonat und Laccasekonzentratraurde festgestellt, dass sich ho-

here Konzentrationen beider Komponenten positivdaeifPolymerisation auswirken.
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Somit wurden 10% Lignosulfonat in Kombination miher Laccaseaktivitat von 50

U/ml eingesetzt.

Zur weiteren Analyse wurde die Anderung der Hydtoxyd Sauregruppen im Laufe
der Polymerisation gemessen. Die Bestimmung derrdxytkonzentration erfolgte
mithilfe des Folin Ciocalteus Reagens. Die Sulfomsaund Carbonylgruppen wurden
durch konduktometrische Titration ermittelt.

In Tabelle 32 sind die Ergebnisse der Polymerisaliei idealen Parametern darge-
stellt.

Tabelle 32: Zusammenfassung der Polymerisation durcLaccase

M, My D OH- SOs-
[g/mol] | [g/mol] Gruppen | Gruppen

[mmol/g] | [mmol/g]

Nicht modifiziertes | 1138 3826 3,4 1,936 1,58

Lignosulfonat

Mit Laccase polymeri-| 4018 22570 | 5,6 0,209 1,43

siertes Lignosulfonat

Polymerisation mit Pilzen

Bei der Polymerisation mit Pilzen wurde zuné&chst\lirkung vonGloephyllum tra-
beum mit Trametes pubescens verglichen. Durch die Braunfaul& oephyllum trabeum
konnte Lignin nicht polymerisiert werden. Somit \@en alle weiteren Versuche zur
Bestimmung der idealen ReaktionsparameteiTnainetes pubescens durchgefihrt.

Bis zu einer Reaktionszeit von 1 Woche in einemkstoffarmen Medium wurde ein
Anstieg der Polymerisation beobachtet, danacheselt Abbau des Lignins ein. Bei
der Ermittlung der geeigneten Ligninkonzentratiourde festgestellt, dass bei einer
Ligninkonzentration von 1% die besten Polymeriset@rgebnisse erzielt werden kon-

nen.
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Abschlie3end wurden auch hier Hydroxyl- und Saurpgen vor und nach der Poly-

merisation bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tal#Belargestellt.

Tabelle 33: Ergebnisse der Polymerisation durch Pik

M, M. D OH- SOs-
[g/mol] | [g/mol] Gruppen | Gruppen
[mmol/g] | [mmol/g]
Nicht modifiziertes | 1009 1267 1,3 1,936 1,58
Lignosulfonat
Mit Pilz polymeri- | 2227 8471 3,8 0,378 1,41
siertes Lignosulfonat

Vergleich der Polymerisation durch Laccase und Pilz

Vergleicht man die Ergebnisse der Molmassen vorcdse und Pilz polymerisiertem
Lignin, so ist zu erkennen, dass die Polymerisatiorch Laccase zu hoheren Mol-
massen fuhrt. Weiters ergibt die Laccasepolymeoisahinsichtlich Hydroxylgrup-
penkonzentration geringere Werte. Bei der Sulforedéanzentration werden ahnliche
Ergebnisse sowohl durch Laccase- als auch durzpddmerisation erzielt.

Weiters ist die Durchfiihrung der Laccaseversuchslide einfacher. Auch die kirze-
re Reaktionszeit und der Einsatz hoherer Ligninkotratrationen sind bei Laccase-

versuchen von Vorteil.

Hydrophobierung

Da es sich bei Lignosulfonat um ein hydrophiles &kal handelt wurden Versuche
gestartet um dieses zu hydrophobieren. Als Prinzigde Bio-grafting gewahlt. Daftr
wurde mit Hilfe von Laccase, Nonivamid als hydropédrandgruppe auf die Oberfla-
che des Ligninmolekuls aufgebracht.

