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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Natur bietet eine Vielzahl von Organismen und Verbindungen an, deren Erforschung
noch nicht anndhernd als abgeschlossen betrachtet werden kann. Es gibt somit auch noch
zahlreiche Mikroorganismen, die in Hinblick auf den Einsatz in der Biotechnologie noch nicht
untersucht worden sind. Eine Vielzahl eventuell pharmakologisch wirksamer Wirkstoffe gilt
es somit noch zu entdecken. Ebenso kann die noch unbekannte biokatal ytische Aktivitat der
Stoffwechselwege dieser Organismen genutzt werden. Ein Gebiet, welches in diesen
Bereichen die grofdten Potentiale aufweist ist sicherlich die marine Biotechnologie (,, Blaue
Biotechnologie"). In der Arbeit wird daher an einigen erarbeiteten Beispielen aufgezeigt, wie
marine Mikroorganismen unter reproduzierbaren Bedingungen zur Naturstoffproduktion
kultiviert werden kdnnen. Anhand von marinen Enzymen werden Strategien zur Aufarbeitung
von marinen Naturstoffen erléutert.

Neben der Erschlief3ung neuer Ressourcen bietet die biotechnologische Verfahrenstechnik
auch Methoden an, die eine effizientere Nutzung von Rohstoffen erlauben. Mittels innovativer
Aufarbeitungstechniken koénnen beispielsweise neue Produkte aus landwirtschaftlichen
Rohstoffen isoliert werden, welches eine hohere Wertschopfung bestehender
Produktionsverfahren ermoglicht. In der vorliegenden Arbeit werden exemplarisch die
Rohstoffe Molke, Melasse und Kartoffelprotein behandelt. Bei der Verarbeitung dieser
Rohstoffe fallen vielféltige Nebenprodukte an (z. B. Lactoferrin), deren Veredelung zu
Hochwertkomponenten fir den Einsatz in der Pharmakologie und der Erndhrung genutzt

werden konnen.

Es wird weiterhin gezeigt, wie die Biotechnologie durch die Entwicklung bioanalytischer
Systeme dazu beitragen kann, dass bestehende industrielle Prozesse effizienter gestaltet
werden konnen. Verdeutlicht wird ebenfalls, dass eine Optimierung in Hinblick auf die
Umweltfaktoren eines Prozesses auch eine 6konomische Verbesserung mit sich fuhren kann
(prozessintegrierter Umweltschutz). VVorgestellt werden Sensoren zur Messung von Serin,
Uridin und Tryptophan.

Schlagworter: Bioverfahrenstechnik, Biosensorik, Aufarbeitung



Summary

Summary

Nature offers a variety of organisms and compounds whose investigation cannot be regarded
as completed. There are still numerous microorganisms which haven't been examined for their
use in biotechnology yet. A variety of perhaps pharmacologically effective active agents is
therefore still valid to discover. One area in biotechnology which offers a high potentia of
new biological active substances is marine biotechnology. By using several examples new
strategies for the reproducible cultivation of marine microorganisms for the production of
secondary metabolites will be explained in this work. New downstream procedures in marine
biotechnology are developed for the recovery of marine enzymes. The isolation of a sulfite
oxidase from Sulfitobacter pontiacus and of a serine dehydratase from a new marine
microorganism, Paracoccus seriniphila, is described in detail. New screening systems for the
discovery of haoperoxidases and halogenases — both enzymes which can be used for the
halogenations of e. g. aromatic compounds — are developed on the basis of two dimensional

fluorescence spectroscopy (2D-fluorescence).

Beside the use of new resources, bioprocess engineering can help to improve the effectiveness
of already implemented processes. Thus, innovative downstream procedures are developed
for the separation of natural resources such as sweet whey, sugar beet molasses and potato
protein. Using the described techniques minor components (e. g. lactoferrin) can be isolated
for the use in food and pharmaceuticals. In this part this work focuses on the use of membrane
adsorbers. The use of membrane adsorption techniques offers in relation to conventional
column chromatographic procedure some advantages which lead to a better process
performance, such as lower manufacturing costs, non diffusion controlled exchange kinetics
so that higher fluxes are possible, easier handling in various module forms and easier up
scaling. Raising the separation efficiency by maximizing mass transfer is the basic idea when

using modified micro porous membranes as the stationary phase in liquid chromatography.
In addition, bioanalytical systems are developed which can be used for the control and
monitoring of industrial processes. In this work biosensors for the measurement of serine,

uridin and tryptophan are described.

Keywords: bioprocess engineering, biosensors, downstream processing
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Kapitel 1 - Einleitung

(...) nicht wusste Enkidu, was Brot war und wie man es zu essen pflegt. Auch Bier hat er noch
nicht gelernt zu trinken. Da 6ffnete die Frau ihren Mund und sprach zu Enkidu: "Iss nun das
Brot, o Enkidu, denn das gehdrt zum Leben, trink auch vom Bier, wie es ist des Landes
Brauch. (...) Er trank Bier - sieben Becher. Sein Geist entspannte sich, er wurde ausgelassen.
Sein Herz war froh und sein Gesicht strahlte. (...) In dieser Verfassung wusch er sich und
wurde so ein Mensch.(...)

Gilgamesch-Epos ca. 3.000 v. Chr.

1 Einleitung

Der Mensch hat seit jeher sein Leben mit der Hilfe von biotechnologischen Produkten
gestaltet. Durch viele historische Schriftstiicke wie das oben zitierte Gilgamesch-Epos [1]
kann man heute die Entwicklung der ,, historischen Biotechnologie* nachvollziehen. Nicht nur
die fur die Garung verantwortlichen Mikroorganismen haben den Menschen durch seine
gesamte Entwicklungsgeschichte begleitet und so friih auf den Bereich der Erndhrung und
natUrlich auch auf die Gesundheit Einfluss genommen. In den letzten 150 Jahren hat sich die
Biotechnologie von der reinen Empirie zur Wissenschaft und zu einem eigenstéandigen

Wirtschaftszweig entwickelt (s. a. Kapitel 2).

Der Biotechnologie wird im Allgemeinen nachgesagt, dass sie neben der
Informationstechnologie die ,Mega-Technologie® unseres noch jungen Jahrtausends sein
wird. Die rasante Marktentwicklung in verschiedensten Segmenten der BioTech-Industrie [2,
3, 4, 5] hat auch die Politik auf den Plan gerufen, die viele Forschungsinitiativen startete, um
die Wachstumspotentiale in den Bereichen Pharmazie, Medizin, Umwelt und Erndhrung
effizient zu erschlieflen. Eine der wichtigsten Initiativen aus deutscher Sicht ist dabel
sicherlich der 1995 vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (bmb+f)
ausgeschriebene Wettbewerb ,BioRegio*, der zum Ziel hatte, neue biotechnologische
Forschungs- und Entwicklungszentren in Deutschland zu etablieren und somit auch neue
Arbeitspldtze zu schaffen [6]. Durch das bmb+f wurden tber 76 Millionen Euro (150 Mio.
DM) bis zum Jahr 2002 in die geforderten Forschungsvorhaben investiert. Aus dieser
Initiative heraus ist der BioFuture-Wettbewerb [7] entwachsen, der jungen Wissenschaftlern
die Gelegenheit bietet, Uber den Zeitraum von funf Jahren eine eigensténdige
biotechnologische Forschergruppe aufzubauen. Dieses Vorhaben wurde mit weiteren 41
Millionen Euro (80 Mio. DM) gefordert. Eine direkte Fortsetzung des BioRegio-

1
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Wettbewerbes fand 1999 unter dem Titel , BioProfile® durch das bmb+f statt [8]. Der
Wettbewerb wurde im Mai 2001 entschieden. Insgesamt 30 Bewerber-Regionen aus dem
gesamten Bundesgebiet hatten auf die Bekanntmachung von Bundesministerin Bulmann im
November 1999 reagiert. Davon wurden 20 Regionen aufgefordert, ihre Konzeptideen zu
konkretisieren, was mit je 51.000 Euro (100.000 DM) geférdert wurde. Ziel der BioProfile-
Forderung ist es, ausgewahlte Regionen und ihre besonderen Kompetenzen auszubauen, um
international wettbewerbsfahige Profile zu bilden. Zu diesem Zweck genief3en diese Regionen
fUr die kommenden 5 Jahre den Vorrang bei der Vergabe von rund 51 Millionen Euro (100
Mio. DM) Fordermittel aus dem neuen Rahmenprogramm der Biotechnologie. Ausgezeichnet
wurden die Regionen Berlin-Potsdam, Braunschweig-Gottingen-Hannover und Stuttgart-
Neckar-Alb. Die Region Berlin-Potsdam erhédlt 17,9 Millionen Euro (35 Mio. DM) fir das
Profil ,Genomforschung und Pflanzenbiotechnologie im Dienst der Diagnostik, Verhitung
und Therapie ernahrungsabhangiger Krankheiten. Niedersachsen erhélt 15,3 Millionen Euro
(30 Mio. DM) fir das Konzept ,, Funktionelle Genomanalyse - Plattform fur Diagnostik und
Therapie*. Schliefdlich erhalt die Region Stuttgart-Neckar-Alb 17,9 Millionen Euro (35 Mio.
DM) fur die Schwerpunktsetzung in der ,Regenerationsbiologie‘. Die BioProfile-Jury
beurteilte auch die 17 Antrége der nicht ausgewahiten Regionen als sehr anspruchsvoll und
interpretierte, dass die Biotechnologie in Deutschland auf hohem Niveau und noch weiter
entwicklungsfahig ist. Vermutlich werden auch die Ubrigen Regionen ihre tragfahigen
Konzepte aulferhalb des BioProfile-Wettbewerbes umsetzen [9].

Die Umsetzung der Bioinformatik beabsichtigt das bmb+f im Rahmen des Programms
» Biotechnologie 2000* zu fordern. Forschungs- und Entwicklungsvorhaben sollen in diesem
Programm strategische Konzepte zur Vernetzung und Weiterentwicklung vorhandener
Bioinformatik-Aktivitéten aufzeigen und einen Beitrag zur Forderung des wissenschaftlichen
Nachwuchses leisten. Die Zusammenarbeit von Wirtschaft und Wissenschaft soll ausgebaut
werden, um den Technologietransfer und damit die wirtschaftliche Leistungs- und
Wettbewerbsfahigkeit Deutschlands zu verbessern. In diesem FOrderprogramm integriert ist
weiterhin die Ausschrelbung ,Neue effiziente Verfahren fir die funktionelle
Proteomanalyse“. Diese Ausschreibung erganzt und unterstitzt als Teil der bmb+f-
Gesamtstrategie zur Genomforschung gezielt die bereits existierenden bmb+f-
Genomforschungsprojekte DHGP  (,Deutsches Humangenomprojekt“) und GABI

(,, Genomanalyse im biologischen System Pflanze").
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Offentliche Forderungen konnen auch biotechnologische Unternehmen im Rahmen des
BioChance-Wettbewerbes beantragen. Laut Meinung des bmb+f hat Deutschland sich in den
vergangenen 20 Jahren in der modernen Biotechnologie zu einem international anerkannten
Wissenschaftsstandort mit einer Uberwiegend institutionell verankerten Wissenschafts- und
Forschungsinfrastruktur entwickelt. Seit einigen Jahren gibt es zudem einen stark wachsenden
Trend, das vorhandene biotechnologische Wissen in die Anwendung zu transferieren.
, Trager des Trends sind vor allem kleine, neugegrindete Biotechnologie-Unternehmen, die
oftmals die von den Grindern wahrend ihrer wissenschaftlichen Tatigkeit gewonnene
Ergebnisse unter Anwendungsgesichtspunkten aufnehmen. Se ermdglichen eine besondere
Form des Wissenstransfers, die offensichtlich charakteristisch fir das Entstehen einer neuen,
wissensbasierten Industrie und Dienstleistungsbranche wie der modernen Biotechnologieist”,
erklarte Forschungsministerin Bulmahn zum Start des BioChance Programms [10]. Insgesamt
werden in dieses Projekt mehr als 51 Millionen Euro (100 Mio. DM) investiert.

Aus den genannten laufenden Forderprogrammen lasst sich erkennen, dass von Seiten der
Bundesregierung ein grof¥es Interesse an der Forderung der Biotechnologie in Deutschland
besteht. Insgesamt wurde die biotechnologische Forschung und Entwicklung von Seiten der
Bundesministerien durch die hier beschriebenen Forschungsschwerpunkte innerhalb der
letzten funf Jahre mit Gber 219 Millionen Euro (428 Mio. DM) gefordert.

Dartiber hinaus stellte das bmb+f mit seiner Ausschreibung ,Systembiologie® vom 13.
Dezember 2001 einen neuen Forderschwerpunkt vor. Das Konzept ,, Systeme des Lebens —
Systembiologie* stellt einen neuartigen Forderansatz dar, der das Zidl hat, dieses relativ junge
Gebiet in Deutschland zu etablieren. Im Unterschied zur klassischen Biochemie und
Molekularbiologie, in denen vornehmlich die Funktionsweise von Biomolekulen und ihren
Komplexen untersucht werden, befasst sich die Systembiologie u. a. mit dem Verstandnis, der
Modellierung, sowie der Simulation von komplexen biologischen Funktionen. Dabei werden
in der Systembiologie experimentelle, quantitative Daten erhoben, um realitétsnahe Modelle
von physiologischen Vorgangen, Zellen, Zellverbdnden und ganzen Organismen zu
ermdglichen. Bel der Forderaktivitét ,, Systeme des Lebens — Systembiologie® handelt es sich
um einen disziplintbergreifenden Forderschwerpunkt, der die Entschltisselung metabolischer
und regulatorischer Netzwerke im Organismus zum Ziel hat, um physiologische Leistungen
theoretisch zu erfassen, zu modellieren und zu simulieren (quantitative Biologie) [11]. Dieses

Projekt wird mit einem Gesamtvolumen von 50 Millionen Euro ausgestattet.
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Insgesamt spiegeln die geforderten Projekte — insbesondere im BioProfile-Wettbewerb — und
die Ausrichtung des Konzeptes , Systeme des Lebens — Systembiologie® sehr gut die
momentanen Forschungsschwerpunkte im Bereich der Biotechnologie wider. Ein starker
Fokus liegt hierbei im Bereich der ,,roten Biotechnologie” (Tissue Engineering, Biopharmaka,
medizinische Biotechnologie etc.), da insbesondere in diesem Bereich die groflite
wirtschaftliche Bedeutung der Biotechnologie gesehen wird. Die , rote Biotechnologie® stellt
aber nur einen Teilbereich der Biotechnologie dar. Aus gangigen Definitionen der
Biotechnologie heraus ergibt sich en deutlich breiteres Anwendungsgebiet
biotechnologischer Verfahren. In einer der ersten Definitionen der European Federation of
Biotechnology aus dem Jahre 1989 wurde die Biotechnologie as ,(...) die integrierte
Verwendung von Naturwissenschaften und Ingenieurswissenschaften mit dem Ziel der
technischen Anwendung von Organismen, Zellen, Teilen davon oder molekularen Analogen
fur Produkte und Dienstleistungen (...)* verstanden [12]. Eine weitere Definition versucht die
industrielle Ausrichtung der Biotechnologie hervorzuheben: , (...) Biotechnologie nutzt die
biologische Aktivitdt von lebenden Zellen (Mikroorganismen, Pflanzen oder
Saugerzellkulturen) oder Enzymen (Biokatal ysatoren) zur Herstellung oder Umwandlung von
Verbindungen in industriellen Prozessen (...)“ [13]. Jingere Definitionsansdtze werden
vermehrt nicht mehr von Wissenschaftlern, sondern von Marktanalysten wie Ernst & Y oung

aufgestellt. Darauf wird in Kapitel 2 dieser Arbeit eingegangen werden.

Es steht aul3er Frage, dass die ,rote Biotechnologie® in Hinblick auf die Verbesserung der
menschlichen Gesundheit (Entwicklung neuer Pharmaka, Bekémpfung von Erbkrankheiten
etc.) einen sehr wichtigen Stellenwert in der Forschungslandschaft Deutschland und weltweit
einnehmen muss und daher auch angemessen Uber staatliche Forderprogramme finanziert
werden sollte. Darlber hinaus sollte man aber auch die Waelterentwicklung der
verfahrenstechnischen Grundlagen im Fokus behalten, um fir neue Produkte auch innovative
Verfahrenswege bereitstellen zu kénnen. Des Weiteren gehen wirtschaftliche Impulse nicht
nur von der ,roten Biotechnologie* aus. Auch in anderen Bereichen konnen Uber den Einsatz
biotechnologischer Verfahren innovative Produkte hergestellt werden, die zu einer erhdhten
Wertschdpfung beitragen konnen. Im Rahmen dieser Arbeit soll anhand von Literaturdaten
und eigenen Arbeiten aufgezeigt werden, in welchen Bereichen moderne Biotechnologie
heute ihre Anwendung findet oder finden konnte. Dabel sollen neben der Beschreibung der
wissenschaftlichen Arbeiten auch folgende Fragestellungen diskutiert werden, die auch die
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wirtschaftlichen Mdglichkeiten von biotechnologischen Anwendungen abseits der , roten

Biotechnologie* behandeln:

Welche Substitutionspotentiale besitzt die Biotechnologie in Hinblick auf bestehende
chemische Prozesse?

Konnen mittels biotechnischer Verfahren insbesondere landwirtschaftliche Rohstoffe
effizienter genutzt werden?

Welche Auswirkungen haben biotechnol ogische Schritte innerhalb eines

Produktionsprozesses auf dessen 6konomische und 6kologische Faktoren?

Es soll versucht werden, die erste Frage auf theoretischer Ebene anhand von verschiedenen

Gutachten zu beantworten (Kapitel 3). Die beiden anderen aufgestellten Fragen sollen Uber

praktische Beispiele beantwortet werden, wobei potentielle Einsatzgebiete der Biotechnologie

konkret anhand der folgenden drel Themenbereiche diskutiert werden:

Die Natur bietet eine Vielzahl von Organismen und Verbindungen an, deren
Erforschung noch nicht anndhernd als abgeschlossen betrachtet werden kann. Es gibt
somit auch noch zahlreiche Mikroorganismen, die in Hinblick auf den Einsatz in der
Biotechnologie noch nicht untersucht worden sind. Eine Vielzahl eventuell
pharmakol ogisch wirksamer Wirkstoffe gilt es somit noch zu entdecken. Ebenso kann
die noch unbekannte biokatalytische Aktivitdt der Stoffwechselwege dieser
Organismen genutzt werden. Ein Gebiet, welches in diesen Bereichen die grofiten
Potentiale aufweist [14, 15, 16, 17], ist sicherlich die marine Biotechnologie (,, Blaue
Biotechnologi€e®). In Kapitel 4 soll daher an einigen erarbeiteten Beispielen aufgezeigt
werden, wie marine Mikroorganismen unter reproduzierbaren Bedingungen zur
Naturstoffproduktion kultiviert werden kénnen. Anhand von marinen Enzymen sollen

Strategien zur Aufarbeitung von marinen Naturstoffen aufgezeigt werden.

Neben der Erschliefung neuer Ressourcen bietet die biotechnologische
Verfahrenstechnik auch Methoden an, die eine effizientere Nutzung von Rohstoffen
erlauben. Mittels innovativer Aufarbeitungstechniken konnen beispielsweise neue
Produkte aus landwirtschaftlichen Rohstoffen isoliert werden, welches eine hohere
Wertschdpfung bestehender Produktionsverfahren ermdglicht. Die Fokussierung auf
diese Rohstoffe ergibt sich in der vorliegenden Arbeit durch die hohe Anzahl

5
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landwirtschaftlicher Unternehmen in Niedersachsen. Hier stehen grof3e Anlagen zur
Verarbeitung von Zuckerriben, Milch und Kartoffeln. Bel der Verarbeitung dieser
Rohstoffe  fallen vielfdltige Nebenprodukte an, deren Veredelung zu
Hochwertkomponenten fir den Einsatz in der Pharmakologie und der Erndhrung
genutzt werden konnen. In Kapitel 5 werden solche Verfahrensentwicklungen
vorgestellt.

* In Kapitel 6 soll aufgezeigt werden, wie die Biotechnologie durch die Entwicklung
bioanalytischer Systeme dazu beitragen kann, dass bestehende industrielle Prozesse
effizienter gestaltet werden konnen. Es soll weiterhin gezeigt werden, dass eine
Optimierung in Hinblick auf die Umweltfaktoren eines Prozesses auch eine
Okonomische Verbesserung mit sich fihren kann (prozessintegrierter Umweltschutz
[18]). Dieses erfolgt ebenfalls am Beispiel von der Verarbeitung landwirtschaftlicher
Rohstoffe.

Insbesondere zum besseren Verstdndnis von Kapitel 3 (Substitutionspotentiale der
Biotechnologie), wird im Folgenden auf die geschichtliche Entwicklung der Biotechnologie
eingegangen (Kap. 2). In Kapitel 2 wird auch auf den biotechnologischen Markt eingegangen,
um das Umfeld aufzuzeigen, in dem sich neue Produkte und Verfahren zur Zeit etablieren
mussen. Die Kapitel 2 und 3 sollen helfen, biotechnologische Entwicklungen Uber ihren
wissenschaftlichen Anspruch hinaus zu betrachten und so ihre Bedeutung besser abschétzen
zu konnen. In der vorliegenden Arbeit wird dabei insbesondere die Verfahrenstechnik in den
Vordergrund gestellt. Daher sind Fragen der gentechnischen Sicherheit und der damit
verbundenen gesellschaftlichen und ethischen Komplexitét nicht erfasst. Diese hoch
interessanten Fragen, die fur die Bewertung biotechnologischer Prozesse ebenfalls relevant

sind, verlangen eine detaillierte Betrachtung, wie sie hier nicht gewahrleistet werden kénnte.
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2 Entwicklung der Biotechnologie

Kapitel 1 vorangestellt ist ein Zitat aus dem Gilgamesch-Epos [1] das vor ca. 5.000 Jahren
von den Sumerern verfasst worden ist. In dem Text finden sich Hinweise auf zwei
biotechnologische Produkte, die auch in unserer Zeit noch breite Nutzung finden: Brot und
Bier. Es gibt eine Vielzahl historischer Dokumente, die die Produktion und die Verwendung
klassischer Géarungsprodukte (alkoholische Gérung und Milchsduregarung) beschreiben.
Neben dem Gilgamesch-Epos ist sicherlich die Gesetzesstele des Hammurapi (Abb. 2.1) das

bekannteste Zeugnis biotechnologischer Verfahren und Produkte aus dem Altertum.

Abb. 2.1: Gesetzesstele und Kopf des Hammurapi (1792 — 1750 V. Chr.); die Stele
beinhaltet unter anderem Gesetzestexte Uber die Produktion und den Verkauf
von Bier; das Original steht im Louvre, Paris[19]

Insbesondere die Produkte der alkoholischen Garung haben den Menschen seit jeher sehr
interessiert. Viele Volker haben Gotter verehrt, die in ihren Augen fir das Gelingen des
Géarungsprozesses verantwortlich waren. Zu nennen sind hier sicherlich Bacchus bel den
Griechen und Dionysos bel den Romern. Aber auch die Sumerer hatten mit Ninkas eine

Gattin, der das Bier geweiht war.

(...)You are the one who soaksthe malt in ajar
The wavesrise, the wavesfall.
Ninkasi, you are the one who soaks
thematinajar
The wavesrise, the wavesfall. (...)
Hymne an Ninkasi[20]
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Welche Bedeutung das Bierbrauen auch im antiken Agypten hatte, |4sst sich daran erkennen,
dass die agyptischen Schriftgelehrten ein eigenes Schriftzeichen fur Bier einflhrten. Die
Bedeutung des Bieres wird dadurch unterstrichen, dass das Zeichen fur Mahlzeit aus den
Zeichen fur Brot und Bier zusammengesetzt war. Bier war bis weit in das Mittelalter hinein
ein wichtiges Grundnahrungsmittel. Insbesondere in der Fastenzeit war es ein
Erndhrungsschwerpunkt, denn es galt , Liquida non frangunt ieunum - Fllssiges bricht das
Fasten nicht“. Bel den Ménchen war der Genuss von bis zu 5 Liter Bier pro Tag erlaubt [21].
Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass der Gérprozess durch die eingetragenen
Wildhefen noch nicht sonderlich effizient in Hinblick auf den Alkoholgehalt war.

Auch fur das Brot als biotechnologisches Produkt finden sich mehrere tausend Jahre alte
Belege. So war beispielsweise bei den Agyptern die Produktion von Brot (ber Sauerteig
bekannt (Abb. 2.2).

Abb. 2.2: Béckerei am Hofe Pharao Ramses I11; Wandzeichnung in thebanischer
Pyramide ca. 1400 v. Chr. [22]

Obwohl der Mensch damals Uber die Existenz von Mikroorganismen oder gar Enzymen keine
Kenntnisse hatte, waren die Anwendungen Uber die Produktion von Brot und Bier hinaus sehr
mannigfaltig. Belege hierfur finden sich beispielsweise in Texten von Plinius dem Alteren

und Tacitus:

(...)Als Getrénk dient den Germanen ein Saft aus Gerste und Weizen, der dhnlich dem Wein

vergoren ist. Die in der Nahe des Rheines wohnen, verschaffen sich auch echten Wein. Die
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Kost ist einfach: wildgewachsenes Obst, frisches Wildbret oder geronnene Milch. Sie kleiden
sich in Felle sowie Wolle und Leinenstoffe, die sie blau féarben. (...)

Tacitus, aus,,Germania’ [23] ca. 100 n. Chr.

Etwa zur gleichen Zeit teilt Plinius mit, dass die Germanen mit dem Schaum auf garendem
Bier Brot backen. In diesen Textauszligen finden sich, neben der bereits angesprochenen
Produktion von Brot und Bier, weitere biotechnol ogische Verfahren, die noch heute so oder in
einer  modernisierten Form groftechnisch angewendet werden: Die Produktion von
Sauermilchprodukten, Blaufarbstoff (Indigo) und Leinen. Weitere bekannte historische
fermentativ gewonnene Produkte, die in weiteren historischen Schriftstiicken belegt sind, sind
bei spiel sweise Sojasol3e (Fermentation mittels Schimmelpilzen in China ca. 1500 v. Chr.) und
Essig (ca. 300 v. Chr.). Ein Uberblick tiber solche Verfahren findet sich in der Tabelle 2.1.

Tab. 2.1: Geschichtliche Entwicklung der Biotechnologie nach [24]

3000 v. Chr. Alkoholische Gérung zuckerhaltiger Obstséfte

2800 v. Chr. Braustuben in Mesopotamien (&lteste schriftliche Dokumente der
Biotechnologie)

Entwicklung des Sauerteigesin Agypten

1500 v. Chr. Phonizier gewinnen Kupfer mit Hilfe von Mikroorganismen
Produktion von Sojasol3e durch Schimmelpilze (China)

300 v. Chr. Verwendung von Essig

1300 Spirulina-Mikroalgen als Nahrung bei den Azteken

1400 Produktion von Salpeter
»Industrielle’ Essigsaureproduktion

1676 Antonie von Leeuwenhoek entdeckt mit Hilfe des Mikroskops
Mikroorganismen (,, Animalculata”)

1837 Hefen als Verursacher der alkoholischen Garung entdeckt

1849 » Wiener Verfahren" zur Produktion von Backerhefe

1857 Louis Pasteurs V eroffentlichungen Uber die Gérung von Milchséaure und
Alkohol

1881 Industrielle Milchsaureproduktion (Boehringer)
Robert Koch veroffentlicht Methoden zur Kultivierung von Bakterien

1893 Mikrobielle Produktion von Zitronensaure aus Zucker

Beginn der Enzymologie durch die Versuche von E. Buchner (Gérung
durch Zellextrakte)

1913 Belebtschlammverfahren fur Klaranlagen

1915 Patent zur Verwendung von Enzymen in Waschmitteln

1914-1916 Grol3betriebe der technischen Mikrobiologie zur Produktion von Glycerin
und Aceton

1928 Alexander Flemming entdeckt das Penicillin

1937 Mikrobielle Produktion von Vitamin C

1941/42 Aufbau der grofdtechnischen Produktion von Antibiotika
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Durch die hier aufgefihrten Beispiele lasst sich erkennen, dass die historischen
biotechnologischen Verfahren zu Produkten fuhrten, fir die andere Produktionsprozesse nicht
oder nur sehr unzureichend zur Verfligung standen. Man kann in diesem Zusammenhang von
der Biotechnologie als Alleinstellungsmerkmal sprechen; d. h. eine Vielzahl von Produkten
war und ist nur Uber die Biotechnologie darstellbar.

Abb. 2.3: Historische  biotechnologische  Verfahren; links:  Flachsroste  zur
Leinenproduktion, zeitgenossische Darstellung aus dem 18. Jhd.; rechts:
Waidmuhle zur Indigoproduktion, zeitgendssische Darstellung aus dem 17.
Jhd. [22]
Diese Tatsache findet sich in der heutigen Zeit insbesondere bel den Forschungsaktivitéten im
Bereich der Biomedizin (rote Biotechnologie) wieder. Auch moderne organische Synthesen
kommen an den Rand der Leistungsfahigkeit, wenn es um die Herstellung komplexer
Naturstoffe (Pharmazeutika) geht. Deutlichstes Beispiel fur die Alleinstellung ist das Tissue
Engineering. Nur Uber die Zelkultivierung lassen sich ,synthetische® Gewebe effizient
herstellen. Wo aber findet man Beispiele, die die Leistungsfahigkeit der Biotechnologie
gegenuber anderen  (chemischen) Verfahren aufzeigen, bei  denen  dieses
Alleinstellungsmerkmal nicht zutreffend ist? Gibt es auch in der Historie Vorgange, welche
die eingangs gestellte Frage der Substitutionsfahigkeit der Biotechnologie unter Beweis
stellen?

Haufig sind es auere Zwange (meist okonomischer Art), die zur Entwicklung neuer
Verfahren fuhren, um schwer zugéangliche Produkte leichter und in Zeit von Engpéssen

Uberhaupt zur Verfigung zu stellen. Es stellt sich somit eine ,,zwanghafte® Substitution
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bestehender Verfahren ein. Die Tabelle 2.1 liefert fir diese Fragestellung entsprechende
Beispiele. So wurden bereits im spéten Mittelalter Mikroorganismen eingesetzt, um
kriegswichtige Guter zu produzieren. Gemeint ist die mikrobiologische Produktion von
Salpeter (Kaliumnitrat) zur Herstellung von Schwarzpulver, wie sie im , Probirbuch® des
Koniglich-Bohmischen Oberberg- und Minzmeister Lazarus Ercker beschrieben wird. Das
Kaliumnitrat kam Ublicherweise aus Indien nach Venedig. Von dort aus ging es Uber die
Alpen-Handelstral3en nach Deutschland. Als man in Venedig, welches das Handel smonopol
mit Indien besal3, den Preis fur Salpeter immer weiter anhob, suchten insbesondere die
stiddeutschen Stadte wie Nirnberg nach einer neuen Quelle fur dieses Produkt. Es entstanden
die Salpeterwiesen, auf denen durch nitrifizierende Bakterien aus Glle das Nitrat gewonnen
werden konnte (Abb. 2.4).

Abb. 2.4: Mittelalterliche Salpeterplantage aus dem , Probirbuch“ des Lazarus Ercker
(1529); Darstellung aus der Ausgabe von 1703; nach [22]
Zu Beginn des Ersten Weltkrieges konnte das Deutsche Reich aufgrund der Seeblockade der
Briten nicht mehr die Pflanzentle importieren, die zur Gewinnung von Glycerin und damit fir
die Sprengstoffproduktion benétigt wurden. Daraufhin ging man dazu Uber, Glycerin mit
Hilfe von Hefen zu produzieren. Die Deutschen wiederum blockierten die Lieferung von
Aceton und n-Butanol nach Grof¥ritannien. Aceton wurde zur Munitionsherstellung und n-
Butanol fur die Gewinnung von kunstlichem Gummi benttigt. In der Folge entwickelten die
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Briten technische Verfahren zur Aceton-Butanol-Garung, die mit Hilfe des Bakteriums

Clostridium acetobutylicum durchgefihrt wurden [25].

Wahrend der beiden Weltkriege sind verschiedene industriell genutzte biotechnologische
Verfahren etabliert worden, die auch heute noch Bestand haben. Genannt werden kénnen z. B.
die Produktion von Zitronensaure durch Aspergillus niger und die Produktion diverser
Antibiotika. Die meisten im Laufe dieser Zeit entstandenen biotechnologischen Verfahren

sind allerdings wieder aus der industriellen Landschaft verschwunden (Tab. 2.2).

Tab. 2.2: Produkte, deren biotechnische Produktionsverfahren durch chemisch-

technische ersetzt worden sind; nach [26]

Stoffbezeichnung
Aceton
1-Butanol

2-Propanol (Isopropanol)

Oxalsaure
Kaiumnitrat
Indigo

Welches waren die Griinde, dass diese Verfahren wieder verschwanden? Eine Ursache wird
bereits vor zweihundert Jahren bel der mikrobiellen Produktion von Salpeter deutlich. Das
mikrobielle Verfahren konnte zu Beginn des 19. Jhd. 6konomisch mit dem billigen
» Chilesalpeter” nicht mehr konkurrieren und verschwand vollstandig. Es sind in der Regel
Okonomische Grinde, die den Fortbestand oder den Wegfall enes industriellen
Produktionsprozesses bestimmen. Es sollte aber gefragt werden, ob eine solche rein
wirtschaftliche Entscheidungsweise nicht zu oberflachlich ist. Man sollte bel der Bewertung

eines biotechnischen Verfahrens folgende Uberlegungen einflielen lassen [24]:

- Biotechnische Verfahren fihren unter relativ milden Reaktionsbedingungen zu hoch
selektiven bzw. hoch spezifischen Produkten.

- Biotechnische Verfahren verwenden haufig nachwachsende Rohstoffe als Ausgangsstoffe
und kénnen damit zur viel diskutierten ,, Nachhaltigkeit* von Verfahren und Produkten

(» Sustainable Development*) beitragen.
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- Biotechnische Verfahren lassen sich dank moderner Prozessanal ytik unter eng gesetzten

V erfahrensbedingungen optimal durchfthren.

Vor diesem Hintergrund lassen sich nach heutigem Kenntnisstand relevante Bioprozesse
ermitteln, die ein Substitutionspotential gegeniiber klassisch-chemischen Verfahren besitzen

oder erwarten lassen. Diese sollen in Kapitel 3 exemplarisch etwas naher betrachtet werden.

Wie aber sieht der heutige biotechnologische Markt aus, in den man mit neuen Verfahren
oder Produkten einsteigen oder in dem man Substitutionsschritte vornehmen kann? Es soll an
dieser Stelle in Grundzigen auf die Schilderung insbesondere des deutschen und
europaischen Marktes eingegangen werden. Grundlage fir die Schilderungen sind
weitestgehend die von Ernst & Y oung und Consors Capital erstellten Reporte [4, 5, 27, 28].

Das Jahr 2000 war aus Sicht der Analysten fur die européische Biotechnologie-Industrie das
bisher erfolgreichste Jahr. Hinsichtlich der Kapitalbeschaffung, der Marktbewertung, der
Umsatzerlése, der Anzahl der Firmen und der Beschéftigten erreichte der Biotechnologie-
Sektor ein Rekord-Niveau. Allianzen, Fusionen und Unternehmenskéufe nahmen gegentiber
dem Vorjahr um 41 Prozent zu. Insgesamt wurden Ende 2000 485 deutsche Firmen gezéhlt
(1998: 360; 1999: 430), deren Hauptzweck die Kommerzialisierung der modernen
Biotechnologie ist. Damit nimmt Deutschland die Spitzenposition in Europa ein. Die
Gesamtzahl der Mitarbeiter in diesen Unternehmen lag bei knapp 11.000. Im europdischen
Durchschnitt liegt der Zuwachs an Biotechnologie-Unternehmen bel 16 Prozent. Der
Gesamtumsatz deutscher Biotechnologie-Unternehmen stieg im Jahr 2000 um 52 Prozent auf
786 Mio. Euro. Mit 10.673 Beschéftigten arbeiteten 31 Prozent mehr Menschen im deutschen
Biotechnologie-Sektor als im Vorjahr. In Forschung und Entwicklung wurden 719 Mio. Euro
investiert, mehr als doppelt soviel wie im Jahr 1999. Nach Einschdtzung der Ernst & Y oung-
Studie wird das Gewicht der Biotechnologie-Unternehmen gegentiber den grof3en Pharma
Unternehmen steigen. Wurden im Jahr 1998 beispielsweise noch 86 Prozent der
Biotechnologie-Allianzen zwischen Pharma- und Biotechnologie-Unternehmen geschlossen,
sank dieser Anteil im Jahr 2000 auf 64 Prozent. Hinsichtlich der Kapitalaufbringung, der
Bewertung und des Marktzugangs werden die Biotechnologie-Unternehmen zunehmend
unabhéangiger von den grof3en Pharma-Unternehmen. Biotechnologie-Unternehmen werden
kunftig vermehrt Allianzen untereinander schlief3en. Dessen ungeachtet werden Pharmafirmen

jedoch immer attraktive Partner fir Biotechnologie-Unternehmen bleiben [29]. Die von Ernst
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& Young erhobenen Daten beziehen sich zum grofRen Teil auf die Angaben sogenannter
ELISCOs (Entrepreneurial Life Science Companies). Diese Unternehmen haben ,,(...) den
ausschliefdlichen Geschaftszweck in der Kommerzialisierung der modernen Biotechnologie.
Diese umfasst die Erforschung, Entwicklung und Vermarktung von Produkten, Technologien
und Dienstleistungen auf Basis der modernen Biotechnologie. Die Anwendungsgebiete liegen
im Bereich Gesundheit (Prophylaxe, Therapeutika und Diagnostik), Landwirtschaft,
Erndhrung, biotechnologische Feinchemikalien- und Grundstoffproduktion  sowie
Umweltschutz. Diese Sektoren werden generell zur sogenannten , Life Sciences-Industrie”
zusammengefasst (...)* [5]. Unter der modernen Biotechnologie werden in dieser Definition
»(...) dle innovativen Methoden, Verfahren oder Produkte verstanden, die die wesentliche
Nutzung von lebenden Organismen oder ihrer zelluldren und subzelluldren Bestandteile
beinhalten und dabei im Rahmen eines ursachlich verstandnisbasierten Ansatzes von
Erkenntnissen der Forschung auf den Gebieten Biochemie, Molekularbiologie, Immunologie,
Virologie, Mikrobiologie, Zellbiologie oder Umwelt- und Verfahrenstechnik Gebrauch
machen. (...)" [5].

Welcher der eben genannten Zweige macht aber nach Einschdtzung der Analysten den
groften Markt im Bereich der modernen Biotechnologie aus? Eine Antwort findet sich in der
Literatur [5] bei der Nennung der ,Top Ten* der Biotech-Produkte. Es sind ausschliefdlich
Produkte aus dem Pharmabereich. Auf den Platzen eins bis drei liegen Epogen, Procrit und
Neupogen (alles Produkte des amerikanischen Unternehmens Amgen) mit einem
Jahresumsatz von insgesamt 4,5 Milliarden US $. So ist es nicht sehr verwunderlich, wenn
das Interesse und die Aktivitaten der Kapitalmérkte (Venture Kapital etc.) auf diesen Bereich
(inkl. der transgenen Tiere und des Tissue Engineerings) fokussiert sind. Ein Markt, der
ebenfalls Beachtung findet, liegt im Bereich der Pflanzenbiotechnologie (hauptsachlich

resistente Pflanzen) und der damit verbundenen Ernéghrung (Novel- und Functional Food).

Im Jahre 1999 akquirierten die ELISCOs, die in den oben genannten Bereichen tétig sind, in
Deutschland rund 260 Millionen Euro an Venture Kapital und weitere 185 Millionen Euro aus
Emissionserldsen durch Borsengange [5]. Im Jahr 2000 konnten die européschen Firmen
insgesamt knapp 6 Milliarden Euro an den Boérsen hinzu gewinnen und 39 Unternehmen
fahrten einen 1PO (Initial Public Offering) durch. Der komplette BOorsenwert der europaischen
Unternehmen lag Ende 2000 bei fast 75 Milliarden Euro [27, 30]. Aktuelle Zahlen fir das
Jahr 2001 lagen zum Zeitpunkt des Erstellens dieser Schrift noch nicht vor. Der allgemeine
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Abwartstrend an den Boérsenplétzen im Jahr 2001 spiegelt sich natrlich auch in den Biotech-
Unternehmen wider. Verdeutlicht wird dieses durch den Verlauf des NEMA X-Biotechindex
im Zeitraum 2000 — 2002 (Abbildung 2.5).
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Abb. 2.5: Verlauf des NEMAX-Biotechindex Uber den Zeitraum von Ma 2000 bis
Februar 2002 [31]

Diese Entwicklung hat im Jahr 2001 starken Einfluss auf die ELISCOs genommen. Viele
Bdrsengange wurden verschoben und die Verfligbarkeit von Venture Kapital war ricklaufig.
Keinen Einfluss gab es aber anscheinend auf die strukturelle Ausrichtung der Biotechnologie-
Unternehmen. Zentraler Fokus ist und bleibt der biomedizinische Sektor. Dieses gilt nicht nur
fUr den européi schen und amerikanischen Bereich. Neueste Daten aus Australien [32] belegen
dieses eindrucksvoll (Abbildung 2.6).
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Abb. 2.6: Strukturierung des australischen Biotechnologiemarktes; Links: Verteilung der

Unternehmen; Rechts: Produktentwicklungen im Jahr 2001 [32]

15



Kapitel 2 — Entwicklung der Biotechnologie

Kann diese Fokussierung der Forderung und der Finanzierung die so oft geforderte
»nachhaltige Entwicklung® im Bereich der Biotechnologie gewdahrleisten? Man sollte bei
diesen Betrachtungen ebenfalls in Betracht ziehen, dass das Marktvolumen chemischer
Produkte weltweit bel ca. 1.726 Milliarden US $ [33] und der Weltmarkt fir Nahrungsmittel
bei ca. 3.000 Milliarden US $ liegt. In diesen beiden Bereichen spielen biotechnologische
Verfahren teilweise bereits eine wichtige Rolle, oder kénnten eine solche einnehmen (s. a
Kap. 3, 5 und 6). Das Marktvolumen der europaischen und US-amerikanischen Biotech-
Unternehmen liegt zusammen bei ca. 33 Milliarden Euro [27]. Davon stammen 786 Millionen
aus Umsdtzen deutscher ELISCOs (Jahr 2000). Der Boérsenwert der europaischen ELISCOs
wurde wie dargelegt Ende 2000 mit 75 Milliarden Euro gehandelt; dem stehen Umsétze in der

Hohe von rund 8,6 Milliarden Euro gegeniber.

Ein direkter Vergleich dieser Zahlen mit den Umsatzzahlen der chemischen Industrie ist
sicherlich nicht zuldssig. Auch liegen die Umsétze bei etablierten GrofRunternehmen anderer
Wirtschaftsbereiche in anderen Dimensionen. So setzte alleine Daimler-Chrysler im Jahr 2000
mehr als 160 Milliarden Euro um, also rund das funffache aller Biotech-Firmen weltweit.
Auch eine Handelskette wie Rewe oder Tengelmann weist Jahresumsétze nach, die bei 30
Milliarden Euro liegen. Dieses mussen auch die Analysten eingestehen. So findet sich in der
Literatur [5] der Hinweis: , (...) Nach wie vor ist die Wirtschaftskraft der deutschen EL1SCOs
und Extended Core Companies nicht mit derjenigen etablierter Industriezweige zu
vergleichen. So war der kumulierte Umsatz aller deutschen ELISCOs und Extended Core
Companies mit fast 1,5 Milliarden Euro gerade ma so hoch wie der Umsatz eines
mittelsténdischen Unternehmens der Maschinenbau-Industrie (...)". Das grof3e Interesse der
Kapitalmérkte an der Biotechnologie besteht in den prognostizierten Wachstumsraten der
Biotechnologie. Wahrend die Wachstumsraten in den etablierten Industriezweigen eher
verhalten sind, sehen Analysten noch exponentielles Wachstum in bestimmten Bereichen der
Biotechnologie (vornehmlich wieder in der Biomedizin). Allein fir den Sektor der
therapeutischen Antikorper wird fur den Zeitraum von 2002 bis 2010 eine Steigerung des
Umsatzes von mehreren hundert Prozent erwartet. Derzeit sind zehn monoklonale
Antikérpermedikamente auf dem Markt, drei weitere warten auf eine Zulassung. Nach
Expertenschéatzungen sollen bis 2010 bis zu 100 therapeutische Antikorper auf dem Markt

sein. In den néchsten Jahren geht man von funf bis zehn Zulassungen pro Jahr aus.
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Durch die in diesem und in Kapitel 1 genannten Daten, wird der momentane Fokus von
staatlicher Forderung und privater Finanzierung auf den pharmazeutischen Sektor
verdeutlicht. Hohe Wachstumsraten in diesem Sektor sind insbesondere in Hinblick auf
Venture Kapital ein attraktiver Faktor. Dartiber hinaus sollte man aber berticksichtigen, dass
im chemischen (verfahrenstechnischen) Sektor ein enormes Potential fir mdgliche
biotechnische Prozesse liegt, welches das VVolumen der von Analysten bevorzugten ELISCOs
weit Ubersteigen kénnte (zur Erinnerung: Umsatzvolumen der chemischen Industrie ca. 1,8
Billionen US $). Ein Tell der enormen Wertschopfung der chemischen Industrie kdnnte auch
Uber biotechnologische Verfahren erlangt werden. Dass der Bereich der chemischen Industrie
(Grund- und Feinchemikalien) ein interessantes Betédtigungsfeld fir die Biotechnologie
darstellt, ist nattrlich keine neue Erkenntnis dieser Arbeit. Dieses Potentia versuchten
verschiedenste Gutachten innerhalb der letzten Jahre zu erfassen und zu charakterisieren [5,
24, 26, 33, 34, 35, 36]. Diese Uberlegungen und die mit im Rahmen dieser Arbeit entstandene
Ausweitung auf Fragen der Minderung des Anlagenriskos und der Senkung des
Storfallpotentials sollen mit Kapitel 3 den naturwissenschaftlichen Ergebnissen vorangestel It

werden.
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3 Substitutionspotentiale der Biotechnologie

Wie in Kapitel 2 beschrieben, wurden — wenn dieses auch eine stark vereinfachte
Betrachtungsweise ist — in der Vergangenheit Innovationen durch ihre 6konomische
Triebkraft oder durch ihr Alleinstellungsmerkmal , Biotechnologie® im Markt umgesetzt.
Diese Einstellung weicht in den letzten Jahren neuen Faktoren. Sicherlich spielt der
letztendlich zu erzielende Gewinn immer noch eine zentrale Rolle; es wird aber auch
zunehmend wichtiger sich in  Hinblick auf o©kologische Fragestellungen und
Sicherheitsaspekte mit Alternativen zu chemischen Prozessen zu beschéftigen. Hier setzen
verschiedensten Gutachten an, die in den letzten funf bis zehn Jahren die Ist-Situation
beschrieben und Anforderungen an die Zukunft gestellt haben. Anhand dieser Gutachten soll
hier versucht werden, eine Antwort auf die eingangs gestellte Frage zu finden, ob und wenn ja
in welchen Bereichen moderne biotechnologische Verfahren herkdmmliche chemische
Verfahren oder Prozessschritte substituieren konnen. Hierzu soll im Nachfolgenden diskutiert
werden, welche Grund- oder Feinchemikalien zur Zeit biotechnologisch prinzipiell darstellbar

waéren und welche Hemmnisse zur Umsetzung dieser Verfahren bestehen.