Um sicherzustellen, dass es sich beim wéahrend @esuthes ausgefallten Feststoff

um hydrophobes Lignin handelt wurde Nonivamid ra#ltoy markiert. Somit konnte
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die Radioaktivitat des Uberstandes tiber dem Nietikrg vermessen werden. Hierbei
wurden nur geringe Werte fir die Radioaktivitattdestellt, was zeigt, dass die
Hydrophobierung erfolgreich war Um aber genauerssagen treffen zu kénnen sind

weitere detaillierte Versuche notwendig
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Chemikalienliste

ABTS (4mM Azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfofigre); (A1227 Sigma-Aldrich)
Malz Extrakt Agar (Fluka)

Amberlit IR-120 (Sigma Aldrich)

Citronensauremonohydrat (Fluka)

D-Glucose Monohydrat (Fluka)

Folin Ciocalteus Phenol Reagen (Sigma Aldrich)

Gloephyllum trabeum CBS 900.73

HBT 1-Hydroxybenzotriazole Hydrate (Fluka)

Hefeextrakt (Fluka)

Kaliumbromid

Kupfersulfat (Fluka 61240)

Laccase (Filtrat vofirametes pubenscens (CBS 696.94),Aktivitat 422 U/ml)
Magnesiumlignosulfonat: Abfallprodukt aus dem Salifschluss (Firma Lenzing)
Magnesiumsulfat-heptahydrat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Nonivamid, N-Vanillylnonanamid (Sigma-Aldrich)

Pepton 70174, Pepton 82962 (Fluka)

Phosphorsaure 85%

Salzsaure (Sigma-Aldrich)

Scintillationscocktail : Emulsifier Safe, OptiPhgséliSafe 3" (Perkin Elmer)
Trametes pubescens (MB89) CBS 696.94
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Material, Gerate

Autoklav (Cetro Clav) Typ CV-EL 10LI12L

Celluloseacetat Filtgfiwaki Glass);0,45:m; 25 mm, steril, 5,3 kg/chMaximaldruck

FiltrationsmembrafPALL Centramate); SUPOR TFF 0,45; OMEGA

FT-IR (Perkin Elmer System 2000)

STA (DSC- und TGA-Messungen) Analyse-Apparatur vonziielt (STA 449 F1 Ju-
piter)

GPC MessungerHPLC 1200, Eluent: 10 mM NaOH, Laufmittelflu? 2/min
Saule: TOSH, TSKgel (PW Series, 1 Vorsaule,1 Hawpés Packungsmaterial: Poly-
metacrylat), Druck: 55 bar, Detektor: DAD (DiodergarDetektor)




LITERATURVERZEICHNIS 62

Literaturverzeichnis

1 http://www.bgfa.ruhr-uni-bochum.de/publik/infd@2bitumen.php;30.06.2014.
http:// www.bitumen-gestein.de/2_Einflussgr%FaZeD.html; 30.06.2014.

3 Redelius, P.; Asphaltenes in Bitumen, What TAsyand What They Are Not;
Road Materials and Pavement Design; Vol 10,Is4.2009.

4 http://www.bp.com/de_de/germany/Produkte-und#ses/bp-

bitumen/produkte-und-anwendungen/wissenswertesistdstumen.html;

15.06.2014.

5 http://de.wikipedia.org/wiki/Bitumen; 30.06.2014

6 Fengel, D.;Wegener, G.; Wood: Chemistry, Ulmagure, Reactions; De
Gruyter; Berlin-New York 1984.

7 Sarkanen, K. V.; Ludwig, C. H. (edsbignin, Occurence, Formation, Struc
ture; Wiley-Interscience, New York 1971; pp45,66,75.

8 Nimz, H. H.; Tutschek, RHolzforschung 31; 1977; 101-106.

9 Saake, B.;Lehnen, RLignin; Institut fir Holzchemie; Bundesforstanstalt fur
Forst- und Holzwirtschaft; Hamburg.

10 Euring, M.; Einsatz von mediatoren bei der ematyschen Aktivierung der fa
sereigenen Bindekrafte zur Herstellung von enzyoagdenen, bindemittelfrei
en Holzwerkstoffen; Dissertation 2008; Georg-Auguriversitat Gottingen.