3.1 Der Stand der Biotechnologie in Hinblick auf Grund- und Feinchemikalien

Spricht man von Substitutionspotentialen so wird es grundsétzlich fur sinnvoll gehalten, zwel

Arten von Substitutionen zu unterscheiden:

1. Biotechnische Verfahren, die klassisch-chemische Produktionsverfahren ganz oder
teilweise ersetzen kdnnen.
2. Biotechnische Verfahren, die zu Substituten herkdmmlicher Produkte fiihren, die durch

klassisch-chemische Verfahren gewonnen wurden.
Im Bereich der klassisch-chemischen Verfahrensweise, z. B. der

Grundchemikalienproduktion erweisen sich biotechnische Alternativen im Allgemeinen unter

folgenden Aspekten als vorteil haft:
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» Biotechnische Verfahren fihren unter relativ milden Reaktionsbedingungen zu hoch

selektiven bzw. hoch spezifischen Produkten.

» Biotechnische Verfahren verwenden haufig nachwachsende Rohstoffe als Ausgangsstoffe
und tragen damit zur viel diskutierten ,, Nachhaltigkeit* von Verfahren und Produkten bei
(,, Sustainable Development*).

* Biotechnische Verfahren lassen sich unter geringen Druck- und Temperaturverhatnissen

durchfiihren.

Vor diesem Hintergrund lassen sich bei heutigem Kenntnisstand relevante Bioprozesse
ermitteln, die ein Substitutionspotential gegeniiber klassisch-chemischen Verfahren besitzen
oder erwarten lassen. Beschrankt man die Betrachtung auf die Substitutionsmdglichkeiten der
Biotechnologie gegentiber klassisch chemischen Verfahrensprozessen, so ergeben sich neben
den oben genannten Grinden weitere Faktoren, die fir den Einsatz biotechnischer Verfahren
sprechen. Die verwendeten katalytischen Einheiten (Enzyme) sind in der Regel substrat- und
wirkungsspezifisch, was gezielte Synthesen bis hin zur Enantiosel ektivitét ermdglicht. Edukte
kbnnen so gezielter eingesetzt werden, Nebenreaktionen vermieden und somit die
Produktausbeuten gesteigert werden. Dieses sind alles Faktoren, die zu einer ékonomischen
und O©kologischen Optimierung des Verfahrens fihren und damit ebenso zu einer
Verbesserung des Umweltschutzes. Eine Reihe industriell biotechnisch hergestellter Stoffe
belegt diese Vorteile. Eine Ubersicht liefert Tabelle 3.1.

Tab. 3.1 Industriell, biotechnologisch hergestellte Stoffe [24, 26, 33, 36]
Produkt Hersteller

Acrylamid Nitto, DSM
6-Aminopenicillansaure Smith Kline Beecham, Tanabe
7-Aminocephal osporansaure Chemferm Hoechst, Asahi, Eli Lilly
Apfelsiure Tanabe
Aromastoffe Haarmann & Reimer, Givaudan Roure
Asparaginsaure Ajinomoto, Tanabe
Aspartam Toyo Soda, DSM
Essigsdure diverse
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Produkt Hersteller

Ethanol diverse

Ethylenglycol Industrial Development Co. (Studafrika)

Fumarsaure diverse

Gluconsaure diverse

L-Methionin Degussa-Huls, Tanabe

L-Milchsaure ADM, Cargill

Nicotinamid Lonza

optisch aktive Amine diverse

Pantol acton diverse

Propylenglycol Industrial Development Co. (Studafrika)

semisynthetische Penicilline diverse

Vitamin B, BASF, Rhone-Poulenc, Hoffmann-La
Roche

Zitronensaure ADM

In verschiedenen Gutachten [5, 24, 26, 33, 34, 35, 36] wurden Produktionsbereiche
hervorgehoben, in denen die gréften Substitutionspotentiale gesehen werden. Hierzu zéhlen
die Lebensmittel- und Getrankeindustrie, die Papier- und Zellstoffindustrie sowie die
Textilindustrie. In diesen Bereichen hatte auch die Deutsche Bundesstiftung Umwelt ihren
Forderschwerpunkt zur nachhaltigen Biotechnologie ,, Einsatz biotechnologischer Verfahren
und Produkte im Sinne eines produkt- bzw. produktionsintegrierten Umweltschutzes in
ausgewahlten Industriebranchen” aufgebaut. Die Kernaussage der aufgeftihrten Gutachten
l&sst sich — natiirlich stark vereinfacht — wie folgt zusammenfassen [24]:

»,Da biotechnische Verfahren zur Stoffproduktion und —umwandlung unter milden
Bedingungen, in wassrigen Medien und mit hoher Selektivitat und Spezifitat ablaufen,
scheinen sie ein erhebliches Potential fur den (...) Umweltschutz zu bergen.”

Innerhalb der Gutachten sind eine Vielzahl von biotechnologischen Verfahren identifiziert
worden, die sich in verschiedenen Entwicklungsstadien beziehungsweise bereits in der
industriellen Umsetzung befinden (s. Tabelle 3.1). Einen wichtigen Meilenstein stellt
sicherlich die von der OECD erstellt Studie , Biotechnologie fur umweltvertragliche
industrielle Produkte und Verfahren® dar [33]. In diesem Gutachten finden sich auch al jene
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Verfahren wieder, die vor mittlerweile fast einhundert Jahren schon einmal industriell
eingesetzt worden sind (siehe auch Kapitel 2; z. B. die Garungsprodukte von Clostridium
acetobutylicum), aber aus wirtschaftlichen Interessen eingestellt worden sind. Grund fir
diesen Rickzug war die rasante Entwicklung der Petrochemie. Durch sie konnten die

Produkte preiswerter und auch effizienter hergestellt werden.

Studien im Auftrag des Umweltbundesamtes [24, 26] ermittelten mit der Blickrichtung der
Substituierbarkeit 54 verschiedene Grund- und Feinchemikalien, die tUber biotechnologische
Verfahren hergestellt werden konnten. Tabelle 3.2 listet die Chemikalien auf, beli denen eine
biotechnologische Verfahrensvariante bekannt ist, diese aber industriell noch nicht umgesetzt

worden ist bzw. sich gerade in der Umsetzung befindet.

Tab. 3.2: Grund- und Feinchemikalien fur die biotechnologische Verfahren bekannt sind,
der biotechnologische Prozess aber nicht industrialisiert ist; nach [24, 26]
Grund- oder Feinchemikalie Grund- oder Feinchemikalie

1,3-Propandiol Itaconsaure

2,3-Butandiol L-Phenylaanin

2-Propanol (Isopropanol) Mannitol (Mannit;
D-Mannohexan-1,2,3,4,5,6-
hexaol)

Aceton M ethanol

Acrylsdure Muconsaure

Adipinsaure Oxalsdure

Bernsteinsdure Propionsaure

Butanol Propylenoxid

Buttersaure Propylenoxid
(1,2-Epoxypropan)

Dichlorethan Sorbit

Epichlorhydrin Vanilin (4-hydroxy-3-
M ethoxybenzal dehyd)

Ethanol Vitamin B1 (Thiamin)

Ethylen Vitamin B5 (Pantothensaure)

Ethylenoxid Vitamin C

Formaldehyd Vitamin E (Tocopherol)

Glycerin Vitamin Niacin (Nikotinsdure)

Indigo

Welche wirtschaftlichen Perspektiven lassen sich aus diesen potentiell biotechnologisch
herstellbaren Produkten ableiten? Zwar ist es sehr schwer, konkrete Umsatzzahlen zu den

einzelnen Produkten fur Deutschland oder weltweit zu erhalten, anhand einiger Eckdaten [24,
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36, 37] lasst sich aber eine Abschatzung anstellen. So finden sich alein in den Tabellen 3.1
und 3.2 mit Ethylen, Ethylenoxyd, Dichlorethan, Propylen, Formaldehyd und Propylenoxyd
insgesamt sechs der ,Top Ten* der Top-Seller der chemischen Industrie mit einem
ungefahren Gesamtumsatz von 16 Mrd. US $ weltwelt, fir die zu mindestens im
Labormal3stab biotechnologische Verfahren zur Verfigung stehen. Eine Weiterentwicklung

bis hin zur Produktion wrde hier einen grof3en Markt fur die Biotechnol ogie 6ffnen.

An diesem Beispiel zeigt sich, dass die biotechnologische Verfahrenstechnik eine zentrale
Rolle in grofdtechnischen Prozessen spielen kdnnte und es somit neben den Anwendungen im
Bereich der Humangesundheit oder Pflanzenziichtung vielfédtige andere Betétigungsfelder
auch innerhalb der chemischen Industrie gibt. Die reine Verflgbarkeit eines biotechnischen
Verfahrens impliziert aber noch nicht dessen industrielle Tauglichkeit. Eine Substitution eines
Verfahrensschrittes wird fir ein Unternehmen nur dann sinnvoll, wenn daraus klare Vorteile
fur das Unternehmen resultieren. Welche Vorteile sich aus der Umsetzung in die industrielle
Praxis ergeben konnten, soll anhand der Substituierung bestehender chemischer Prozesse im

nachsten Abschnitt beispielhaft nachgegangen werden.

3.2 Hemmnis oder Innovation? Die Biotechnologie auf dem Weg in die chemische

Industrie

In Hinblick auf eine Umstellung eines chemischen Verfahrens stellen wirtschaftliche oder
Marketinggrinde bzw. rechtliche Rahmenvoraussetzungen bestimmende Faktoren dar. Es
muss i.a. einen zwingenden betriebswirtschaftlichen Grund geben, um von einem etablierten
chemischen Verfahren auf ein biotechnologisches Verfahren umzustellen. Daher ist in
Hinblick auf eine Substituierbarkeit im Sinne der Nachhatigkeit auch die Frage der
Wirtschaftlichkeit zu stellen. Eine scheinbar unzureichende Wirtschaftlichkeit mag mit der
Grund dafir sein, dass bisher nur wenige Verfahren in den letzten Jahren ersetzt worden sind
(Wegfall des é@ul¥eren Zwanges).

Es soll an dieser Stelle auf eine Bewertung von Substitutionsmoglichkeiten in der chemischen
Industrie eingegangen werden. Die hier getroffenen Feststellungen beruhen neben
Literaturdaten auf eigenen Untersuchungen [24], die im Rahmen eines Gutachten fur das

Umweltbundesamt, Berlin, durchgefiihrt worden sind.

22



Kapitel 3 - Substitutionspotentiale der Biotechnologie

Die Herstellung chemischer Produkte folgt seit jeher dem technisch machbaren und
effektivsten Verfahren enerseits und der wirtschaftlichsten Losung andererseits.
Selbstverstandlich sind in der Abwégung hierbel auch Fragen der Sicherheit und nicht zuletzt
des Umweltschutzes wie Ressourcenschonung und Emissionen etc. einbezogen worden. VVon
besonderer Bedeutung sind die Aufarbeitung des gewiinschten Produktes und seine Reinheit
im Rahmen effizienter Prozessfihrung. Anlasse, etablierte Verfahren zu éndern, kénnen in
allen Bereichen liegen, sind aber besonders dann zu erkennen, wenn neue Technologien zum
Einsatz kommen oder technisch-wirtschaftliche Randbedingungen sich gedndert haben. Die
seit einigen Jahren zu erkennende Entwicklung biotechnischer Prozesse zur Herstellung von
Grund- und Feinchemikalien ist sicherlich auch dem EDV-Einsatz in Prozessanalytik und
Prozesssteuerung (siehe auch Kapitel 6) zu verdanken, der diese Prozesse effizienter und
somit wirtschaftlicher ablaufen lasst. Gleichzeitig scheint es aber, a's blieben im Rahmen des
vorherrschenden Wettbewerbs Entwicklungen klassischer chemischer Verfahrensweisen eher
auf die Optimierungen bestehender Prozesse beschrankt, als das im grof3em Malistab

Substitutionen durch biotechnol ogische Prozesse vollzogen werden.

Es lasst sich die These aufstellen, dass biotechnologische Produkte nur dann eine Chance
erhalten, wenn sie wirtschaftlicher as die Produkte anderer Branchen herstellbar sind.
Insgesamt gesehen miissen zur Einfuhrung eines neuen biotechnologischen Verfahrens in der
Regel die nachfolgenden Kriterien erflllt bzw. deren negative Auswirkungen wiederlegt

werden:

« Nachweis zumindest gleichbleibender Verfahrenszuverléssigkeit und Produktqualitét

» Schnelle Amortisation des F+E-Aufwandes

» Kurzer Zeithorizont bis zur Produktreife

» Ausreichende Rohstoffverfligbarkeit fr biotechnische Verfahren bei nachwachsenden
Rohstoffen (siehe auch Kapitel 5)

» Reststoffverwertungskapazitéten des biotechnischen Verfahrens

* Vermeidung unerwinschter / nicht wirtschaftlich verwertbarer Koppel produkte

Des weiteren zeigt sich, dass in der chemischen Industrie Skepsis gegentber der

Biotechnol ogie besteht, da aus der Sicht dieser Unternehmen

» eingrof3er Entwicklungsvorsprung der klassisch-chemischer Verfahren besteht,

23



Kapitel 3 — Substitutionspotentiale der Biotechnologie

» petrochemische Rohstoffe preisglnstig in ausreichender Menge zur Verfligung stehen,
» eine Substitution einzelner Prozessschritte den bestehenden Produktionsverbund
negativ beeinflussen konnte,
* noch nicht gentigendes biotechnologisches Know-how, insbesondere im Scale-up, zur
Verflgung steht und das
o technische’ Nachteile wie die Produktinhibierung, Infektionsanfélligkeit, enge
Parametergrenzen und die hohe Automatisierungserfordernis hohe Kosten
verursachen.
Einige dieser Punkte werden von Vertretern der chemischen Industrie spezifisch nur fir
biotechnologische Verfahren genannt, wadhrend andere Punkte fur sdmtliche Innovation
zutreffen. Aber gerade in der Biotechnologie haben sich Vorurteile aufgebaut, die tellweise
nur schwer argumentativ abgebaut werden konnen.

Stellt man die chemisch-technische Verfahrensweise der biotechnologischen gegenlber, so
ergeben sich bereits in dieser sehr einfachen Betrachtungsweise Faktoren, die

biotechnologische Verfahren chemischen Verfahren im Vorteil erscheinen lassen.

Tab. 3.3: Vergleich der Verfahrensweisen ,,chemisch” / , biotechnol ogisch* [24]

Chemische Verfahrensweise Biotechnologische Verfahrensweise

Storfallpotential grofierer Anlageneinheiten | kleine, parallel betriebene Anlageneinheiten

héufig hoher Druck, Temperatur milde Reaktionsbedingungen

stoffliches  Gefahrenpotential (toxische|i.a. geringe Human-/Okotoxizitét
Reaktionskomponenten)

Nebenreaktion, Nebenprodukte i.a hohe Spezifitét, Selektivitat

Exschutz bei Einsatz von organischen| wassrige Systeme, verminderter Exschutz

Losemitteln (aber: Wasserstoffbildung moglich)

Im Allgemeinen wird die Anwendung biotechnischer Verfahren unter Berticksichtigung ihrer
gesellschaftlichen Wirkung somit als ,,umweltvertraglich* dargestellt. Dabei ist es alerdings
unstrittig, dass ,(...) der Beitrag der Biotechnologie zu einer Umweltentlastung nur im
Einzelfall zu beurteilen ist, da Biotechnologie nicht per se umweltfreundlicher als die
chemische Verfahrenstechnik ist (...)* [38].
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Die in Tabelle 3.3 genannten Unterschiede der beiden Verfahrensweisen kann man zu einer
Bewertung der Vor- und Nachteile einer biotechnologischen Substitution vor dem

Hintergrund heranziehen, dass:

e der Wunsch nach Wettbewerbsféhigkeit im Sinne der Vorteilhaftigkeit
umweltvertraglicher Produkte und Verfahren in Bezug auf Kosten und Marktnischen
besteht,

e staatliche Mal3nahmen beziiglich Veranderungen der Herstellungspraxis einen Zwang
austiben bzw. durch Férderung bezuschusst werden und

 der Druck seitens der Offentlichkeit mit Einfluss auf die strategische Ausrichtung von

Unternehmen im Rahmen umweltrelevanter Glaubwirdigkeit zunimmt.

Die okologischen Vorteile werden vorwiegend in der Ressourcenschonung (Material- und
Energieverbrauch, nachwachsende Rohstoffe) sowie in der Senkung der Schadstoff- und
Abfallproduktion gesehen [33] (s. hierzu auch Kap. 5.4.3, 5.5.3, 6.2.3 und 6.3.3). Konkret

wird in der Literatur [26] die Entlastung der Umwelt an folgenden Kriterien gemessen:

* Humantoxizitét »  Photochemische Oxidantienbildung

« Okotoxizitat (Sommersmog)

e Aquatische und terrestrische * Abbau stratosphérischen Ozons
Eutrophierung * Treibhauswirkung

» Naturraumbeanspruchung * Versauerung

Erweitert man diese Aspekte im Sinne ener Risikovorsorge in Bezug auf die
Anlagensicherheit (in  Hinblick auf das Bundesimmissionsschutzgesetz [39], die
Bundesimmissionsschutzverordnung [40] und die Umsetzung der sogenannten Seveso-lI-
Richtlinie [41, 42]), so kénnten sich flr den Anwender eines biotechnologischen Verfahrens

fur Grund- und Feinchemikalien Wettbewerbsvorteile dadurch ergeben, dass:
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 geringere  Aufwendungen im Bereich der  Anlagensicherheit  einschl.
Rohstoffbevorratung (Explosions- und Brandschutz; MSR bei toxischen, aggressiven

und ziindfahigen Medien; redundante Auslegung etc.) getroffen werden miissen,

* ene gezieltere Produktion durch erhdhte Spezifitdt/Selektivitat (weniger gefdhrliche
Nebenprodukte und Verunreinigungen, Fortfall sicherheitsrelevanter

Aufarbeitungsschritte) erfolgt und

* ene Reduzierung des Freisetzungspotentials durch kleinere, paralel betriebene
Anlageneinheiten, evtl. dadurch auch Produktionsmoglichkeiten auf}erhalb hoch-
integrierter Chemiestandorte, moglich ist [24].

In einem Gutachten [24] wurde dartber hinaus festgestellt, dass aus diesen Tatsachen heraus
auch eine vereinfachte Genehmigungspraxis fur neue Verfahren und verringerte
Anforderungen an die Prifungen bzw. Uberwachung von Anlagen resultieren sollte. Es
ergeben sich weiterhin Vorteile im Sinne des Arbeitnehmerschutz. Die Verminderung von
Schadensfallen durch biotechnologische Verfahren insbesondere mit Auswirkung auf die
Umgebung (Storfalle) und die Risikoabsenkung durch Verminderung des Gefahrenpotentials
(Fortfall gefahrlicher Einsatzstoffe oder Nebenprodukte) wirde zu einer erhéhten Akzeptanz
in der Offentlichkeit fuhren. Durch den Fortfall toxischer Substanzen kame es zu einer
Verminderung des Transportaufkommens gefahrlicher Guter und somit zu einer Vermeidung
Okologischer Rechenschaftspflicht, welche durch Havarien erzwungen wird. Verdeutlichen
lassen sich diese Annahmen anhand von vier Beispielen. Durch das Aufstellung von
Rankingkriterien (Stand der Entwicklung des biotechnologischen Verfahrens; wirtschaftliche
Bedeutung (Jahresproduktionsmenge); Storfallrelevanz (Einstufung der geféahrlichen Stoffe
und der entsprechenden Mengenschwelle)) wurden die Verfahren zur Produktion von
Acrylamid, L-Phenylalanin, Propylenoxid und n-Butanol ausgewéhlt [24]. Durch diese
Beispiele werden die vier relevanten Entwicklungsstadien biotechnologischer Verfahren

représentiert:
 n-Butanol ist en Vertreter der Chemikalien, die bereits durch biotechnische Verfahren

produziert wurden, welche aber wieder eingestellt worden sind [43, 44, 45, 46, 47, 48,
49, 50].
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e Acrylamid ist eine Verbindung, die bereits im industriellen Maldstab mit Hilfe
biotechnol ogischer Verfahren enzymatisch produziert wird [51, 52, 53, 54, 55, 56].

* L-Phenylalanin gehdrt zur Gruppe der Stoffe, deren biotechnische Produktion tber
mikrobiologische Verfahren zur Zeit weltweit eingefuhrt wird [54, 57, 58].

* Propylenoxid steht als Beispiel fur eine Anzahl Produkte, deren biotechnische
Produktionsverfahren sich einerseits im Entwicklungsstand befinden, andererseits
neue enzymatische Verfahren auch grof3technische Herstellungen in Aussicht stellen
[59, 60, 61, 62].

In der Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse der Untersuchung zusammenfassend fur diese vier
Beispiele dargestellt. Eine schematische Gegenuberstellung der chemischen und der
biotechnologischen Verfahren sowie der Prozessparameter der biotechnologischen Verfahren
findet sichim Anhang 8.1.

Tab. 3.4 Substitutionspotentiale biotechnologischer Prozesse anhand ausgewahiter
Beispiele in Deutschland [nach 24]
Substitution Umwelt- Senkungdes | Minderung | Realisierung Anmer-
vorteile nach Storfall- des im ind. kungen
[26] potentials | Anlagenriskos| Malstab

n-Butanol + Verbrauch ja ja ehemals ABE- | Hindernisgrund
anaerobe Fer- fossiler Roh- Propen, Fermentation Verfahren der Umsetzung
mentation aus | stoffe Wasserstoff gegentiber neue Vorteile |ist die
Glucose Kohlenmonoxid | p bis 100 bar d. Wiener Wirtschaftlich-
(Wiener Ver- und T bis 196 °C | Verfahren keit; Aufbau
fahren) (kontinuierlich) | eines konti-
anstatt nuierlichen
Oxosynthese Verfahrensist
aus Propen notwendig
durch Hydro-
formulierung
und Aldehyd-

hydrierung [63]

Acrylamid o/+ Okotoxizitét | (ja) ja ja Produktion wird
aus Acrylnitril | ++ Human- Blausaure Biotransforma- | Beispiel fur Zu einem
mittels toxizitat tionanstatt T bis | Umstieg Grofteil bereits
Nitrilhydrase + Verbrauch 120 °C und biotechno-
anstatt fossiler Roh- erhohter Druck logisch durch-
Acrylnitril- stofe gefiihrt, ist aber
Hydratisierung | + Treibhaus- ein Einzelfall
mit Schwefel- | effekt

sdure [64]
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Substitution Umwelt- Senkungdes | Minderung | Realisierung Anmer -
vorteile nach Storfall- des im ind. kungen
[26] potentials | Anlagenriskos| Malstab
Propylenoxid ++ Human- unwesentlich eingeschrankt vereinzelt Wirtschaftlich-
z.B. zwei- toxizitét Chlor ersetzt Chlor ersetzt (Monooxyge- | keit des biotech.
stufiges Ver- + Okotoxizitéat | durch Methan/ | durch Methanol/ | nasen) Verfahrens
fahren mit Methanol Methan muss noch unter
M onooxygeasen Beweis gestellt
anstatt werden
Chlorhydrin- (Durchsatz)
synthese [65]
L-Phenylalanin |+ Treibhaus- nein ja ja Der Vorteil des
fermentativ aus | effekt z. Zt. keine mikraobiolo- (auRRerhalb biotechnisches
Glucose +/++ Verbrauch | Herstellungin | gische Bedin- Deutschland) | Verfahren
anstatt foss. Rohstoffe | Deutschland gungen (Enantiomeren-
Umsetzung von | (Herstellung aus | abstrakt: ja gegentuiber reinheit) wird
Benzylchlorid | Glucose) 60 °C/50 bar das chemische
mit CO/H,/NH4 Verfahren
oder Acetamid verdrangen
[66]

++

+ mittleres Entlastungspotential

hohes Entlastungspotential durch biotechnische Verfahren

o] neutral

Es zeigt sich an den hier vorgestellten vier Verfahren, dass mit Hilfe der Biotechnologie
Vortelle in Hinblick auf 6konomische Faktoren und in Bezug auf sicherheitsrelevante
Faktoren erzielt werden konnen. Im einzelnen |18sst sich folgendes feststellen [24]:

n-Butanol

Bel Einsatz der anaeroben Fermentation aus Glucose nach dem kontinuierlich arbeitenden
Wiener Verfahren gegeniber der konventionellen Oxosynthese aus Propen durch
Hydroformulierung und Aldehydhydrierung ergibt sich ein eindeutiges Potential zur
Absenkung der Storfallrelevanz durch Fortfall der im klassischen-chemischen Verfahren
beteiligten Komponenten Propen, Wasserstoff und Kohlenmonoxid. Das bereits seit |angerem
bekannte und ehemals eingesetzte ABE-Verfahren unterlag als biotechnisches Verfahren
jedoch den Wirtschaftlichkeitskriterien und wurde eingestellt. Das neue Wiener Verfahren
lasst hier eine mogliche Umkehrung dieser Entwicklung erkennen. Vorteile ergeben sich
insbesondere im Bereich der Minderung des unmittelbaren Anlagenrisikos, in dem die milden
Bedingungen der Fermentation den hohen Driicken bis 100 bar und Temperaturen bis 196 °C
des konventionellen chemischen Verfahrens gegentberstehen. Zugleich ergibt sich ein Vorteil

fur die Umwelt durch den reduzierten Verbrauch fossiler Rohstoffe.
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Acrylamid
Ein weiteres Beispiel grofdtechnisch hergestellter Produkte ist Acrylamid. Zwar gehen die

biotechnische Verfahrensalternative (Einsatz der Nitrilhydratase) und das klassische
Schwefel saurehydratisierungsverfahren beidermaf3en vom Acrylnitril as Ausgangsprodukt
aus. Es entfdllt beim biotechnischen Verfahren jedoch die Entstehung der sehr giftigen
Blausdure. Acrylamid wird deshalb bereits auch industriell durch Biotransformation
hergestellt. Neben den Vorteilen der Oko- und Humantoxizitat, der Berlicksichtigung fossiler
Rohstoffreserven und dem Treibhauseffekt, ergibt sich wiederum ein Vortell im Bereich des
unmittelbaren Anlagenrisikos durch die Vermeidung hohen Drucks und hoher Temperatur.

Propylenoxid
Ersetzt man die Chlorhydrinsynthese durch ein biotechnisch zweistufiges Verfahren mit

Monooxygenasen, so wird zwar Chlor als giftiges, aggressives und storfallrelevantes Edukt
ersetzt, dafir kommt aber brennbares und giftiges Methangas zum Einsatz. Dennoch ergeben
sich Vorteile in der Human- und Okotoxizitdt. Bislang begrenzen in der Regel
Wirtschaftlichkeit und Durchsatz den Einsatz des biotechnischen Verfahrens, wobei sich die
Erfahrungen allerdings auf die bisher eingesetzten Monooxygenasen beziehen. Die neuere
Entwicklung lasst erkennen, dass das biotechnische Verfahren wettbewerbsfahig gegentiber
den klassischen Verfahren werden kdnnte. Der Risikovorteil dirfte hierbei jedoch nicht so
ausschlaggebend sein, insbesondere weil Chlor als Schltsselprodukt in den meisten
Chemiestandorten nicht wegzudenken ist.

L-Phenylaanin

Gegenlber der Umsetzung von Benzylchlorid mit Kohlenmonoxid, Wasserstoff und
Ammoniak oder Acetamid bietet die fermentative Herstellung aus Glucose eine erhebliche
Senkung des stofflichen Gefahrenpotentials. Da zur Zeit keine Produktion in Deutschland
stattfindet, und gemessen an der Weltjahresproduktionsleistung eher kleinere Anlagen zu
erwarten sind, fallt das unmittelbare Storfallsenkungspotential alerdings gering aus.
International hat das biotechnische Verfahren bereits das klassisch-chemische Verfahren
abgel 6st. Wiederum ergeben sich Vortelle bei der unmittelbaren Anlagensicherheit alein aus

der Absenkung von Druck- und Temperaturbedingungen.

Wie bereits weiter oben angemerkt, kann der Biotechnologie aber nicht per se der Vorteil

zugesprochen werden, umweltfreundlicher und sicherer zu sein. Véllig aus Betracht gelassen
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wurde hier der Einsatz gentechnisch veranderter Organismen zur Realisierung dieser
Verfahren. Eine mégliche Gefahrdung durch GMOs ist noch nicht abschlief3end untersucht
worden und auch die offentliche Menung ist zur Zeit in diesem Bereich noch stark
sensibilisiert. Deutlich wird aber, dass neben den biomedizinischen Bereich (Human Health
etc.) ein, auch in wirtschaftlicher Hinsicht, grof3es Potential der Biotechnol ogie vorhanden ist,
welches eine standige Weiterentwicklung der Verfahrenstechnik (inkl. der Bioprozessanal ytik
und —regelung), eine verbesserte Nutzung nachwachsender Ressourcen und die Bereitstellung
neuer Biokatalysatoren (z. B. fur Biotransformationen) erfordert. In den néchsten Kapiteln
sollen nun Forschungsprojekte vorgestellt werden, die sich mit Entwicklungen in diesen
Bereichen beschéftigen. Sofern es der erzielte Entwicklungsstand zulief3, wurde versucht, Gber
die Beschreibung der wissenschaftlichen Ergebnisse hinaus, die aus den Entwicklungen

resultierenden mdglichen 6konomischen und dkologischen Effekte zu diskutieren.
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4 Marine Biotechnologie — Nutzung neuer Ressourcen in der Biotechnologie

Die Suche nach neuen Naturstoffen — insbesondere nach neuen pharmazeutisch wirksamen
Verbindungen — stellt, wie in Kapitel 2 und 3 geschildert, einen der groften wirtschaftlichen
Antriebsmotoren der Biotechnologie des 21. Jahrtausends dar. Die sich verandernde
Altersstruktur unserer Gesellschaft erfordert weitere neue Behandlungsmethoden fir
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder Parkinson. Auch fur die Behandlung
verschiedener Infektionskrankheiten oder Krebs stehen zur Zeit oftmals keine effizienten
Therapeutika zur Verfigung. Zwar gibt es fur solche Pharmaka vielversprechende organisch-
chemische Syntheseansétze, jedoch liefert die Natur einen nahezu unerschopflichen Vorrat an
Naturstoffen, die flr einen solchen Einsatz in Frage kommen konnten.

Auf der Suche nach bioaktiven Substanzen wurden bisher hauptséchlich terrestrische
Organismen genutzt. In den letzten Jahren ist dieses Wirkstoffscreening auch auf marine
Habitate ausgedehnt worden. Angesichts des Mangels an geeigneten Arzneimitteln bei vielen
Krankheiten und zunehmenden Resistenzentwicklungen bestimmter Krankheitserreger wird
die Suche nach Wirkstoffen aus marinen Organismen als besonders aussichtsreich eingestuft
[14, 15, 16, 17], da gegenuber terrestrischen Organismen andersartige chemische
Kommunikationswege entwickelt worden sind, die sich auch in der Produktion andersartiger
Metabolite ausdriicken sollte.

Ausgangspunkt fur die Entwicklung allen Lebens vor ca. 3,5 Milliarden Jahren waren die
Urozeane. Uber mehrere Milliarden Jahren hat die Entwicklung der Diversitét des Lebens
ausschliefdlich in diesem Habitat stattgefunden. Erst sehr viel spéter kam es zur Trennung in
terrestrische und marine Lebensformen. Noch heute tragen die terrestrischen Formen Spuren
ihrer marinen Herkunft in sich; so zum Beispiel in Form des notwendigen Salzgehaltes in den
Korperflissigkeiten. Marine und terrestrische Organismen haben sich aber auch deutlich
voneinander weg entwickelt und somit andere Stoffwechselwege eingeschlagen. Dieses ist
z.B. in der Tatsache begriindet, dass in marinen Systemen ein Uberleben oft nur in sehr
komplexen Symbiosen moglich ist. Innerhalb dieser Symbiosen wird ein breites Spektrum
von Naturstoffen produziert, von denen man heute welil3, dass sie auch auf3erhalb der marinen
Habitate Wirkungen entfalten kénnen, z.B. gegen Krebs, Entziindungen oder Maaria. Es ist

daher ein lohnendes Forschungsziel, marine Organismen hinsichtlich ihrer speziellen
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Stoffwechselwege zu untersuchen, um weitere pharmazeutisch aktive Substanzen industriell
herstellen zu konnen. Neben den potentiellen Pharmazeutika kdnnen aus marinen
(Mikro)Organismen verschiedenste Enzyme isoliert werden, die fur den industriellen Einsatz
genutzt werden konnen [67], oder die ebenfals pharmazeutische Relevanz besitzen [68].
Problematisch ist in beiden Félen die Handhabung der marinen Mikroorganismen im Labor.
Es mussen spezielle Anforderungen an die Kultivierungstechniken gestellt werden, um ein
Wachstum und vor allen Dingen die Produktion des gewlnschten Naturstoffes im Bioreaktor
zu ermdglichen. Nur Uber eine reproduzierbare und effiziente Kultivierung ist letztendlich
eine wirtschaftliche Nutzung der marinen Mikroorganismen und ihrer Metabolite méglich.
Gerade in diesem kritischen Bereich sind zur Zeit wenige Entwicklungen beschrieben. Es
sollen daher in der vorliegenden Arbeit in den folgenden Abschnitten einige mogliche
Strategien zur Kultivierung mariner Mikroorganismen diskutiert werden. Im Bereich der
marinen Enzymsysteme werden neben Screening- und Aufarbeitungsverfahren auch

potentielle Nutzungsfelder der Enzyme aufgezeigt.

4.1 Stand der marinen Biotechnologie

Wahrend marine Makroorganismen in der Regel fir Untersuchungen ihres Spektrums an
Naturstoffen relativ gut zuganglich sind, ergeben sich bei den marinen Mikroorganismen,
deren Diversitét im Vergleich zu den Makroorganismen wesentlich gréfer ist, erhebliche
Probleme. Es wird geschétzt, dass von allen vorkommenden marinen Mikroorganismen zur
Zeit nur etwa 1-5 % identifiziert worden sind. Man nimmt an, dass viele Mikroorganismen
sich mit den zur Zeit bekannten Verfahren nicht kultivieren lassen und deshalb zwangsweise
unbeachtet bleiben. Der Ubliche Weg Uber das Ausplattieren auf Agarplatten zur Isolierung
und Vereinzelung eines Mikroorganismus fuhrt bei vielen marinen Stdmmen nicht zum
Erfolg, da diese auf herkdmmlichen Medien nicht oder nur sehr schlecht wachsen. Eine
weitere Problematik liegt darin, dass ein vereinzelter Stamm sich unter natirlichen
Bedingungen eventuell anders verhdlt, als dieses im Labor der Fall ist. Dieses wird dadurch
verursacht, dass viele Stamme in der Natur in Symbiose mit Makro- und anderen
Mikroorganismen vorkommen. Bel Schwammen beispielsweise konnen vergesellschaftete
Mikroorganismen bis zu 40% der Biomasse ausmachen. Somit ist auch eine eindeutige
Zuordnung eines isolierten Naturstoffes zu einem einzelnen Organismus in der Symbiose

oftmals sehr schwierig.

32



Kapitel 4 - Marine Biotechnologie

Bel den Schwammen liegt auch der Ursprung der marinen Naturstoffforschung. Bereitsin den
fUnfziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurden aus dem Schwamm Crytothetia crypta die
Verbindungen Spongouridin und Spongothymidin isoliert. Sie fuhrten zur Synthese einer
neuen Klasse von Arabinose-Nucleosid-Analoga (Antivirale und Antitumor Wirkungen) [15,
69]. Rund 40 Prozent der in den Jahren 1995 und 1996 beschriebenen Verbindungen wurden
aus Schwammen isoliert. Die grofle Anzahl besonders aktiver Verbindungen (z. B.
Halichondrin B) bei Schwammen liegt sicherlich darin begriindet, dass Schwamme keine
wirksamen morphologischen Schutzmechanismen besitzen und ihr
Verteidigungsmechanismus daher auf der Produktion bioaktiver Substanzen beruht [70].
Neben der Gewinnung von wichtigen grundlegenden Erkenntnissen gibt es auch bereits
genuigend gesammelte Daten, die eine wirtschaftliche Nutzung dieser Ressourcen als sehr
wahrscheinlich gelten lassen kann. Zur Zeit sind insgesamt ungeféahr 10.000 marine
Naturstoffe bekannt, wobei bei einer Grof3zahl nicht mit Sicherheit gesagt werden kann, ob sie
von dem Makroorganismus stammen, aus dem sie isoliert worden sind, oder ob assoziierte

Mikroorganismen fir dessen Bildung verantwortlich sind.
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Abb. 4.1.1:  Anzahl der jéhrlich identifizierten marinen Naturstoffe fir den Zeitraum 1984
bis 1996

Einen Uberblick fur die Verteilung der Naturstoffe auf verschiedene Organismenklassen
bieten die Verdffentlichungen von Faulkner [71, 72]. Neben den Schwammen als
Naturstofflieferanten sind hier insbesondere die Hohltiere zu nennen. Aus beiden Gruppen

zusammen wurden Uber 61 % der marinen Naturstoffe im Jahr 1996 isoliert.
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Tab.4.1.1: Verteilung der identifizierten marinen Naturstoffe auf verschiedene

Organismenklassen [71, 72]

Organismen Anzahl 1995 | Anzahl 1996
Meeresschwamme 256 276
Hohltiere 123 151
Mikroorganismen 74 46
Manteltiere 58 49
Stachelhauter 38 66
Weichtiere 25 48
Rotalgen 18 29
Braunal gen 13 10
Moostierchen 5 15
Grunalgen 3 7
Sonstige 12 -

Interessant ist auch die Verteilung der unterschiedlichen Strukturtypen (Verbindungsklassen)
innerhalb der marinen Naturstoffe. Eine sehr gute Ubersicht bietet hierbei [73]. Wie in der
Abbildung 4.1.2 ersichtlich, unterscheidet sich das Spektrum der aus marinen
Makroorganismen gewonnenen Verbindungen deutlich von dem typischer terrestrischer
Naturstofflieferanten. Findet man dort haufig Zucker, Makrocyclen und Peptide, so herrschen
bei den marinen Verbindungen Alicyclen und N-Heterocyclen vor.

o Zucker
Aktinomyceten m Makrocyclen
7 Chinone

] Peptide

Bakterien

) W N-Heterocyclen
Pilze

m O-Heterocyclen
Algen | Alicyclen
] Arene

W Aliphaten

[ andere

Pflanzen

marine Makroorg

Insekten/Wirmer

Mollusken

0% 20% 40% A0% 20% 100%,

Abb. 4.1.2: Vertellung verschiedener Naturstofftypen auf terrestrische und marine
Organismen [ 74]
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Eine konkrete Auflistung pharmakologisch wirksamer Verbindungen, die innerhalb der

letzten Jahren aus dem Meer isoliert worden sind, findet sich in der nachfolgenden Tabelle.

Tab. 4.1.2:  Pharmakologisch wirksame Substanzen aus marinen Organismen [74]
Herkunft Wirkstoff Indikation

M oostierchen (Bugula neritina) Bryostatin 1 Antitumor

Schwamm (Halichondria okadai) Halichondrin B Antitumor

Schwamm (Discodermia kiiensis) Discodermolid Zytotoxisch, immunsuppressiv

Schwamm (Luffarellia variabilis) Monalid Entziindungshemmend
Antitumor, antiviral,

Manteltier (Trichidemnum solidum) Didemnin B immunsuppressiv

Manteltier (Ecteinascidia turbinata) Ecteinascidin 743 | Antitumor

Meeresschnecke (Dolabella

auricularia) Dolastin 10 Antitumor

K egel schnecke (Conus magus) Conotoxin MVIIA | Analgetisch

Lederkoralle (Eleutherobia albiflora) | Eleutherobin Zytotoxisch
Entzindungshemmend,

Koralle (Pseudopterogorgia bipinata) | Pseudopterosin B analgetisch

Rotalge (Portieria hornemanni) Halomon Zytotoxisch

Es ist auffdlig, dass es anscheinend bel marinen Naturstoffen eine besonders hohe Wirkung
gegentber menschlichen Krebszelllinien gibt. Flinfzig Prozent der vom National Institute of
Cancer (NIC) auf ihre Antitumor-Eigenschaften untersuchten Substanzen sind marinen
Ursprungs [75]. Besonders zu nennen sind hier die Verbindungen Bryostatin und
Ecteinascidin 743; zwel der wirkungsvollsten Antitumorsubstanzen Uberhaupt. Bryostatin
wurde aus einer Bryozoe (Moostierchen) isoliert. Auf diese Organismen wird spéter noch
einmal detallierter eingegangen werden, da sie bel den in dieser Arbeit durchgefihrten

Untersuchungen eine wichtige Rolle spielen.

Einer kommerziellen Nutzung am néchsten ist das Bryostatin 1, welches aus der Bryozoe
Bugula neritina isoliert worden ist. Neben dem Bryostatin sind mittlerweile 14 weitere
Bryostatine aus diesem Makroorganismus isoliert worden [15, 69, 76, 77], die dle
cytotoxische Eigenschaften aufweisen. Bryostatin 1 befindet sich in den USA und Europa zur
Zeit in den Klinischen Studien der Phasen | bzw. 1. Es konnte bisher allerdings noch nicht
geklart werden, ob die Bryostatine direkt von den Bryozoen gebildet werden, oder ob an ihrer

Bildung vergesellschaftete Mikroorganismen beteiligt sind.
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Aus der Tunicate Trididemnum solidum konnte mit Didemnin B ein neuartiges, cyclisches
Depsipeptid isoliert werden. Die Substanz zeigte sowohl antivirale, immunosuppressive as
auch cytotoxische Eigenschaften. Klinische Studien der Phasen | und Il zur Testung der
Verbindung as Mittel gegen Nieren-, Eierstock- sowie Brustkrebs wurden durchlaufen.
Aufgrund der zu hohen Toxizitét des Didemnin B ist ein Einsatz als Therapeutikum aber nicht
realisiert worden. Als neuartiger Vertreter cyclischer Peptide liefert die Verbindung aber eine
wichtige Wirkstruktur zur Erforschung und Synthese von Didemnin-Analoga, die eventuell
als Pharmazeutika eingesetzt werden konnen [15, 17]. Ebenfalls cytotoxische Wirkungen
gegen verschiedenste Tumorzellen weisen die Verbindungen Halomon (pentahal ogeniertes
Monoterpen; isoliert aus der Rotalge Portieria hornemannii) und Dolastatin 10 (isoliert aus
dem Seehasen Dolabella auricularia) auf. Bereits sehr geringe Dosen dieser Verbindungen
zeigen sehr gute Wirkungen gegen Gehirn-, Nieren- und Dickdarmtumorzellen. Dolastatin 10
ist die stérkste bekannte antineoplastische Substanz und konnte bereits durch Total synthese
hergestellt werden. Mit der Gruppe der Halichondrine (Polyether Macrolide; isoliert aus dem
Schwamm H. okadai) steht eine weitere Verbindungsgruppe aus marinen Organismen zur
Verfligung, die ebenfalls potentielle Antikrebsmittel darstellen. So zeigte sich zum Beispiel
Halichondrin B in vivo als sehr aktiv gegen Leuké&mie- sowie Melanom-Zellen. Aul3erdem
wurden in Schwdmmen die Verbindung Dercitin (Aminoacridin-Alkaloid; isoliert aus dem
Tiefsee-Schwamm  Dercitus sp.) und die Theopederine A-E (multifunktionelle,
heterocyclische Peptide; isoliert aus Schwammen der Gattung Theonella) entdeckt. Auch
diese Verbindungen zeigen, teilweise bereits im nanomolaren Bereich, sehr gute Wirkungen
gegen verschiedene Tumorzelllinien. Dercitin  besitzt darGber hinaus auch eine

immunosuppressive Aktivitéat.

Naturstoffe aus Schwammen (bzw. aus ihren vergesellschafteten Mikroorganismen) haben
neben der Funktion als Antikrebsmittel teilweise auch andere pharmazeutisch sehr
interessante Wirkungen. So ebnen die Batzelladine A und B (isoliert aus dem Schwamm
Batzella sp.) eventuell den Weg fur Therapeutika gegen AIDS [15, 16]. Diese Verbindungen
blockieren die Kopplung von HIV-gpl20 an den entsprechenden menschlichen CD4-
Rezeptor. Die Verbindungen sind in ihrer Wirkung zwar zu unspezifisch und wirken sich
somit auch nachteilig auf andere Funktionen der Zelle aus, sie kdnnen aber eventuell, wie das

weiter oben erwdhnte Didemnin B, als Modelle neuer Wirkstrukturen dienen.
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Wo durch kommt es aber zu der so ausgepragten Wirksamkeit und zu der grof3en Diversitéat
mariner Naturstoffe? Marine Organismen miissen sich um zu Uberleben teilweise an extreme
Umweltbedingungen anpassen konnen. Ein Faktor dabel sind extreme Temperaturen. So
finden sich marine Mikro- und Makroorganismen sowohl in den Polarregionen as auch in
unterseeischen Vulkanen. Ein weiterer wichtiger Umweltfaktor ist die enfalende
Sonnenstrahlung, die sich von den Kistengebieten bis zur Tiefsee hin drastisch verringert.
Auch die hohen Driicke in grof3er Tiefe verlangen eine spezielle Adaption der dort lebenden
Organismen. Selbst in scheinbar lebensfeindlichen Regionen, wie den Hydrothermalquellen
mit hohen Kohlendioxid und Schwefelkonzentrationen, finden sich im Meer Organismen.
Gerade solche Bereiche konnen fir die Biotechnologie von grof3em Interesse sein, da zu
vermuten ist, dass die dortige genetische Diversitét sich deutlich vom terrestrischen Bereich
unterscheidet. Die aus marinen Mikro- und Makroorganismen isolierten aktiven Naturstoffe
scheinen eine wichtige Rolle bei der Anpassung an solch extreme Standorte zu spielen [78].

Eine weitere Ursache fur die grof3e Anzahl aktiver Naturstoffe kénnte in der Verteidigung des
Standortes liegen (Standortsicherung). Hierzu werden in marinen Systemen oftmals
Antibiotika eingesetzt. Der grofdte Tell dieser Antibiotika wurde bisher aus invertebraten
Tieren wie z.B. Schwammen, Mollusken, Weichkorallen oder Meeresnacktschnecken isoliert.
Diese Tatsache unterstiitzt die Theorie, dass die Sekundérmetaboliten ihren Produzenten zur
Verteidigung gegen Fressfeinde und Konkurrenten dienen, da solche Substanzen bisher
lediglich bei meist ortsgebundenen Welchtieren ohne K érperpanzerung gefunden wurden, die
keine andere Mdglichkeit haben, sich zu schiitzen. Mobile oder gepanzerte Weichtiere wie
Tintenfische, Krustentiere, Stachelhauter oder hausertragende Meeresschnecken hingegen

produzieren offenbar keine Antibiotika [79].

Als weitere mogliche Ursachen der grof3en Vielzahl an biologisch wirksamen Naturstoffen in

den Meeren kdnnten angefuhrt werden:

» Schutz vor Raubern

+  Schutz vor Uberwucherung

« Ubermittlung von Informationen innerhalb und zwischen verschiedenen Arten
(Quroum Sensing) [80]

e Schutz vor Sonnenstrahlung
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Wahrend Uber marine Naturstoffe somit in der Literatur bereits eine breite Wissensbasis
publiziert worden ist, sind Uber marine Enzymsysteme deutlich weniger Arbeiten zu

verzeichnen. Auf diese Thematik wird in Kapitel 4.4 ndher eingegangen werden.