11 Freudenberg, K.; Neish, A. C.; Constitution aBobsynthesis of Lignin;
Springer; Berlin-Heidelberg-New York 1968.

12 http://de.wikipedia.org/wiki/Lignin; 15.06.2014

13 Kanhunen; P.;Rummakko, P.; Sipila, J.; Brunofs.; Kilpelainen,
I.;Dibenzodioxocins; a novel type of linkage irftaaod lignins; Elsevier 1994.

14 Glasser, W. G.; Northey, R. A.; Schutz, [Rgnin: Historical, Biological, and

Materials Perspectives; ACS, 1999.



LITERATURVERZEICHNIS 63

15

16

17

18

19

20

http://www.biosicherheit.de/lexikon/810.ligrtmml; 30.06.2014.

Sena-Martins, G.; Almeida-Vara, E.; DuarteCJ.Eco-friendly new products
from enzymatically modified industrial lignins ndustrial corps and products
27 (2008) 189-195.

Martin, C.; Biotransformation von Mikrokontamaten durch aquatische Pilze;
Dissertation 2008; Martin-Luther-Universitat HalMittenberg.

Riva, S.; Laccase: blue enzymes for green atgmiTrends Biotechnol2006
May; 24(5):219-26.

Evans, C. S.;Dulton, M. V.; Guillen, F.; VeneBsG.FEMS Microbiol. Rev.
1994;13,2235.

Cho, N-S.; Shin, W.; Jeong, S-W;Leonowicz, Begradation of Lignosul-  fonate by Fungal Lac-

case with Low Molecula Mediators; Bull. Korean Chem Soc. 2004; Vol 25; No 10.

21

Bourbonnais, R.;Paice, M. G.; Freiermuth, B.; Bo&.; Bornemann, S.; Appl.

Environ. Microbiol.; 1997; 63, 4627.

22
23

Call, H. P.;PCT World Pat. Appl..; WO94/29510, 1994.

Widsten, P.; Kandelbauer, A.; Laccase applicatiarthe forest products in dustry: A review; En-

zyme and Microbial Technology; Vol.42; Issue 4; 80p  293-307.

24
25

Herwig, C.; Laborubungen: Bioverfahrenstechnikgi@um 2010.

Areskogh, D.;Li, J.;Gellerstedt, G.; Henrikss@; Investigation of the

Molecular Weight Increase of Commercial LignosuHtes by Laccase
Catalysis; Biomacromolecules 2010; 11;904-910.

26 Margot, J.; Bennati-Granier, C.; Maillard, J.aBtuez, P.; Barry, D.;Holliger, C.;Bacterial versus
fungal laccase: potential for micropollutant degitésh; AMB Express 2013; 3:63.
27 http://www.holzfragen.de/seiten/braunfaeule.h3d;06.2014.
28 De Sousa, F.; Reimann, A.; Marianne, B.;Nilvehrah-O-; In Estimating the
Amount of Phenolic Hydroxyl Groups in Ligninsith Internationals Sympo
sium on Wood and Pulping Chemistry, Nice, Fra2€®1; pp 649-653.
29 Beatson, R.P.;Determination of Sulfonate GroupsBotal Sulfur; Methods in



LITERATURVERZEICHNIS 64

Lignin Chemistry p 473-483; Springer-Verlag 1992.

30 Faix, O.; Fourier Transform Infrared Spectroscd@gthods in Lignin Chem-
istry p 81-106; Springer-Verlag 1992.

31 Hatakeyama, HThermal Analysis, Methods in Lignin Chemistry p 200-214;

Springer-Verlag 1992.

32 Widsten, P.; Kandelbauer, A.; Laccase applicatiorthe forest products in
dustry: A review; Enzyme and Microbial Technology 42 (2008) 293-307



	DA_Riegler_Seite 1
	DA_Riegler