Wie aber sieht es mit der verfahrenstechnischen Seite der marinen Biotechnologie aus?
Aufgrund der Tatsache, dass sich eine Vielzahl der marinen Mikroorganismen nur sehr
schwer im Labor kultivieren lassen, ist hier sehr wenig als Wissensbasis vorhanden [81]. Die
beschriebenen Naturstoffe werden haufig aus Original proben isoliert und man beschrankt sich
auf die ldentifikation der Letstrukturen in der Hoffnung, diese spater im Labor auf
organochemischen Wege synthetisieren zu kénnen. Aber gerade an dieser Stelle ist der
Einsatz von biotechnologischer Verfahrenstechnik von grof3er Bedeutung. Nur durch eine
Optimierung der Kultivierungsbedingungen konnten grof3ere Mengen des Naturstoffes zur
Verfugung gestellt oder komplette industriell nutzbare Produktionswege eines Naturstoffes
aufgezeigt werden. Dieses kann einerseits durch eine deutliche Steigerung der Ausbeute des
Endproduktes erfolgen. Andererseits konnten mit Hilfe eines optimierten Verfahrens
Intermediate des Endproduktes zur Verfligung gestellt werden, die Uber einfache (organisch-

chemische) Syntheseschritte zum Endprodukt umgesetzt werden kdnnen.

Erster Schritt, um einen neuen Naturstoff zu gewinnen, ist die Isolation einer marinen
L ebensgemeinschaft (Abbildung 4.1.3). Um reproduzierbar arbeiten zu kdnnen, muss man in
der Lage sein, diese Lebensgemeinschaft - oftmals ein mit Mikroorganismen besiedelter
Makroorganismuns - zu héltern, um so spétere vergleichende Probennahmen zu ermdglichen.
Die Vereinzelung der Mikroorganismen stellt einen weiteren zentralen Schritt dar, der es
ermoglichen soll, den oder die Produzenten biologisch aktiver Substanzen zu identifizieren.
Der Test auf solche Aktivitdten sollte sowohl mit der gesamten Lebensgemeinschaft, als auch
mit den isolierten Mikroorganismen erfolgen. Ist eine solche Aktivitét gefunden, setzt die
Optimierung der Kultivierung des oder der Produzenten ein. Erst Uber diesen Schritt kann
oftmals genug Biomasse und somit Sekundarmetabolit oder Enzym gebildet werden, um eine
Identifikation der Substanz zu ermoglichen.
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Kultivierung
mariner Mikro-
organismen

Test der
biologischen
Funktion (z. B.
enzymatische
Aktivitét)

Isolierung &
Identifikation der
Mikroorga
nismen

Hélterung der
Probe (z. B.
Biofilm)

\ Identifikation der aktiven
Rekonstruktion Substanzen (z B. Proteine)

Abb. 4.1.3:  Strategie zur Isolation und Produktion mariner Naturstoffe [82]

Fir eine spétere kommerzielle Nutzung der Substanz muss im Bereich der Kultivierung eine
effiziente Prozessoptimierung einsetzen. Aufgrund sehr geringer Wachstumsraten mariner
Mikroorganismen und der damit verbundenen geringen Ausbeute an Metaboliten, hilft hier
oftmals nur die Identifikation der kodierenden Gensequenz, die Klonierung und anschlief3ende
Produktion des Metaboliten in einem anderen, schneller wachsenden und produktiveren

Organismus.

4.2 Der marine Biofilm als Ausgangsbasis zu neuen Natur stoffen

Den ersten Schritt zur Isolation eines neuen Naturstoffes oder eines Enzyms stellt wie im
vorherigen Abschnitt geschildert die Probennahme dar. Im marinen System bietet es sich an,
die Probennahme nicht in der Wassersdule vorzunehmen, sondern sich auf bewachsene
Oberflachen oder Sedimente zu konzentrieren (Abb. 4.2.1). Die Dichte der dort

anzutreffenden Organismen ist sehr hoch. Es kann abgeschédtzt werden, dass auf einem
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Quadratmeter eines tropischen Korallenriffs bis zu 1.000 verschiedene Makroorganismen zu

finden sind.

Abb. 4.2.1:  Bewuchs einer Oberflache im agquatischen Bereich [83]

Man kann davon ausgehen, dass aufgrund der héheren Zelldichte (Sediment gegentiber der
Wassersaule) Antagonismen und Synergismen bei sessil auf Substratoberfl&chen wachsenden,
marinen Organismengemeinschaften haufiger anzutreffen sind as bei planktonischen oder
vagilen Artengemeinschaften. Dies stimuliert eine hohere Intensitét und Diversitdt in der
Produktion von hydrophilen und hydrophoben Substanzen, Toxinen, Cytostatika, Antibiotika
(s. 0.) oder wuchsfordernden Substanzen wie Lectinen etc. In solchen Biofilmen sind in der
Regel eine Vielzahl von Mikroorganismen vergesellschaftet, die ein hohes Potential an
Naturstoffen erwarten lassen. So wurden z. B. in den tropischen Hartsubstrat-A ssoziationen
und Biofilmen bel mehr als 42 Arten von Makroorganismen Toxine gefunden. Die
Toxinlieferanten bevorzugen die gegeniber den biologischen und physikalischen
Steuerungsfaktoren besonders exponierten Substratzonen der Riffe [84].

Besonderes Augenmerk erfahren in der marinen Naturstoffsuche die sessilen Bryozoen.
Dieses ist auf die Tatsache zurlickzufuhren, dass das bereits weiter oben angesprochene
Bryostatin [85] in den achtziger Jahren aus der Bryozoe Bugula neritina isoliert worden ist —
wenn auch in bescheidener Ausbeute: Fir 18 g der Verbindung mussten 12 Tonnen des

Moostierchens extrahiert werden [86]. Ebenso wenig ist geklért, ob die Bryozoe die
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Verbindung eigenstandig synthetisiert, oder ob die vergesellschafteten Mikroorganismen
hierfir verantwortlich sind [87]. Seit der Entdeckung des Brystatins sind an die 200
Naturstoffe aus Bryozoen isoliert worden. Bryozoen an sich sind Uber die verschiedensten
Habitate verteilt. Man kennt ungefghr 3.200 Arten, von denen ungeféhr 40 Arten in
heimischen Gewassern vorkommen. In der Nordsee kommen unter anderem die Bryozoen
Flustra foliacea (Abbildung 4.2.2) und Bugula plumosa vor. Im niederséchsischen
Forschungsverbund M eeresbiotechnologie [88, 89] wurde das Naturstoffpotential dieser Arten
untersucht. Bel diesen Arbeiten wurden verschiedenste mit den Bryozoen assoziierte

Mikroorganismen isoliert, die auch Gegenstand dieser Arbeit sind.

Abb. 4.2.2:  Kolonievon Flustra foliacea

Die Bryozoe Flustra foliacea ist sicherlich eine der naturstoffchemisch am besten
untersuchten Bryozoen. Aus diesem Organismus wurden Uber 20 Verbindungen isoliert.
Dabel handelt es sich Uberwiegend um stickstoffhaltige Substanzen mit Phenylethyl- oder
Isochinolin-Teilstruktur, sowie um Pyrrol- und Indolderivate (z. B. Flustramine A und B) [90,
91, 92]. In laufenden Arbeiten im Arbeitskreis Konig an der Universitdt Bonn [93] konnten
weitere neue Verbindungen (Indolderivate) isoliert werden, deren biologische Funktion aber
noch nicht geklart werden konnte. Die Nordsee-Bryzoen sind in taxonomischer Hinsicht gut
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beschrieben [94]. Hinsichtlich der mit ihnen vergesellschafteten Mikroorganismen (Abb.
4.2.3) sind alerdings nur sehr wenige Untersuchungen durchgeftihrt worden.

SkU Smm
ROHDE * GBF

Abb. 4.2.3:  Mikrobieller Bewuchs auf Flustrakolonien (Aufnahmen: Dr. Manfred Rohde,
GBF, Braunschweig)

Nicht nur beim Bryostatin sondern bei vielen der marinen Naturstoffe ist es nicht gesichert, ob
ein oder mehrere Mikroorganismen oder die Bryozoe selbst Produzent der isolierten
Verbindungen sind. Auch eine symbiotische Synthese der Verbindungen ist denkbar. Es
mussen daher Untersuchungen angestrebt werden, in denen die Mikroorganismen von der
Flustra isoliert und anschlieffend kultiviert werden. Nur Uber diesen Weg konnen

Informationen Uber die Naturstoffsynthese gewonnen werden.

Aber nicht nur die Suche nach den Naturstoffen an sich kann zu neuen Pharmazeutika fuhren.
Auch das Potential der an der Synthese beteiligten Enzymsysteme wird bisher in vitro nur
sehr wenig genutzt. Ein Fokus dieser Arbeit liegt daher in dem Screening nach marinen
Enzymen und deren Aufarbeitung. Neben Isolaten von Flustra foliacea und Bugula plumosa
wurde auch ein Stamm (Sulfitobacter pontiacus) aus dem Schwarzen Meer fur diese
Untersuchungen herangezogen. Ziel der Untersuchungen war es, Enzyme zu gewinnen, die
flr den Einsatz in der Biotransformation oder fir den Aufbau von bioanalytischen Systemen
geeignet sind. Einige Untersuchungen wurden weiterhin mit Pilzisolaten von der Bryozoe
Electra pilosa durchgefihrt (s. Kapitel 4.4.1.1).
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4.2.1 Isolierung der assoziierten Mikroorganismen

Die verwendeten Isolate von Flustra foliacea wurden an der DSMZ (Deutsche
Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), Braunschweig, im Rahmen
des Forschungsschwerpunkt Meeresbiotechnologie hergestellt. Es soll daher an dieser Stelle
kurz auf die an der DSMZ durchgefihrte I solierung eingegangen werden [95].

Bel diesem Verfahren wurden die Moostierchen in einem ersten Schritt mit sterilen,
kinstlichen Meerwasser gewaschen, um die aus der Wassersaule eingetragenen Bakterien
herauszuverdiinnen. In enem weiteren Schritt wurden unter dem Einsatz von
oberflachenaktiven Verbindungen die assoziierten Mikroorganismen abgelost. Eine zweite
Fraktion von Mikroorganismen wurde durch das Homogenisieren der Probe mittels eines
Stomacher Lab Blenders erzielt. Von den so erhaltenen zwel Bakteriensuspensionen wurden
Verdinnungsreithen hergestellt und diese auf 21 verschiedenen Agarmedien ausplattiert. Von
allen so erzielten Bakterienisolaten wurden in der DSMZ zunéchst Reinkulturen hergestellt
und in Form von Glycerin-Stammkulturen aufbewahrt. Eine weitergehende Charakterisierung
erfolgte mit Hilfe molekularbiologischer DNA Fingerprinting Methoden sowie eine
phylogenetische Zuordnung mittels 16S rDNA Partial sequenz-Anal ysen.

Dieses Verfahren wurde fir verschiedene Flustra-Proben verwendet, die von verschiedenen
Standorten in der Nordsee (Gewasserabschnitte vor Helgoland und dem Steingrund) und zu
verschiedenen Jahreszeit genommen worden waren. Bei diesen Untersuchungen wurde
festgestellt, dass es bel Flustra foliacea keine spezifische Wirt-Prokaryonten-Gemeinschaft
gibt. Die Besiedlung mit Mikroorganismen scheint vielmehr vom Standort und von der
Jahreszeit abhangig zu sein (Tabelle 4.2.1).
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Tab. 4.2.1:  Mit Flustra foliacea vergesel | schaftete Bakterienstamme [95]

Standort und Zeitpunkt der Helgoland (April 1998) Steingrund (April 1999)

Probennahme

Shewanella frigidimarina (40%) | Bacillus (45%)

I g Pseudoalteromonas (30%) Micrococcus (8%)
2 g Psychrobacter glacincola (17%) | Nocardioides (10%)
% g Cytophaga/Flavobacterium Roseobacter/Ruegeria (-)
S X (8%)
® Pseudomonas (5%)

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten weiterhin, dass die auf3eren Wachstumszonen
der Flustrakolonien kaum von Bakterien besiedelt werden (Abb. 4.2.4), wéhrend die
darunterliegenden Bereiche zum Teil sehr stark besiedelt sind. Im Vergleich zu anderen
untersuchten Bryozoen ist Flustra foliacea auch nicht signifikant mit anderen Organismen,

wie Diatomeen, Pilzen oder Algen bewachsen.

Abb. 4.2.4:  Unbesiedelte aullere Wachstumszonen bei Flustra foliacea (Aufnahmen: Dr.
Manfred Rohde, GBF, Braunschweig)
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Die Homogenisierung der Bryozoe Bugula plumosa und die Isolierung der mit ihr
vergesellschafteten Mikroorganismen wurde ebenfalls von der DSMZ vorgenommen. Die
eingesetzten Bryozoen wurden im Sommer 1999 vor der Kiste von Helgoland in einer
Wassertiefe von 7 m gesammelt [96]. Die Bugula plumosa Proben wurden mehrfach mit
sterilem,  kinstlichem  Meerwasser  gewaschen, um  eingetragene  mikrobielle
Verunreinigungen von den Oberflachen zu entfernen. Das Abldsen der Mikroorganismen von
der Bryozoe wurde mit dem Stomacher Lab Blender durchgefiihrt (1 g Probe in 9 mi
kinstlichen Seewasser).

Weiterfihrende Untersuchungen zur Bakterienpopulation auf Bugula plumosa, die an der
DSMZ in Braunschweig durchgefihrt worden sind, haben ergeben, dass 50 % der Stdmme
aus der Vibrio splendidus Gruppe stammen. Vertreter der Pseudoalteromonas und der
Shewanella Gruppe machen jewells 18 % der isolierten Stdmme aus. Weiterhin wurden auf

dieser Bryozoe auch Vertreter von Halomonas nachgewiesen.

Anders als bei Flustra foliacea, bei der Einzelisolate in Hannover untersucht worden sind,
wurden in diesem Fall die bakteriellen Mischkulturen der Byrozoe zum Enzymscreening
verwendet. Ziel war die Isolierung von Mikroorganismen, die in der Lage waren auf einem
Serinminimalmedium zu wachsen (s. Kapitel 4.4.2.1). Die von der DSMZ erhatenen
Bakteriensuspensionen wurden daher zum Vereinzeln der Stdmme auf en
Serinminimalmedium (s. Anhang Kap. 8.2) Uberfuhrt [97].

4.3 Kultivierung mariner Mikroor ganismen

Ziel der hier beschriebenen Arbeiten war es, die isolierten Mikroorganismen unter
reproduzierbaren Bedingungen im Bioreaktor zu kultivieren, um so beispielsweise neue
Enzyme isolieren und charakteriseren zu kdnnen. Wie weiter oben bereits angesprochen,
stélt man bel Versuchen, marine Mikroorganismen im Labor zu kultivieren, oftmals auf
grof3e Hindernisse. Wandelt man die Ublichen Nahrboden mit Hilfe von Salzen ab, um sie den
Bedurfnissen mariner Organismen anzupassen, und beimpft sie mit etwas Seewasser, so wird
man eine grof3e Anzahl von Bakterienkolonien finden. Untersuchungen, bei denen die
genetische Diversitét in Meerwasserproben bestimmt wird, zeigen allerdings, dass Uber die

Kultivierung nur ca. 1% der in der Probe vorliegenden Mikroorganismen erfasst werden [77].

45



Kapitel 4 - Marine Biotechnologie

Aber auch wenn sich ein marines Bakterium im Labor kultivieren l&sst, bedeutet dieses noch
nicht, dass der Stoffwechsel und somit das Sekundarmetabolitspektrum unverandert bleibt.
Oftmals andert sich dieses drastisch. Ein Beispiel hierfur soll anhand eines Gram-positiven
Mikroorganismus aufgezeigt werden [69]. Dieser Mikroorganismus wurde aus einem Tiefsee-
Sediment isoliert, konnte im Bioreaktor kultiviert werden und produzierte die Macrolactine
A-F. Bei dem Sekundarmetabolit Macrolactin A wurde festgestellt, dass dieser nicht nur
hemmend gegenlber Krebszellen und Herpesviren wirkt, sondern auch menschliche T-
Lymphoblast-Zellen schiitzen kann, in dem er die Replikation von HIV-Viren hemmt. Der
Stamm veranderte im Labor allerdings seinen Metabolismus und produzierte statt Macrolactin
A eine andere, nicht biologisch aktive Substanz. Es war alerdings zu diesem Zeitpunkt bereits

moglich das Macrolactin A auf synthetischen Wege herzustellen.

In Hinblick auf ihre Kultivierbarkeit im Bioreaktor muss daher bel den im Meer
vorkommenden Mikroorganismen differenziert werden. Hierzu kann man eine grobe

Einteilung der marinen Mikroorganismen in verschiedene Siedlungsbereiche vornehmen [98].

* Mikroorganismen, die frei schwebend in der Wassersdule vorkommen:

Man weil3, dass ca 90 % der in der Wassersaule vorkommenden Bakterien Gram-
negativen und nur 10 % Gram-positiven Arten angehdren. Zahlenmaldig der stérkste
Vertreter ist hierbel die Gruppe der Alteromonas sp. Gerade die Mikroorganismen aus
der Wassersaule sind oftmals nicht kultivierbar. Aufgrund der Nahrstoffarmut der
Wassersiule haben die freischwimmenden Arten Uberlebensstrategien fir lange
Hungerphasen entwickelt. Die Mehrzahl von ihnen bildet auf den auch fir marine
Bakterien Ublicherweise benutzten ndhrstoffreichen Agarsorten keine Kulturen. Daher
ergibt sich bei der Bestimmung der Besiedlungsdichte von Bakterien direkt in der
Wassersaule im Vergleich zu beimpften Agarplatten ein Unterschied von bis zu drei
Grolenordnungen.

* Mikroorganismen, die in Sedimenten vorkommen:
Fur Kultivierungen im Bioreaktor sind marine Bakterien aus Sedimenten oftmals sehr
gut geeignet. Sedimente sind im Gegensatz zu der Wassersaule sehr ndhrstoffreich,
wobel das Angebot an Nahstoffen stark ortsabhangig ist. Insbesondere in Kustenndhe
und im Bereich von Flussmiindungen ist das Nahrstoffangebot sehr grof3. Neben der

guten Versorgung mit C- und N-Quellen sorgen variierende geologische
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Beschaffenheiten, unterschiedliche Sonnenbestrahlung und Temperaturgradienten fir
eine hohe mikrobiologische Diversitét in den Sedimenten. Daher sind sie besonders
lohnende Objekte bel der Suche nach neuen Stdmmen und neuen
Sekundarmetaboliten. In den Sedimenten finden sich oftmals Vertreter der
Actinomyceten, die in der Wassersaule nur selten vorkommen und von denen bekannt

ist, dass sie eine Vielzahl aktiver Naturstoffe produzieren .

* Mikroorganismen, die vergesellschaftet mit Makroorganismen vorkommen (s. a
Kapitel 4.2):
Eine Vielzahl von Mikroorganismen siedeln auf den verschiedensten
Makroorganismen, die im Meer vorkommen. Man vermutet, dass sie auf diesem Wege
der Nahrstoffknappheit in der Wassersaule entgehen wollten. Durch die
Vergesellschaftung sind im Laufe der Evolution Symbiosen entstanden, die die
bi otechnol ogische Nutzung erschweren, da der gewiinschte Sekundarmetabolit oftmals
nur in eben dieser Symbiose produziert wird. Eine Reinkultur des Bakterium oder
Pilzes liefert dann kein brauchbares Ergebnis. Dies gilt vor allem flr invertebrate
Meeresbewohner, von denen der grofdte Teil in einem symbiotischen Verhaltnis mit
Mikroorganismen lebt und aus denen die meisten bisher gefundenen marinen
Antibiotika isoliert wurden. In diesem Fall besteht die beste Mdglichkeit in der
Kultivierung der entsprechenden Makroorganismen in grof3flachigen Meeresfarmen,
wie dies bereits mit der die Substanz Bryostatin 1 produzierenden Bryozoe Bugula
neritina oder dem Schwamm H. okadai, aus dem das Halichondrin B isoliert wird,
praktiziert wird [17].

Wie in dem Kapitel 4.2.1 bereits geschildert, wurde in dieser Arbeit hauptsachlich mit
Mikroorganismen der letzten Gruppe gearbeitet. Grundlegende Optimierungsstrategien durch
den Einsatz innovativer Bioprozesstechniken wurden aber auch mit Bakterien durchgefihrt,
die aus Meeressedimenten isoliert worden sind (z. B. Streptomycet B 8300). Mit dem
Sulfitobacter pontiacus (s. Kapitel 4.4.3), wurde ein Mikroorganismus untersucht, der aus der

Wassersaule isoliert worden ist.
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4.3.1 Bestimmung desoptimalen Mediums

Das beschriebene Verhalten mariner Mikroorganismen macht deutlich, dass fur die
Kultivierung die Auswahl und die Optimierung des Kulturmediums von entscheidender
Bedeutung ist. Insbesondere bel Organismen aus der Wassersdule oder aus
Vergesellschaftungen mit Makroorganismen kann die Wahl des Mediums sich erheblich auf
die Wachstumsrate und das Metabolitenspektrum auswirken. Im Folgenden soll daher auf das
Verhalten mariner Bakterien auf unterschiedlichen Nahrmedien eingegangen werden und eine

Moglichkeit aufgezeigt werden, wie sich dieses analytisch moglichst einfach erfassen | asst.

In der Regel versucht man zuerst die genommene Probe auf einem Seewasser-
Komplettmedium (Seawater Complete) zu kultivieren. Hierfur wird steril filtriertes Seewasser
verwendet. Zur Stammhaltung kénnen hiervon auch Agarplatten angefertigt werden. Das
grof3e Problem dieser Vorgehensweise liegt aber auf der Hand. Die Zusammensetzung des
verwendeten Seewassers ist nicht bekannt und eine Reproduktion der erzielten Ergebnisse
bleibt dem Zufall Uberlassen. Es ist insbesondere im Hinblick auf eine wirtschaftliche
Nutzung der isolierten Stdmme zwingend notwendig, die Kultivierung unter reproduzierbaren
Bedingungen, wie sie nur ein synthetisches Medium liefern kann, durchzufihren. ES muss
dabei aber gewdhrleistet sein, dass der betreffende Stamm ein vergleichbares oder sogar
besseres Wachstum aufweist und den gewiinschten Metaboliten weiterhin produziert. Fir das
Arbeiten mit marinen Bakterien oder Pilzen stehen daher mittlerweile verschiedenste
kommerziell erhdltliche Medien zur Verfiagung (z. B. Marine Broth, Difco oder Sea Salts,
Sigma).

Die erheblichen Verénderungen, die marine Stdmme beim Wechsel des Mediums aufweisen,
sollen anhand einiger Beispiele verdeutlicht werden. Hierfir wurden verschiedene marine
Bakterien verwendet. Darunter waren die folgenden Stamme:

* Sreptomycet B 8300
Dieser Stamm wurde aus dem Sediment der Laguna de Terminos am Golf von Mexiko
isoliert. Mit den Sekundérmetaboliten (3-Indomycinon und &-Indomycinon produziert

er zwel Antibiotika, die gegen Gram-positive Bakterien wirken [99].
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* Sreptomycet B 903
Uber diesen Stamm liegen keine Herkunftsangaben vor. Mit der Verbindung 2,5-Bis-
[4-(N-methyl-N-formyl-amino)benzyl]-3,6-dimethyl-pyrazin produziert er ein Anti-
biotikum, welches Aktivitdten gegen Escherichia coli und Saphylococcus aureus
besitzt [98].

* Actinomycet B 9192
Dieser Actinomycet stammt aus dem Sediment vor der chilenischen Pazifikkiste. In
seinem Sekundarmetabolismus finden sich verschiedene physiologisch interessante
Verbindungen. Darunter sind die Antibiotika {-, n- und &- Pyrromycinon,
Pyrromycin, welches Aktivitét gegen Gram-positive Bakterien zeigt, sowie Cinerubin
B, das neben der Wirkung gegen Gram-positive Bakterien eine antivirae und
Antitumor-Aktivitat aufweist [100].

* Actinomycet Stamm B 7747
Uber diesen Stamm liegen ebenfalls keine Herkunftsangaben vor. Er wurde am Alfred
Wegener-Ingtitut fir Polar- und Meeresforschung, Bremerhaven, isoliert und wird dort
in Renkultur aufbewahrt. Auch dieser Stamm produziert mit Enterocin ein
Antibiotikum. Enterocin kann als Breitband-Antibiotikum sowohl gegen Gram-

positive als auch Gram-negative Bakterien verwendet werden. [101].

Samtliche dieser Stdmme wurden von Prof. Laatsch, Universitét Goéttingen, im Rahmen des
Niederséchsischen Forschungsverbundes Meeresbiotechnologie zur Verfigung gestellt. Die
Stdmme wurden auf Nahrbdden unterschiedlicher Zusammensetzung ausplattiert und das
Wachstum und die Pigmentierung untersucht. Abbildung 4.3.1 zeigt das Verhalten der vier
genannten Stdmme auf einem Seewasser-Komplettmedium und auf einem synthetischen
Medium. Es l&sst sich sehr gut das unterschiedliche Wachstumsverhalten und die verschieden
starke Pigmentierung bzw. Verfarbung des Agars erkennen.
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Wachstum auf Agarplatten mit Marine Broth Medium

Abb. 4.3.1: Wachstum verschiedener mariner Mikroorganismen auf unterschiedlich
komplexen Medien; obere Reithe Wachstum auf Seewasserkomplettmedium (s.
Text) — untere Reihe Wachstum auf Marine Broth Medium (s. Text) [82, 98]

Als synthetisches Medium wurde Marine Broth Medium verwendet. Es handelt sich um ein
halbdefiniertes Medium, das neben verschiedenen im Meer vorkommenden Salzen als
Nahrstoffe Pepton und Hefeextrakt enthélt (s. auch Anhang Kap 8.3). In der Abbildung 4.3.1
ist deutlich zu erkennen, dass alle vier Stdmme auf dem Seewasserkomplettmedium ein
deutlich stérkeres Wachstum aufweisen. Auch zeigt sich teilweise eine unterschiedliche
Verférbung der urspringlich leicht gelblichen Agarplatten durch Stoffwechsel produkte der
Bakterien bei den beiden Medien. So wéchst der Stamm B8300 auf beiden Agarsorten in
weif3en, optisch nicht zu unterscheidenden Mycelen. Auf Marine Borth jedoch sondern die

Kolonien einen Farbstoff ab, der den Agar nach wenigen Tagen kréftig rot farbt.

Marine Broth wurde von den vier Stédmmen unterschiedlich gut angenommen. Zwei Stamme,
B8300 und B9192, wiesen bereits schon nach zwei Tagen ein deutlich sichtbares Wachstum
auf. Bei den Stammen B7747 und B903 zeigte sich erst nach vier Tagen Wachstum.
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Interessant ist ebenfalls, dass ein Stamm auf Marine Broth deutliche morphologische
Unterschiede im Vergleich zum Wachstum auf Seewasserkomplettmedium aufweist [98].
Beim Stamm B9192 werden deutlich kleinere Kolonien gebildet. Wéhrend sie auf dem
Komplettmedium eine wel(3-r6tliche Farbung annehmen, waren die Kolonien auf dem Marine

Broth Agar leuchtend rot.

Durch welche Faktoren diese deutlichen Veranderungen hervorgerufen werden, lasst sich
nicht ermitteln. Vom Salz- und Nahrstoffgehalt sind beide verwendeten Medien dhnlich. Es
sind aber wohl gerade minore Verbindungen, die im verwendeten Meerwasser vorkommen,
die insbesondere den Sekundérmetabolismus (z. B. die Bildung des roten Farbstoffes)
modifizieren. Eine Analyse dieser Faktoren wére auflerst komplex und wirde auch im
Hinblick auf eine Reproduzierbarkeit der Kultivierungsergebnisse wenig Vorteile bringen, da
die Zusammensetzung des Meerwassers von Charge zu Charge stark variieren kann. Die
Bewertung der Qualitdt von Kulturmedien Gber den Bewuchs von Agarplatten oder die
Biomassebildung in Schittelkolbenkultivierungen vorzunehmen, wie es oftmals in der
marinen Biotechnologie noch Standard ist, ist aus wissenschaftlicher Sicht sehr
unbefriedigend. Die Bewertung sollte vielmehr auf einer moglichst quantitativen, anal ytischen
Ebene erfolgen. Realisiert werden kann dieses zum Beispiel durch den Einsatz der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie. Auf dieses Verfahren und seiner Anwendung bei der Kultivierung

mariner Mikroorganismen soll im folgenden Kapitel elngegangen werden.

4.3.2 Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie zur Mediumsoptimierung

Fluoreszenzspektroskopische Verfahren stellen niitzliche Hilfen zur Bioprozesskontrolle dar,
da ene grole Anzahl von Prozessvariablen, wie die Zdlaktivitét und die
Medienzusammensetzung, nicht-invasiv und in situ bestimmt werden konnen. Einige
kommerziell erhdltliche Fluorosensoren (z.B. Ingold Fluorosensor) sind fur die Messung der
Fluoreszenz des Mediums (auf der Basis des NAD(P)H-Anteils) optimiert worden. Sie sind
on line und in situ einsetzbar, aber nutzen nur ene diskrete Exzitations- und
Emissionswellenlange. Mehr Informationen Uber den Bioprozess wie zellinterne Variablen
und Produktbildungen konnen mit Fluorosensoren gewonnen werden, die mit mehreren
Exzitationss und Emissionswellenlangen  arbeiten, wie es bel der 2D-

Fluoreszenzspektroskopie der Fall ist.
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Der Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektrskopie bietet auch in der marinen Biotechnologie viele

Vortelle. So kann mit diesem Verfahren eine Probe

e pichtinvasv,
e inlineund

e intime

auf ale auftretenden Fluorophore in nur einer Minute analysiert werden. Das Verfahren
beruht auf der Anregung samtlicher Fluorophore einer Probe durch nacheinander erfolgendes
Einstrahlen von Licht unterschiedlicher Wellenlange [102]. Zu diesem Zweck wird das Licht
Uber Gitter oder Wellenfilter in seine spektralen Bestandteile zerlegt. Fur diese Systeme sind
verschiedene Geréte kommerziell erhdltlich. Bei dem System der Firma Delta, Light & Optics
(Déanemark) [102] wird das Licht mit Hilfe von Filterr&dern in Abstanden von 20 nm in
verschiedene Anregungswellenlangen zerlegt. Uber eine Glasfaser wird das Exzitationslicht
zur Probe geleitet. Dort werden die entsprechenden Fluorophore zur Fluoreszenz angeregt.
Der rickwertige Anteil des Fluoreszenzlichtes wird Uber einen weiteren Lichtleiter
eingefangen und mit Hilfe eines zweiten Filterrades (Emissionsfilterrad) analysiert. Ist dieser
Vorgang abgeschlossen, so wird das néchste Exzitationslicht eingestrahlt. Der Vorgang wird
so lange wiederholt, bis das gesamte Fluoreszenzspektrum abgescannt worden ist. Man erhélt
so ein Spektrum, welches die Lage und die Intensitét aller enthaltener Fluorophore der Probe
angibt (Abb. 4.3.2).
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Abb. 43.2:  Typisches 2D-Fuoreszenzspektrum eines komplexen Kultivierungsmediums,

Links: Kontorplot, Rechts: isometrische Projektion
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Das Verfahren wurde hier angewendet, um in Suspensionskulturen des Stammes B8300 die

Auswirkungen unterschiedlicher Medienzusammensetzungen zu untersuchen.
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2D-Fluoreszenzspektren von der Kultivierung des Stammes B8300 in See-
wasserkompl ettmedium (SwCompl ete) [98]

Die Graphiken zeigen die wahrend der Kultivierung im Medium vor sich gehenden
Veranderungen. Im reinem Medium (Abb. 4.3.3; Spektrum oben links) ist deutlich ein Peak

bei Ex280nm:Em360nm (Exzitation:Emission) zu erkennen. Dieser ist denen im Medium

enthaltenen Proteinen zuzuordnen. Die Peakintensitdt nimmt im Verlauf der Kultivierung

deutlich ab, was auf eine Verstoffwechselung durch den Streptomceten hinweist. DafUr treten

im Bereich hoherer Exzitations- und Emissionswellenldngen neue Peaks auf, die im Verlaufe

der Kultivierung an

Stoffwechsel produkte der Bakterien verursacht.
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Verwendet man ein synthetisches Medium (in diesem Falle das bereits mehrfach erwahnte

Marine Broth), so zeigt sich ein deutlich anderes Verhalten.
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Abb. 4.3.4:  2D-Fuoreszenzspektren von der Kultivierung des Stammes B8300 in Marine
Broth (MB100) [98]

Wie aus obigen Abbildung zu ersehen ist, nimmt die Intensitdt des Peaks bel
Ex280nm:Em360nm im Verlauf der Kultivierung ab. Dies weist wiederum auf einen Abbau
der im Medium enthatenen Proteine hin. Im Gegensaiz zur Kultivierung im
Seewasserkompletmedium zeigen sich aber deutlich weniger entstehende Peaks und somit
weniger fluoreszenzaktive Stoffwechsel produkte des Stammes B8300. Besonders auffallig ist
der Peak bei Ex310nm:Em400 nm. Er wird offenbar von einer Substanz hervorgerufen, die
wahrend der ersten Kultivierungstage von den Organismen produziert und dann wieder
abgebaut wird bzw. instabil ist. Deutlich wird dieses Verhaten, wenn man den
Intensitétsverlauf bestimmter Fluoreszenzpeaks Uber die gesamte Kultivierungsdauer darstellt
(s. Abb. 4.3.5).
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Abb. 4.35: Verlauf ausgewahlter Fluoreszenzpeaks bei der Kultivierung von B8300 in
Marine Broth [98]

Mit Hilfe der 2D-Fluoreszenzspektroskopie erhdt man somit schnell Aufschluss Uber das
Verhalten der Zellen bei Anderung der Medienzusammensetzung. Es lassen sich Daten (iber
die Stoffwechselaktivitat (Biomasseproduktion) gewinnen, wenn z. B. der Bereich der
NADH- oder FMN-Fluoreszenz analysiert wird. Uber die Fluoreszenzabnahme insbesondere
des freien Proteins kann die Stoffwechselaktivitét ebenfalls abgeschétzt werden. Es ist
teilweise auch moglich, Stoffe zu analysieren, die selbst nicht fluoreszenzaktiv sind, wenn sie
mit Fluoreszenzen von Begleitstoffen eindeutig korreliert werden konnen [119]. Eine
Bewertung des Mediums sollte in einem ersten Versuch Uber eine Begleitanalytik (z. B.
HPLC) der interessierenden Schlisselkomponenten (z. B. Antibiotikaproduktion;
Pigmentierung oder auch Biomasse) erfolgen. Kann dann eine erfolgreiche Korrelation mit
den Fluoreszenzdaten erfolgen, so erhdlt man durch das Erstellen von Differenzspektren gute
Vergleiche Uber die eingesetzten Medien. Dabei lohnt es sich nicht nur unterschiedliche
Medien miteinander zu vergleichen. Uber diese Technik kann auch sehr einfach bestimmt
werden, wie weit ein eingesetztes Medium verdinnt werden kann, um eine ausreichende

Biomasseproduktion zu erhalten (s. Abbildung 4.3.6).
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Abb. 4.3.6: Verdinnungsreihe von Marine Broth bei der Kultivierung des Streptomyceten
B8300; MB100 = 100%iges Medium; MB50 = 50iges Medium; MB25 =
25%iges Medium; MB10 = 10%iges Medium; der Gehalt an NaCl wurde
jeweils konstant gehalten [82]

Bel der Bildung der Differenzspektren wird das Spektrum des reinen Mediums von dem der
letzten Probe subtrahiert. Dadurch lasst sich erkennen, welche Peaks im Laufe der
Kultivierung hinzugekommen und welche reduziert worden sind. Be adlen vier
Verdunnungsstufen werden die eingesetzten proteinogenen Nahrstoffe abgebaut (fehlender
Peak bei Ex280nm:Em360nm; siehe auch Spektrum des reinen MB-Mediums in Abb.4.3.4).
Es zeigt sich aber auch, dass in dem 50 %igen Medium gegentiber dem 100 %igen Medium
welitere fluoreszenzaktive Substanzen auftreten, die auf eine gesteigerte Stoffwechsel aktivitét
hindeuten kénnen. MB10 hingegen ist als Medium zu schwach konzentriert, es ermdglicht zu

wenig Wachstum und damit auch kaum die Produktion von Sekundérmetaboliten.

Es hat sich im Laufe der Untersuchungen gezeigt, dass die 2D-Fluoreszenzspektroskopie ein

wertvolles Tool zur Optimierung mariner biotechnologischer Prozesse darstellen kann. Das
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Verfahren kommt alerdings an seine Grenzen, wenn sehr starke Eigenfluoreszenzen des
verwendeten Mediums oder wenn Fluoreszenzldschungen auftreten. Auf weitere, speziellere
Ansétze zur Mediumsoptimierung, wird bei den nachfolgenden ausfthrlichen Fallbeispielen
der Gewinnung von Enzymen aus marinen Mikroorganismen eingegangen.

4.4 Marine Enzymsysteme

Enzyme sind fir die Stoffwechselvorgange in sdmtlichen Lebewesen verantwortlich. Durch
sie werden Néhrstoffe in Biomasse, (Sekundér)Metaboliten und Energie umgesetzt. Sie sind
letztendlich auch die Baumeister der komplexen marinen Naturstoffe, die so viel
versprechende Funktionalitéten im Bereich der menschlichen Gesundheit aufzeigen. Enzyme
weisen durch ihre Spezifitdten (Enantio-, Gruppen-, Substrat- und Wirkungsspezifitét)
Eigenschaften auf, die auch auf3erhalb der Organismen fir verschiedenste Anwendungen

wertvolle Dienste leisten konnen. Enzyme finden daher in den Bereichen

» Biotransformation/Biokatalyse,

* Nahrungs- und Futtermittelindustrie,

» Textil-, Leder-, Papier- und Waschmittelindustrie,
e Pharmaund

e Analytik

vielféatige Anwendungen. Der Beginn der technischen Nutzung von Enzymen l&sst sich auf
das Jahr 1908 datieren. In diesem Jahr hat die Firma Rohm, Darmstadt, ihr Waschmittel
,Burnus‘ vorgestellt, welches ein Enzym a's waschaktive Substanz enthielt. Ebenfalls von
Roéhm stammt aus der gleichen Zeit das Enzymprodukt ,, Oropon®, welches aus tierischen
Bauchspeicheldriisen gewonnen wurde. Dieses Produkt ersetzte die Verwendung von Kot und
Mist bei der Lederbeize (Entfernen von Haaren, Fleischresten und Fett von Rohleder) [103,
104]. Seit dieser Zeit sind die Applikationen von Enzymen in den oben genannten Bereichen
nicht mehr wegzudenken. V erschiedene Schétzungen gehen davon aus, dass es 6.000 — 7.000
Enzyme gibt, von denen ungefdhr 3.000 in ihrer Funktion beschrieben worden sind.
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Interessanterweise werden bisher nur etwa 100 dieser Enzyme industriell genutzt. Der
Weltmarkt fur solche Biokatalysatoren, inklusive Forschung und Diagnostik, wird auf etwa
1 Milliarde US-Dollar geschéatzt (mit einer Wachstumsrate von ungeféhr 10% pro
Jahr) [104]. Die Anwendungen erstrecken sich Uber alle Enzymklassen, wobei der Grofdeil

der Enzyme in der Waschmittel- und Lebensmittelindustrie verwendet wird (s. Tab. 4.4.1).

Tab. 4.4.1: Beispielefir die Verwendung von Enzymen [nach 103]

Enzymklasse Enzym [EC] Anwendung
Oxidoreduktasen Peroxidase [1.11.1.7] Bleichen von Papier
Transferasen Aminotransferasen [2.6.1.x] | Aminosauresysnthese
Hydrolasen Lipase[3.1.1.3] Waschmittel

Pektinase [3.2.1.15] Fruchtsaftkl&rung
Urokinase [3.4.21.31] Blutgerinnsel-Hydrolyse
Lyasen Fumarase [4.2.12.X] Mal atherstellung
|somerasen Aminosaureracemasen Racematspaltungen
[5.1.1.X]
Ligasen DNA-Ligase[6.5.11.x] DNA-Synthese

Es sel an dieser Stelle auch noch einmal an die in Kapitel 3 beschriebenen Verfahren erinnert.
Gerade im Bereich der Grund- und Feinchemikalien wird mehr und mehr der Einsatz der
Biotransformation mittels speziellen Enzymsystemen forciert [54, 105, 106]. Die damit
verbundene Wertschdpfung liegt um rund zwei Groéfenordnungen hoher, als der Weltmarkt
fur Enzyme (knapp 100 Milliarden US-Dollar). Einen sehr guten Uberblick Uber industrielle
Biotransformationen bieten Liese et al. [54].

Isoliert werden die Enzyme aus entsprechenden Mikro- oder Makroorganismen (Bakterien,
Pilze, Pflanzen oder Tiere (meist in Form von Schlachtabféllen)). Hier setzt sich mittlerweile
aber auch der Einsatz der modernen Biotechnologie unter der Zuhilfenahme der Gentechnik
verstarkt durch. Ist ein Enzym mit der gewiinschten Wirkung und Spezifitét gefunden worden,
so wird das entsprechende Gen in einen Produktionsorganismus (z. B. Bacillus subtilis)
koloniert und meist Uberexprimiert. In vielen Félen lasst sich nur auf diesem Wege en

Enzym 6konomisch sinnvoll herstellen.
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Am Anfang steht aber immer das Screening nach geeigneten Enzymen fir die gesuchte
Funktionalitdt (z. B. Einsatz in Biotransformationen, Verwendung als biologische
Komponente in der Biosensorik). Hier finden marine Enzymsysteme erstaunlich wenig
Aufmerksamkeit. Von den ungeféhr 100 industriell eingesetzten Enzymen ist zwar die
Mehrzahl mikrobiellen Ursprungs, da mikrobielle Enzyme in der Regel stabiler sind als ihre
entsprechenden Analoga in Tieren oder Pflanzen, aber unter den ca. 25 eingesetzten
Produktionsstammen befindet sich kein mariner. Auch in der Literatur sind Untersuchungen
zum Thema mariner Enzymsysteme wenig vertreten [107, 108]. Beschrieben worden sind
dabei unter anderem die nachfolgenden Enzyme, die auch eine gewisse wirtschaftliche

Bedeutung erlangen kénnten [109]:

* Phosphatase

* Arylsulfatase

* Agarase

* L-Asparaginase

e L-Glutaminase

* Chitinase
e Mannase
* Xylanase

Bedeutend mehr Aufmerksamkeit erhalten zur Zeit die sogenannten Extremozyme. Dieses
sind Enzyme, die aus extremophilen Mikroorganismen gewonnen werden [104, 110]. In den
vergangenen Jahren gelang es, eine Vielzahl von Mikroorganismen aus extremen Biotopen
wie z.B. kontinentalen und submarinen V ulkangebieten, heiRen Solfatarenfeldern, alkalischen
Gewassern, Salzseen, kalten Regionen oder extrem sauren Habitaten zu isolieren. Von diesen
Extremophilen sind wiederum einige Stdmme marinen Ursprungs (insbesondere im Bereich
der thermophilen und halophilen Stémme). Entsprechend ihres nattirlichen Lebensraums sind
diese extremophilen Mikroorganismen in der Lage, bel Temperaturen von bis zu 105°C, bei
pH Werten zwischen 0,7 und pH 11 oder Salzkonzentrationen von bis zu 30 % optimal zu
wachsen. In Folge der Anpassung an derartige Biotope sind auch die von diesen
Mikroorganismen produzierten Enzyme unter extremen Bedingungen stabil. So erhofft man
sich von diesen Enzymen zum Beispiel den Einsatz in Biotransformation bei besonders
niedrigen oder besonders hohen Temperaturen. Proteasen aus extrem thermophilen
Mikroorganismen beispielsweise zeichnen sich neben ihrer ausgepragten Thermostabilitéat
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(Halbwertzeiten von bis zu 96 h bei 80°C) auch durch ihre hohe Spezifitét und schnelle
Reaktionskinetik aus. Eine bessere Bioverfugbarkeit der Substrate bei hdheren Temperaturen,
erhohte Diffusionskonstanten, eine hohere Raum-Zeit-Ausbeute sowie die Vermeidung von
Kontaminationen bel hohen Prozesstemperaturen lassen die Anwendung thermostabiler
Proteasen gegenuiber Enzymen aus mesophilen Mikroorganismen sinnvoll erscheinen. Eine
weitere Klasse von marinen Enzymen, die in den letzten Jahren intensiver untersucht worden
sind, sind die Haloperoxidasen und Halogenasen [111]. Uber diese Enzyme wird weiter unten

noch etwas ausfthrlicher berichtet werden (s. Kapitel 4.4.4).

Ein Ziel der im nachfolgenden beschriebenen Arbeiten war es, Enzymsysteme fur spezielle
anal ytische Applikationen aus marinen Mikroorganismen zu isolieren (L-Serindehydratse und
Sulfitoxidase). Des weiteren wurden Screeningverfahren unter Einsatz der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie zur Identifikation von Haloperoxidasen und Halogenasen
entwickelt, die fur die in vitro Halogenierung eingesetzt werden konnen. Am Beispiel des
APl ZYM"-Test wurde weiterhin der Einsatz eines kommerziellen Enzymtestsystems zur

Charakterisierung der mit Nordseebryozoen vergesel | schafteten marinen Pil ze getestet.

44.1 Enzymscreening

Zur effizienten Identifikation von Enzymen aus marinen Mikroorganismen muss man uber
moglichst schnelle und zuverldssige Testsysteme fir die entsprechenden enzymatischen
Aktivitéten verfligen. Ein solches System, welches ohne eine Isolierung oder Kultivierung
einzelner Spezies ablauft, wurde unter anderem von Qgunseitan entwickelt [112]. Bei diesem
Verfahren wird ein Minimalmedium mit einer entsprechenden Meerwasserprobe angeimpft.
Nach Abschluss der Kultivierung der Mischpopulation werden die gesamten Zellen geerntet
und per Ultraschall aufgeschlossen. Mit Hilfe von Nitrocellulosemembranen werden die
freigesetzten Enzyme immobilisiert. Zu diesen Immobilisaten werden anschlief3end
verschiedene Substrate und Farbreagenzien gegeben. Dort, wo auf der Membran
entsprechende Enzymaktivitéten zu finden ist, erscheinen farbige Partien.

Ein ahnliches System stellt der APl ZYM"-Test der Firma bioMérieux, Frankreich, dar, der
hier zum Enzymscreening von marinen Pilzen eingesetzt wurde, die von Nordseebryzoen

isoliert worden waren. Das APl ZYM"-System findet urspriinglich Anwendung in der
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klinischen Mikrobiologie. Der grof3e Vorteil des Systems liegt darin, dass es bereits nach 4 h
verlassiche Unterscheidungen auch verwandter Organismen zulésst. Der Test kann aufgrund
der Ausrichtung auf den klinischen Bereich nicht nur mit Zellkulturen und zellfreien
Extrakten sondern auch mit Urin oder Serum verwendet werden [113]. Uber die klinische
Anwendung hinaus wird der Test in der Lebensmittelkontrolle eingesetzt [114, 115]. Der
APl ZYM"-Test kann paralel 19 verschiedene Enzyme semiquantitativ nachweisen. In
Tabelle 442 (Seite 63) sind die entsprechenden Enzyme aufgelistet. Potentielle
Einsatzgebiete einiger der (iber das APl ZYM"-System getesteten Enzyme finden sich im
Anhang in Kapitel 8.5 [116]. Der Test selbst besteht aus 20 Mikrovertiefungen in einer
Kunststoffplatte, deren Boden mit verschiedenen Substraten (s. Anhang Kap. 8.4) beschichtet
sind, wodurch der Kontakt der zu untersuchenden FlUssigkeiten mit den unloslichen
Substraten ermdglicht wird.

4.4.1.1 Enzymscreening mit dem APl ZYMP-System bei marinen Pilzen

Im Rahmen des niederséachsischen Projektes ,Marine Biotechnologie® wurden von der
Arbeitsgruppe von Prof. Krumbein, Universitét Oldenburg, die mit den Bryozoen
vergesellschafteten Pilzen untersucht. Wie bereits weiter oben beschrieben worden ist,
konnten auf Flustra foliacea keine Pilze nachgewiesen werden. Obwohl bel der Bryozoe
Electra pilosa ahnliche Umweltbedingungen vorliegen, konnten in der Arbeitsgruppe
Krumbein verschiedene Pilze von der Oberflache dieser Broyzoe isoliert werden. Auf Electra
pilosa wurden 64-500 Zelle/mm® festgestellt. Der mikrobielle Bewuchs umfasst
ausschliefdlich Arten, die sich eng an die Oberflache anheften kénnen und kaum mobil sind.
Im Rasterelektronenmikroskop konnten Diatomeen (Navicula, Amphora), Cyanobakterien
(Phormidium, Spirulina) und diinne septierte und dichotom verzweigte Pilzhyphen festgestellt
werden. Mittels molekularbiologischer Methoden (18S-rDNA) konnten drei Stdmme der
Gattungen Acremonium, Penicillium und Phialophora nachgewiesen werden. Durch
Uberfiihren der mit Tween-Lésung abgel 6sten Pilzhyphen auf antibiotikahaltige Festmedien
(Streptomycinsulfat 100 pg/l, Chloramphenicol 30 pg/l, Penicillin G 100 pg/l und Bengalrose
60 pg/l), wurden die Pilze von den anderen vergesellschafteten Mikroorganismen
isoliert [117]. Drei der so erhaltenen Pilzstamme wurden mit dem APl ZYM"-System
untersucht [116].
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Hierzu wurden die isolierten Pilze in einem Malzextraktmedium (siehe Anhang Kap. 8.6)
kultiviert. Nach drel Tagen Kultivierungsdauer wurden die Zellen geerntet. Enzymatische
Untersuchungen wurden mit dem Medium (extrazellulére Enzyme; Zentrifugation bei 8000 g,
10 min, 4°C) und den aufgeschlossenen Zellen durchgefthrt. Der Aufschluss der Zellen
wurde mittels Ultraschall vorgenommen (80 W; Interval 0,2; 5min pro 500 mg BFM).
Einige der Pilzkulturen lassen sich nur schlecht abzentrifugieren. Daher werden dort Zellen

und Medium gemeinsam dem Aufschluss und dem Enzymscreening zugefiihrt. Die

Beschreibung der Durchfiihrung des API ZY M"-Test befindet sich in Anhang (Kap. 8.7).

Tab. 4.4.2:  Enzymscreening einiger mit Electra pilosa assoziierten Pilze [nach 116]

Enzym

I ntensitat der Farbreaktion

Acremonium
spec.t

Penicillium
spec. |2

Penicillium | Penicillium
spec. |° spec. |12

Penicillium
spec. |13

Ohne Enzym (Kontrolle)

0

0

Alkalische Phosphatase

Esterase (C 4)

Esterase Lipase (C 8)

Lipase (C 14)

Leucin-Arylamidase

Vain-Arylamidase

Cystin-Arylamidase

Trypsin

Chymotrypsin

Saure Phosphatase

Naphthol-AS-BI-
Phosphohydrolase

o-Galactosidase

3-Galactosidase

B-Glucuronidase

a-Glucosidase

B-Glucosidase

N-Acetyl-3-
Glucosaminidase

a-Mannosidase

O W |[P|IFL|IO|IO0O|0O| U1 |O1|O|IN|O|UT|WOININ|OT

a-Fucosidase

OO0 O OO0, |O| U1 |01|0O|0|0|0|,|O(OoIN|O|o

O|O| kP |O0O|0O|I0|0O| W W OO |O|0|0(Fkr|N|O|O

o

OO O [O0|0|0|0O| W WOoO|I0|0|0|0|0(Fk|k|O|O

Ol O1 ININIOIFRL|IN| O (O1|O|FR|O|ul|U1|O(k|Ww| ol

1Zellaufschluss mit Medium (Zellsuspension)

Der APl ZYM"-Test stellt ein sehr schnelles Verfahren zur Identifikation verschiedenster
Enzymaktivitdten dar und kommt dabei ohne grofRen technischen Aufwand aus. Die

Untersuchung an den aus der Nordsee stammenden Pilzen zeigte allerdings, dass bel den

Medium
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Pilzen gerade die Enzymsysteme, die fUr eine industrielle Nutzung interessant wéren (z. B.
Lipase oder [(-Galactosidase) nicht oder mit nur sehr geringer Aktivité vorkommen.
Aufgrund dieser Tatsache und dem geringen Auftreten von vergesellschafteten marinen
Pilzen bei den untersuchten Bryozoen, wurden in diesem Bereich keine weiteren
Untersuchungen durchgefiihrt. Es erfolgte im Bereich der marinen Enzyme vielmehr eine
Fokussierung auf die mit verschiedenen Makroorganismen vergesellschafteten Bakterien der
Nordsee. Im Folgenden sollen diese Arbeiten am Beispiel des Screenings nach einer L-
Serindehydratase und der nachfolgenden Isolierung und Charakterisierung des Enzyms

beschrieben werden.

442 L-Serindehydratase

Will man komplexe biotechnologische Prozesse effizient Gberwachen oder regeln, so wird
hierfr eine zuverlassige und robuste Analytik bendtigt (s. Kapitel 6). Fur solche Aufgaben
werden verstarkt bioanalytische Systeme eingesetzt. Hoch spezifische Systeme sind dabel die
Biosensoren (s. Kapitel 6.1.2). Sie bieten die M6glichkeit auch in komplexen Medien einzelne
Komponenten schnell zu detektieren. Voraussetzung hierfir sind entsprechend sensitive und
spezifische Biokatalysatoren. Oftmals stehen fir gegebene analytische Probleme die
notwendigen Enzyme nicht kommerziell zur Verfigung. Im vorliegenden Fall wurde nach
einem marinen Enzym zur spezifischen Umsetzung von L-Serin gesucht. Nahere Angaben zu
der analytischen Fragestellung und dem damit verbundenen Prozess finden sich weiter unten
im Kapitel 6.3.2 Uber die industriell durchgefiihrte Biotransformation von L-Serin und Indol
zu L-Tryptophan.

Aminosauren kénnen mittels Enzymen Uber verschiedene Reaktionswege umgesetzt werden.
Dieses kann zum einem Uber Oxidasen oder zu anderem Uber Deaminasen/Dehydratasen
ablaufen. Aminosaureoxidasen (EC 1.4.3.3) sind oftmals nicht substratspezifisch und setzen
somit eine Vielzahl von Aminosduren um. Diese Querempfindlichkeiten wirken sich in
komplexen Systemen, in denen mehrere Aminosauren nebeneinander vorliegen, storend auf
die Analytik von Serin aus, oder aber machen diese sogar unmaoglich. Anders sieht esim Falle
der Deaminasen/Dehydratasen aus. Hier gibt es substratspezifische Enzyme, die fir den
Einsatz in Biosensoren genutzt werden konnten. Hierzu gehdrt auch die L-Serindehydratase
(EC 4.2.1.13) [118]. Sie weist in der Regel nur eine geringe Querempfindlichkeit zu Threonin
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auf. Die L-Serindehydratase setzt L-Serin nicht oxidativ unter Deaminerung zu Pyruvat um.
Analog lauft die Reaktion der D-Serindehydratse (EC 4.2.1.14) ab, auf deren Verwendung in
Kapitel 6.2.2.1 eingegangen wird [119].

O

O
NH»
NH
HO H L-Serindehydratase _ HO ?
- H.O
_ OH
L-Serin
+ H+
O O
o NH4" H,0 .
NH
HO < \ HO 2
Pyruvat

Abb. 4.4.1: Reaktionsschema der nichtoxidativen Deaminierung von L-Serin mittels L-
Serindehydratase

Wie in Abbildung 4.4.1 zu sehen, wird im ersten Reaktionsschritt unter Abspaltung von
Wasser das Aminoacrylat gebildet. Dieser B—Eliminierung folgt eine Umlagerung zum Imin.
Das resultierende Amin wird im abschlieffenden Reaktionsschritt Gber Hydrolyse und

Deaminierung zum Pyruvat umgesetzt.

Das Enzym kommt oftmals zusammen mit der L-Threonindehydratase vor. Die Umsetzung
von L-Threonin verlauft Uber einen analogen Reaktionsmechanismus zum 2-Oxobutyrat.
Beide Enzyme gehtren zu der Enzymklasse der Hydrolasen und sind in der Literatur bereits
mehrfach seit 1938 [120] beschrieben worden, wobei alerdings noch keine
L-Serindehydratase aus einem marinen Organismus bekannt war und nur wenige der
gefundenen Enzyme vollstandig aufgereinigt worden sind. Eine vergleichende Auflistung
einiger L-Serindehydratasen findet sich in Tabelle 4.4.3.
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Tab. 4.4.3:  Eigenschaften von verschiedenen mikrobiellen L-Serindehydratasen

Organismus M, Unter- Topt | PHopt | Km Anmerkungen

[kD4] | einheiten [°C] (L-Serin)

[mM/I]

Lactobacillus 150 |4 mit ca 40|45 8 65 Fe®* und PLP
fermentum [121] kDa abhangig
Peptostreptococcus 180 |a 30kDa - 84 1|08 Fe-S-Cluster
asaccharolyticus [122] B 25 kDa
Clostridium 230 |a 30kDa - - 5 Fe-S-Cluster
propionicum [123] B 26 kDa
Arthrobacter - - - 75 |65 -
globiformis[124] 8,0
Clostridium acidiurici |72 |- - 85 |77 Fe’* abhangig
[125]

Eine weitere Quelle fur das Enzym ist der Escherichia coli Stamm K 12 [126, 127]. Dartber
hinaus kommt die L-Serindehydratase auch in Saugetierzellen vor. Solche eukariotischen
Enzyme benttigen in der Regel Pyridoxaphosphat als Cofaktor und setzen auch L-Threonin
um [128]. Die mikrobiellen L-Serindehydratasen sind samtlich sehr anféllig gegenuber
Sauerstoff und werden unter Lufteinfluss innerhalb weniger Stunden deaktiviert. Sie sind
weiterhin vom Cofaktor Fe?* abhangig, da die Aktivitdt des Enzyms iber Eisen-Schwefel-
Cluster reguliert wird. Eine Reaktivierung einiger L-Serindehydratasen ist durch Zugabe von
zweiwertigen Eisen daher méglich [97].

4.4.2.1 Screeningvon Mischkulturen nach L-Serin umsetzenden Mikroor ganismen

Aus dem Niedersachsischen Forschungsschwerpunkt Meereshiotechnologie standen neben
den in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Bryozoen weitere Makroorganismen zur Verfligung, deren
vergesellschaftete Mikroorganismen einem L-Serindehydratase-Screening unterworfen
worden sind [116]. Dabei handelte es sich unter anderem um Ciona intestinalis und Aseidiella

aspersa.
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Da es das Ziel der Screeningversuche war, ein Enzyms zu identifizieren, welches spezifisch
L-Serin  umsetzt, wurden die Mischisolate zundchst in 500 ml  schikanefreien
Erlenmeyerkolben in einem Minimamedium (s. Anhang Kap 8.8), welches aul3er Vitaminen
und Spurenelementen as Stickstoff- und Kohlenstoffquelle nur L-Serin enthélt, bei 27 °C
kultiviert. Die Kultivierungszeit bis zu einem sichtbaren Wachstum betrug zwei Wochen.
Danach wurden die Mikroorganismen in verschiedenen Verdinnungen (1/1, 1/10, 1/100,
1/1000) auf das feste Minimalmedium gebracht und bel zwei verschiedenen Temperaturen,
26 °C und 37 °C, im Brutschrank inkubiert. Durch die unterschiedlichen Temperaturen sollte
erreicht werden, dass verschiedenen Arten von Mikroorganismen Wachstumsvorteile geboten

werden. Nach zwei Wochen zeigte sich auf den festen Medien ein verwertbarer Bewuchs.

Zur Vereinzelung wurde eine Kolonie ausgewahlt, die von ihrer Morphologie her auf allen
Kulturen zu finden war. Die Vereinzelungsausstriche wurden bei 26° C bzw. bei 37 °C
bebritet, wobei sich auch hier erst nach zwei Wochen ein Bewuchs zeigte. Zur Identifikation
mittels der 16SrDNA wurde der vereinzelte Organismus (ht98-E) an die DSMZ
weltergeleitet.

Yersinia enterocolitica

— Shigella somnei

~ Sulmanella typhimurivm
— Escherichia coli
Pantoeq stewarti
{ Erwinia amylovora
Citrobacter freumdi
h19-F 4——
Serratia marcescens
[ Klebielaplaatcola
Enterobacter amnigenus

Pectobacterivm carotovora

Pseudomanas fluorescens

Abb. 4.4.2: Dendrogramm des Bakterienstammes ht98-E [116]
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Das Dendrogramm in Abbildung 4.4.2 zeigt die phylogenetische Zuordnung des
Bakterienstammes ht198-E, isoliert aus Ciona intestinalis. Der Baum beruht auf dem
Vergleich der ersten 350 Nucleotide der 16S-rDNA einiger Vertreter aus der Unterklasse der
x-Proteobakterien, erstellt nach der Neighbor-Joining Methode. Der Balken im unteren
Bereich des Dendrogramms symbolisiert 10 Nucleotid-Austausche per 100 Nucleotide. Die
16SrDNA-Bestimmung ergab, dass die Mikroorganismen eine phylogenetische
Ubereinstimmung von mehr als 95 % zu Citrobacter freundii aufweisen. Citrobacter freundii
stammt wahrscheinlich aus dem Darm der zum Screening eingesetzten Seescheide Ciona
intestinalis. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass der isolierte Mikroorganismus
nicht marinen Ursprungsist, da er ebenfallsim Darm terrestrischer Organismen zu finden ist.

Dieses ist ein Problem, welches beim Screening mariner Mikroorganismen haufiger auftreten
kann. Die Organismen, die bel einem solchen Screening gefunden werden, sind nicht
zwangdaufig ,marine” Mikroorganismen, auch wenn man von ener Probe marinen
Ursprungs ausgeht. Viele Mikroorganismen haben sich sowohl an marine, wie auch
terrestrische und limnische Habitate angepasst. Beim isolierten Citrobacter freundii kommt
welterhin hinzu, dass es sich um einen Organismus handelt, der unter bestimmten Umstanden
Toxine bildet und der Risikogruppe 2 zuzuordnen ist. Da keine weiteren Mikroorganismen
gefunden werden konnten, die auf dem L-Serin-Minimamedium Wachstum zeigten, wurde
das Screening an Ciona intestinalis und Aseidiella aspersa nicht weiterverfolgt. Die weiteren
Untersuchungen wurden aus diesem Grund mit den in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Extrakten
von Bugula plumosa durchgefiihrt. Bei diesen Experimenten wurden 200l des
Minimamediums (s. Kap. 8.2 im Anhang) mit 4 ul der Bryozoenextrakte versetzt und in
Mikrotiterplatten mit 96 Wells (TechnoPlastic, Schweiz) auf einem Thermoschuttler
inkubiert. In den Medien, die mit dem Extrakt der homogenisierten Bugula plumosa
angeimpft wurden, konnte nach 6 Tagen be einer Inkubationstemperatur von 37 °C
Wachstum festgestellt werden. Der isolierte Stamm, mit der Bezeichnung MBT-A4, wurde im
nachfol genden eingehend charakterisiert [96]. Dieses soll an dieser Stelle geschildert werden,
daessichim Laufe der Arbeiten herausstellte, dass es sich bei MBT-A4 um einen bisher nicht

bekannten marinen Mikroorganismus handelt.
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4.4.2.2 Charakterisierung des Stammes MBT-A4

Zur Charakterisierung wurde der Stamm auf MB-Medium (s. Anhang Kap. 8.3) bei 30 °C
kultiviert. Auf die Optimierung der Kultivierungsbedingungen beziiglich der Enzymaktivitét
wird im nachfolgenden Kapitel eingegangen. MBT-A4 ist ein nicht beweglicher aerober,
Gram-negativer Stamm, der kugelformig bis zylindrisch wéchst (0,5 — 1 x 0,7-1 pum). Die
Zellen wachsen einzeln oder in kurzen Ketten (s. Abb. 4.4.3).

Abb. 4.4.3:  Elektronenmikroskopische Aufnahme von MBT-A4 (Zellen aus der Mitte der
exponentiellen Phase); Vergrofierung 15.000fach [96]

Die Morphologie des Wachstums verandert sich alerdings, wenn die Salzkonzentration im
Medium unter 2 % abgesenkt wird (bel gleichzeitiger deutlicher Reduktion der Néahrstoffe
unter 20 %) (s. Abb. 4.4.4).

Abb. 4.4.4:  Agglomeration von MBT-A4 bel geringen Salz- und Nahrstoffkonzentrationen
[129]
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Zur Beschreibung der Stoffwechselaktivitét wurde das Biolog GN2 System (Biolog Inc.,
Hayward, CA) verwendet. Mit Hilfe dieses Systems kann auf Mikrotiterplatten die
Verstoffwechselung verschiedenster C-Quellen untersucht werden. Dabel wurde festgestellt,
dass MBT-A4 eine Vielzahl von C-Quellen, wie Glykogen, Fructose, Glucose, Essigsaure
und Milchsdure oxidieren kann, wahrend er z. B. auf Lactose, Maltose oder Raffinose keine
Stoffwechselaktivitat aufzeigt. Die komplette Liste der getesteten C-Quellen findet sich im
Anhang (Kap. 8.9). Einen weiteren Aufschluss Uber die Stoffwechselaktivitdten gibt der
weiter oben beschriebene APl 20 NE Test der Firma Mérieux. Auf diesem Wege konnte
festgestellt werden, dass MBT-A4 Cytochromoxidase- und [(-Galactosidase-Aktivitéten
ausbildet. Hingegen konnte keine Aktivitét fur Urease und [3-Glucosidase festgestel It werden.

Die Identifikation des Stammes wurde wiederum an der DSMZ, Braunschweig, mittels der
16S-rDNA-Methode durchgefiihrt. Bei diesen phylogenetischen Untersuchungen wurde
Paracoccus marcusii als nachster Verwandter von MBT-A4 ermittelt. Eine vergleichende

Untersuchung mit anderen Paracoccus spec. zeigt Tabelle 4.4.4.

Tab. 4.4.4: Vergleich ausgesuchter Charakteristika von MBT-A4 mit den nachsten
phylogentischen Nachbarn [nach 96]

Eigenschaft Stamm Paracoccus. Paracoccus Paracoccus
MBT-A4 marcusii carotinifaciens | alcaliphilus
[130] [131] [132]
Beweglichkeit - - + -
Pigmentierung - + + -
Urease - - - +
Nitratreduktion + - - +
-Glucosidase - + + n.b
6% NaCl + S S -
= Formiat + + n.b. -
= Saccharose - + n.b -
7 Glycerin + + n.b s
g Mannitol + + n.b +
= Inositol + + n.b +
L-Serin + - n.b n.b

| +: Positiv; -: Negativ; s: schwach; n.b.: nicht beschrieben

Das phylogenetische Dendrogramm (Abb. 4.4.5), welches auf der Basis der 16S-rDNA-
Analyse erstellt wurde, ergibt Ubereinstimmungen von 97,6 % fir Paracoccus marcusii,
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97,4% fur Paracoccus carotinifaciens und 97,1% fir Paracoccus alcaliphilus. Andere

Vertreter der Paracocci wiesen Ubereinstimmungen zwischen 91,9 bis 96,8 % auf.

Rogeobacter denitrificans OCHI 14T (M96746)
98| Paracoccus paniotrophus ATCC 35512T (Y 165936)
TE-E Paracoccus denitrificans ATCC 177417 (Y17511)
Paracoccus versutus ATCC25364T (Y16932)
Paracoccus methylutens DM 12T (AF25034)
-| Paracoccus kondratievae GBT (AF250332)
Paracoccus aminovorans IMC 7685T (D32240)
Paracoccus thiocyanatus 1AM 128167 (D32242)
'| Paracoccus kocurii IMC 76847 (D32241)
¥ —  Paracoceus solventivorans DSM 66377 (Y07705)
Paracoccus alkenifer DSM 115937 (¥13827)
Paracoccus alealiphilus IMC 73641 (D32239)
100 [ Paracoccus carotinifaciens IFO 16121 (AB006899)
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Paracoccus markusii DSM 115747 (Y12703)
Strain MBT-A4T (AJ428275)
Paracoccus aminophilus JMC 76861 (D32239)

10 %

Abb. 4.4.5:  Dendrogramm des Bakterienstammes MBT-A4; der 10% Mal3stab steht fir den
Austausch von 10 Nucleotiden auf 100 Sequenzpositionen [96]

Der Genus Paracoccus gehort zu der a-3 Untergruppe der Proteobakterien. Die Zuordnung
von MBT-A4 in diese Untergruppe konnte durch die Bestimmung des charakteristischen
FettsGuremusters dieser Untergruppe ebenfalls bestétigt werden.

Aufgrund von DNA-DNA-Hybridisierungen und der Tatsache, dass der Stamm nicht auf
Medien wachsen kann, wie sie fir P. marcusii beschrieben worden sind [130], wurde MBT-
A4 ds neuer Stamm eingestuft. Basierend auf seiner Fahigkeit auf Medien zu wachsen, die
lediglich L-Serin als C- und N-Quelle aufweisen, wurde der Stamm als Paracoccus
seriniphila bezeichnet (DSM 14827T / CIP 107400T).
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4.4.2.3 Optimierung der Kultivierung von Paracoccus seriniphila

Wie in Kapitel 4.3 beschrieben wurde, liegt eines der grofdten Probleme der marinen
Biotechnologie darin, dass eine Vielzahl der isolierten Mikroorganismen nicht kultivierbar
sind. Paracoccus seriniphila hingegen lasst sich bereits auf einem L-Serin-Minimamedium
anziehen und so von anderen Stdmmen isolieren. Fur eine Produktion des gewtnschten
Enzyms ist dieses Medium aber nicht geeignet, da die Biomasseausbeute viel zu gering ist. Es
konnte auch durch Zugabe verschiedener anderer C-Quellen keine verbesserte Wachstumsrate
erzielt werden. Es wurde daher dazu Ubergegangen, Paracoccus seriniphila in einem
komplexen 100 %igen MB-Medium zu kultivieren. Die Zellen wurden in der exponentiellen
Wachstumsphase geerntet und anschlief3end in ein L-Serin-Minimamedium zur Induktion des
Enzymsystems gegeben. Dieses Verfahren erbrachte zwar eine ausreichende Biomasse und

enzymatische Aktivitét, ist aber relativ aufwendig, was Zeit- und Arbeitsaufwand angeht.

Durch Einsatz eines Mediums, welches aus 34,3 g/l Sea Sdts, 5 g/l Pepton und 5 ¢/l
Hefeextrakt besteht, konnte bel Zusatz von 1 g/l L-Serin eine optimale Wachstumsrate bei
hoher enzymatischer Aktivitdt fir das Bakterium ermittelt werden. Fir das optimale
Wachstum wurden weiterhin 30°C bel einem weiten pH-Bereich von 6,5 bis 8,0 festgestellt.
Der Stamm ist saztolerant;
Natriumchlorid erreicht. Einen Uberblick tber die Optimierung bietet Tabelle 4.4.5.

optimale Wachstumsbedingungen wurden be 3 ¢/l

Tab. 4.4.5.  Einfluss der Medienzusammensetzung auf das Wachstum von Paracoccus
seriniphila und die L-Serindehydrataseaktivitét
Medium max. BTM Mmax Ulgetm | max.OD | Effizienz'
(9]
L-Serin-Minimalmedium |~0,5 0,03 ~2 0,57 1
L-Serin-Minimalmedium |- - - 0,08 -
+ C-Quéllen
100%iges MB-Medium + | 1,62 0,23 16 2,70 22
Induktion in L-Serin-
Minimalmedium
100%iges MB-Medium + | 1,62 0,23 18 2,70 26
Serin
Sea Salt + Pepton + 3,25 0,25 42 6,25 120
Hefeextrakt + Serin

Effizient: Die Effizient eines Mediums wurde in Bezug auf die maximale Biotrockenmasse und die

enzymatische Aktivitét bezogen auf die Kultivierung im L-Serin-Minimalmedium (Effizienz = 1) bestimmt
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4.4.2.4 l1solierung und Charakterisierung der L-Serindehydratase

Zur Isolierung des Enzyms wurden Zellen verwendet, die bei den unter Punkt 4.4.2.3
beschriebenen optimierten Parametern kultiviert worden waren. Da das Enzym interzellulér
vorliegt, wurden die Zellen per Ultraschall aufgeschlossen (55 W fur 3 Minuten; Intervalle
von 0,3 ¢/s). Der Zdllrtickstand wurde durch Zentrifugation (15 Minuten bei 14.000 rpm bel
4°C) abgetrennt. Das Enzym konnte dann anschlief?end aus dem Uberstand isoliert werden.

Da bekannt ist, dass die meisten L-Serindehydratasen stark oxidationsempfindlich sind,
wurden ale im folgenden verwendeten Ldsungen per Ultraschall entgast und mit 1 mM
L-Cystein als Antioxidanz versetzt. Der Verlauf der Dehydrataseaktivitat Uber die
verschiedenen Aufarbeitungsschritte wurde dber einen photometrischen Aktivitétstest
bestimmt (s. Kap. 8.10 im Anhang).

Die am haufigsten angewendete Methode Enzyme zu isolieren ist, sie durch Zugabe von
Ammoniumsulfat auszusalzen [z. B. 133]. Die Proteine sollen vor der Fallung in einer
Konzentration von etwa 0,01 % bis 2% vorliegen. Ammoniumsulfat ist besonders gut
geeignet, da es in Konzentrationen >0,5M die biologische Aktivitdt auch empfindlicher
Proteine schutzt. Ammoniumsulfatprézipitate sind normalerweise dicht und gut
abzuzentrifugieren. Durch lonenaustausch oder Dialyse ist das Salz leicht wieder von den
Proteinen zu entfernen. Das Verfahren ist vor alem preiswert und somit auch fur industrielle
Mal3stédbe einsetzbar. Es muss alerdings berlicksichtigt werden, dass grofée Salzfrachten
anfallen, die zu erheblichen Kosten in der Abwasseraufarbeitung fihren kdnnen. Ein weiterer
Nachteil von Ammoniumsulfat betrifft die Fallung von Proteinen, die fir ihre Aktivitdt oder
Struktur Calcium bendtigen, da Calciumsulfat praktisch unléslich ist und so das Calcium von

den Proteinen entfernt wird.

Das Verfahren konnte erfolgreich fur die Fallung der Dehydratase eingesetzt werden. Hierzu
wurde der Zellaufschluss mit 60 % Ammoniumsulfat angereichert, um im ersten Schritt
storende Proteine auszuféllen. Der Niederschlag wurde bei 14.000 rpm fur 20 Minuten
zentrifugiert und der so erhaltende Uberstand auf 80 % Ammoniumsulfat angereichert. Der
neue Niederschlag wurde nach Zentrifugation in 2 ml Kaliumphosphatpuffer (100 mM,
pH 7,6) aufgel Ost.
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Als nachfolgender Aufarbeitungsschritt wurde eine Auftragung Uber Hydroxylapatit [134]
durchgefuhrt (5 ml-Saule CHT 1l von Bio-Rad). Die Saule wurde mit 1 mM KPP-Puffer
(pH 7,6) equilibriert. Die Elution erfolgte tber einen linearen KPP-Gradienten von 1 mM auf
400 mM (40 Minuten, 0,5 ml/min). Der Eluent wurde in 1 ml Schritten fraktioniert und die
Fraktionen mit der grofdten L-Serindehydrataseaktivitdt wurden gepoolt und Uber eine
Anionenaustauschchromatographie weiterverarbeitet. Die Austauschchromatographie wurde
in einer 5 ml High-Q-Séaule der Firma Bio-Rad durchgefihrt (equilibriert mit 100 mM KPP,
pH 7,6). Die Elution erfolgte mittels einem linearen Gradienten von O bis 1 M NaCl in
100 MM KPP-Puffer (40 Minuten, 2 ml/min). Es wurde in 4 ml Schritten fraktioniert. Die
Fraktionen mit der gewlnschten Aktivitét wurden gepoolt und Uber einen Vivaspin-

Konzentrator (Cut-off 30 kDa; Sartorius, Gottingen) aufkonzentriert.

Tab. 4.4.6:  Aufreinigung der L-Serindehydratase aus P. seriniphilia

Aufreinigungs- |Gesamtprotein| Units Aktivitdt |Aufreinigungs-| Ausbeute

schritt [mq] Enzym | [U/mgprotein] faktor [%0]

Zdlaufschluss 140 140 1,04 1 100
(Uberstand)
Ammouniumsulfat- 21 95 4,56 4 68
falung
Hydroxyapatit- 1,41 16 11,28 11 11
Chromatographie
Anionenaustausch- 1 0,94 75,24 72 1
Chromatographie

Der Grad der Aufreinigung lésst sich auch Uber die Gelelektrophorese verfolgen. Bei der
durchgefiihrten SDS-Gel elektrophorese wird das Enzym in seine Untereinheiten gespalten, so
dass zwei Banden im Gel zu erkennen sind (s. Abb. 4.4.6). Uber das Verfahren von Weber
und Osborn [135] konnten mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese die Molgewichte der beiden
Untereinheiten zu 14,5 kDa (a) und 40 kDa ([3) bestimmt werden (s. Abb. 4.4.7).
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Abb. 4.4.6: SDS-PAGE verschiedener Stufen der Aufreinigung der L-Serindehydratase
(20%iges Polyacrylamid-Gel; 1: Molekulargewichtsstandard, 2: Uberstand des
Zéelaufschluss  (1:20), 3: Ammoniumsulfatfallung, 4: Fraktion der
Hydroxyapatit-Chromatographie, 5:  Anionenaustausch-Chromatographie;
Silberférbung) [97]
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Abb.4.4.7: Bestimmung des Molekulargewichtes der beiden Untereinheiten der L-
Serindehydratase Uber SDS-Gel el ektrophorese [97]
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Die Bestimmung des Molekulargewichtes der nativen L-Serindehydratase wurde Uber eine
Gelfiltration durchgefihrt (Sephacryl S-100 Saule; 700 x 25 mm). Das System wurde Uber
UV -aktive Substanzen kalibriert. Es ergab sich ein Molekulargewicht von ungefahr 53 kDa (s.
Abb. 4.4.8). Damit liegt das Enzym im Bereich der Molekulargewichte der aus E. coli (50
kDa) [127] und aus Pseudomonas cepacia (60 kDa) [136] isolierten L-Serindehydratasen.
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Abb. 4.4.8: Bestimmung des Molekulargewichtes nativer L-Serindehydratase mittels
Gelfiltration (Sephacryl S-100 Saule; 700 x 25 mm; Aufgabevolumen 2 ml des
Uberstandes des Zellaufschluss, Elution: 100 mM KPP-Puffer + 1 mM
Cystein, pH 7,6; 2 ml/min) [97]

Wie bereits weiter oben angesprochen worden ist, sind L-Serindehydratasen stark
oxidationsanfallig und missen entsprechend stabilisiert werden. Dieser starke
Aktivitétsverlust wurde auch bel dem aus Paracoccus seriniphila isolierten Enzym festgestel It
(s. Abb. 4.4.9).
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Abb. 4.4.9:  Aktivitatsverlust der nicht stabilisierten L-Serindehydratase aus Paracoccus
seriniphila [97]

Der Aktivitéatsverlust ist auf die Oxidation der Eisen-Schwefel-Cluster zurtickzufihren, die fir
die katalytische Aktivitét des Enzyms notwendig sind (s. Abb. 4.4.10). Dieses ist bei L-
Serindehydratasen aus eukaryontischen Zellen anders. Hier wird die Umsetzung des Serins
Uber den Cofaktor PLP gesteuert. Man geht davon aus, das die bakteriellen,
oxidationsanfdligen L-Serindehydratasen Relikte einer ,Eisen-Schwefel-Welt* sind, die
durch die PLP-abhéngigen Enzyme in vielen Organismen ersetzt worden sind [137]. So
finden sich die metallabhangigen Dehydratasen insbesondere in strikt anaeroben Bakterien
[122]. Sie gehoren in die Klasse der Eisen-Schwefel-Proteine ohne Redoxfunktionen. Diese
Klasse ist seit einigen Jahren Gegenstand intensiver Untersuchungen, da ihre Funktionen im
Stoffwechsel noch nicht abschlief3end geklért sind. Urspriinglich kannte man nur Eisen-
Schwefel-Cluster, die in Redoxreaktionen eingebunden sind (Single-Electron-Transfer-
Reactions). Durch Untersuchungen unter anderem an der L-Serindehydratase weil3 man
mittlerwelle, dass die Fe-S-Cluster auch an nicht-oxidativen enzymatischen Reaktionen und
der Proteinstabilisierung beteiligt sind [138]. Bei der hier isolierten L-Serindehydratase kann
die Beteiligung von PLP an der Umsetzung ausgeschlossen werden, da weder die
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charakteristische Absorptionsbande bei 400 bis 420 nm zu finden war [121], noch das Enzym
durch typische PLP-Inhibitoren in seiner Aktivitét beeintréchtigt worden ist.
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Abb. 4.4.10: Umsetzung von L-Serin am Fe-S-Cluster einer L-Serindehydratase [137]

Fir eine eventuelle Nutzung des isolierten Enzyms in bioanalytischen Systemen (s. Kapitel 6)
musste eine Stabilisierung der Aktivitét erfolgen. Diese kann durch Zugabe von Fe** und
einem Oxidationsschutz wie Dithiothreitol (DTT) erreicht werden.
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Abb. 4.4.11: Stabilisierung der aus Paracocus seriniphila isolierten L-Serindehydratase
durch Zugabe von Fe?* und Dithiothreitol (DTT); Aktivitatsbestimmung bei
Zugabe von DTT mit c(Fe’) = 1,8 mM (rote Kurve), Aktivitatsbestimmung
bei Zugabe von Fe?* mit ¢(DTT) = 18 mM (schwarze Kurve) [97]
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Wie aus der obigen Abbildung ersichtlich, erfolgt durch Zugabe der Verbindungen ein
deutlicher Anstieg der enzymatischen Aktivitd. Es konnte so auch eine verbesserte
Langzeitstabilitét des Enzyms erreicht werden. Unter Zugabe von 18 mM DTT und 5 mM
Eisen(Il)sulfat sind nach 8 Tagen noch 50 % der urspringlichen Aktivitét vorhanden, wenn
das Enzym zwischen den Messungen bel Raumtemperatur gelagert wird.

Ein weiterer Parameter, der fir die zu erzielende enzymatische Aktivitdt von
ausschlaggebender Bedeutung ist, liegt in dem Erntezeitpunkt der Zellen. Es wurde
festgestellt, dass die hochste enzymatische Aktivitdt in der Mitte der exponentiellen
Wachstumsphase auftritt.
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Abb. 4.4.12: Abhangigkeit der Aktivitét der L-Serindehydratase von der Wachstumsphase

des Stammes Paracuccus seriniphilia [129]

Mit dem stabilisierten Enzym wurden die kinetischen Parameter der Umsetzung von L-Serin
zu Pyruvat ermittelt. Es wurde festgestellt, dass das Enzym ausschliefdlich L-Serin umsetzt. Es
konnte keine Querempfindlichkeit zu anderen Aminosduren festgestellt werden. Bei
Untersuchungen des Rohextraktes wurde die Umsetzung von L-Threonin beobachtet. Dieses
ist aber auf eine ebenfalls in Paracoccus seriniphila vorkommende L-Threonindehydratase
zurickzufihren, dieim Verlauf der Enzymaufarbeitung abgetrennt werden konnte.
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Eine Vielzahl von Aminosauren wirken auf die L-Serindehydratase as Inhibitoren. Dieses
konnte dadurch erklért werden, dass zwar eine Bindung der Aminosauren an den Fe-S-Cluster
erfolgt, die weitere Umsetzung aber nicht ablaufen kann. Ebenfalls inhibiert wird das Enzym
durch verschiedene Metalionen (Cu®*, Mn** und Mg*). Bei dem Enzym konnte keine
Substrat- und keine Produkthemmung (in Bezug auf Pyruvat) festgestellt werden.
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Abb. 4.4.13: Aktivité der L-Serindehydratase in Abhangigkeit vom pH-Wert (links) und
von der Temperatur (rechts) [129]

Wie aus der Abbildung 4.4.13 zu entnehmen ist, weist das Enzym ein Optimum der Aktivitét
bei einem pH-Wert von 7,6 und 51 °C auf. Bei diesen optimierten Bedingungen wurden
Versuche zur Bestimmung der kinetischen Parameter des Enzyms durchgefihrt (Abb. 4.4.14).
Unter anderem wurden dafir Umsetzungen von L-Serin zu Pyruvat bei verschiedenen
Ausgangskonzentrationen untersucht. Uber die Verfahren von MichaglisMenten und
Lineweaver-Burk kdnnen so die Parameter v und Ky ermittelt werden. Aufféllig in der
Abbildung 4.4.14 ist der leicht sigmoide Kurvenverlauf. Dieser Verlauf war sowohl bei
Untersuchungen des Rohextraktes als auch des hochaufgereinigten Enzyms reproduzierbar.
Dieser sigmoide Kurvenverlauf wird auch be der  Abhangigkeit  der
Produktbildungsgeschwindigkeit (Pyruvat) in Abhangigkeit von der Substratkonzentration
(L-Serin) gefunden. Eine kinetische Aussage daraus abzuleiten ist schwierig, da
verschiedenste Ursachen hierfir in Frage kommen koénnten, die zur Zeit noch nicht
abschlief®end geklart werden konnten. Da der Effekt sowohl beim Enzym als auch bei
Rohextrakten auftritt, kann eine Diffusionshemmung weitestgehend ausgeschlossen werden.
Inwieweit allosterische Effekte oder Kooperativitat fur dieses Verhalten ausschlaggebend

sind, kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden.
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Die Bestimmung der kinetischen Parameter des Enzyms erfolgte daher Uber den
eingeschrankten linearen Umsatzbereich des Enzyms und liefert auf diesem Wege aber
sicherlich sehr gute Naherungen fir die kinetischen Parameter.
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Abb.: 4.4.14: Produktbildung bei der enzymatischen Umsetzung von L-Serin zu
Pyruvat in Abhangigkeit von der Substratkonzentration [129]

Fir das Enzym ergeben sich in Bezug auf L-Serin als Substrat die folgenden Parameter:

Vinax = 1,3 % 107 mol/(l s)
Kwm = 5,1 mmol/l

Kuv liegt damit in enem Bereich, wie er fir L-Serindehydratasen aus anderen
Mikroorganismen beschrieben worden ist (s. Tabelle 4.4.3; Clostridium propionicum,
Arthrobacter globiformisu. a.).

Mit Hilfe des optimierten Kultivierungs- und Aufreinigungsverfahren konnte aus einem neu
beschriebenen marinen Mikroorganismus eine gut zu stabilisierende L-Serindehydratase

isoliert werden, die fir Anwendungen im bioanalytischen Bereich eingesetzt werden konnte.
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Zu diesem Zweck muss noch eine Immobilisierung des Enzyms erfolgen. Hierfir wurden
unter anderem das LentiKats®™System (zum LentiKats®-System s. Kap. 4.4.3.3) getestet.
Erste Untersuchungen zeigen, dass das Enzym auch im immobiliserten Zustand seine
katalytische Aktivitdt Uber mehrere Tage behdlt. Es sind somit ale Vorausetzungen
geschaffen worden, um ein bioanalytisches System aufzubauen, welches z. B. be der
Biotransformation von Indol und L-Serin zu L-Tryptophan (Kap. 6.3) zur

Prozessliberwachung eingesetzt werden konnte.

443 Sulfitoxidase

In diesem Kapitel soll auf die Gewinnung und Aufreinigung einer Sulfitoxidase (SOD;
EC 1.8.3.1) [139] aus einem marinen Mikroorganismus eingegangen werden. Anders asim
vorherigen Beispiel stand zu Beginn der Arbeiten mit Sulfitobacter pontiacus bereits ein
Mikroorganismus zur Verfligung, von dem bekannt war, dass er das entsprechende Enzym
exprimiert [140]. Sulfitobacter pontiacus (genauer: Sulfitobacter pontiacus gen. nov., sp.
nov.) ist ein heterotrophes Bakterium, welches aus der H,S-O,-Grenzschicht des Schwarzen
Meeres isoliert wurde. Von Sorokin [140] sind bereits Angaben Uber die Kultivierung dieses
Bakteriums gemacht worden. So wird Sulfitobacter pontiacus als mesophiles (4-35 °C,
Optimum von 22-25 °C), neutrophiles (pH 6,5-8,5, Optimum bei 7,3-7,5), NaCl-abhéngiges
(5-80 g/l, Optimum bei 20-25 g/l) und strikt aerobes Bakterium beschrieben. In dieser Arbeit
soll nunmehr eine Optimierung der Kultivierung hinsichtlich der Ausbeute an Sulfitoxidase
(EC 1.8.3.1) und deren Aufarbeitung beschrieben werden. Die Produktion einer Sulfitoxidase
ist hinsichtlich ihrer Verwendung in bioanalytischen Systemen fur die Lebensmittelanal ytik
von groflem Interesse (bzgl. bioanalytischer Systeme s. Kap. 6). Wahrend im
vorangegangenen Beispiel der L-Serindehydratase  ausfuhrlich  Uber  einzelne
Optimierungsschritte berichtet worden ist, sollen bei der Sulfitoxidase nur einige Teilschritte
betrachtet werden, die auch fir andere Anwendungen in der marinen Biotechnologie von
Interesse sein kénnten.

Sulfitoxidase katalysiert die Oxidation von Sulfit zu Sulfat. Dabel transportiert das Enzym
Elektronen auf Sauerstoff, Cytochrom C und eine Vielzahl anderer Elektronenakzeptoren
[141]. In Saugetieren spielt SOD insofern eine wichtige Rolle, als dass sie as terminales
Enzym fur die Umsetzung schwefelhaltiger Aminosauren zustandig ist. Weiterhin baut sie
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endogenes Sulfit und Schwefeldoxid ab und Gbernimmt damit eine wichtige Aufgabe bei der
Entgiftung des Koérpers nach Aufnahme dieser Substanzen [142]. Eine Stérung der
Ausbildung von SOD im menschlichen Korper fuhrt zu schwersten neurologischen
Stérungen, die in der Regel bereits beim Fotus zum Tode flhren [143, 144]. Bei den bisher
untersuchten Sulfitoxidasen handelt es sich um Metalloenzyme, bei denen Molybdan in Form
des Molybdan-Kofaktors (Moko) enthalten ist. Der Moko (Abb. 4.4.15) besteht dabei aus
einem Dioxomolybdanzentrum, welches tiber die Schwefelatome an Molybdopterin gebunden
ist.

Abb. 4.4.15. Struktur des Molybdan-K ofaktors (Moko) der Sulfitoxidasen

Ein erworbener Mangel an Moko fuhrt beim Menschen zu einer Reduktion der enzymatischen
Aktivitét der Sulfitoxidase. Dies fuhrt zu schweren neurologischen Stérungen wie zum
Beispiel Schittelkrampfen und epileptischen Anfédllen. Auch ene Linsenektopie wird
beobachtet. Ursache fir diese Symptome ist wahrscheinlich eine Anreicherung von Sulfit und
Thiosulfat im Korper. Die toxische Wirkung des Sulfits beruht dabei zum einen auf seiner
stark reduzierenden Wirkung, zum anderen besitzt Sulfit die Fahigkeit mit den SH-Gruppen
verschiedener Enzyme zu reagieren. Das Sulfit wirkt dabei inhibierend. Sulfitoxidase selbst
ist in verschiedenen Organismen nachgewiesen worden:

* Huhnerleber [145]

» Rinderleber [146]

« Rattenleber [147, 148

* Menschliche Leber [147]
* Pflanzen [149, 150]

» Thiobacillus ferrooxidans [151]
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» Thiobacillus novellus [152]
* Phototophe Bakterien [153]

SOD ist kommerziell erhditlich und wird in der Regel as Prgparat aus Huhnerleber
angeboten. Neben dem reinen Enzym wird es auch als Bestandtell enzymatischer Testkits fir
Sulfit verkauft (Sulfite Test Kit, r-biopharm).

Die physiologische Bedeutung von Sulfitverbindungen im Metabolismus von Pflanzen und
Tieren ist bisher noch groftenteils unbekannt. Die in sehr kleinen Konzentrationen
vorkommenden Verbindungen scheinen aber im oxidativen Metabolismus eine spezifische
Rolle zu spielen. Auftretendes Sulfit wird im Normalfall Uber die Sulfitoxidase sofort zu
Sulfat umgewandelt. Alternativ kann Sulfit auch tber eine Sulfitreduktase (EC 1.8.1.2) zu
Sulfid reduziert werden. Diesesist bei den meisten lithotrophen und thiotrophen Bakterien der
Fall, bei denen Sulfit ein Schlusselintermediat der Schwefeloxidation ist. Die Oxidation zu
Sulfat kann in diesen Systemen tber die Sulfitdehydrogenase (EC 1.8.2.1) ablaufen.

Aufgrund der beschriebenen starken reduzierenden Wirkung und der Eigenschaft von Sulfit
mit den SH-Gruppen der verschiedensten Enzyme zu reagieren, sind die meisten
Mikroorganismen sehr empfindlich gegentiber hohen Sulfitkonzentrationen. Auch fur héhere
Organismen ist Sulfit toxisch. Aufgrund der inhibierenden Wirkung gegeniber
Mikroorganismen wird Sulfit in der Lebensmittelindustrie als Konservierungsmittel
eingesetzt. Das bekannteste Beispiel ist wohl die Herstellung von Wein. Hier nutzt man den
starken inhibierenden Effekt des Sulfits auf Enzyme insbesondere, um Phenoloxidasen zu
inaktivieren und dadurch die enzymatische Braunfarbung von Wein zu verhindern [154].

Die Schwefelung von Lebensmitteln ist allerdings auch kritisch zu hinterfragen, da bekannt
ist, dass Sulfit auch beim Menschen unerwilnschte allergische Reaktionen ausldsen kann.
Daher unterliegt der Sulfitgehalt in Lebensmittel gesetzlichen Hochstgrenzen. In Rotwein sind
160 mg/l und in WeiRwein 210 mg/l SO, zuléassig, wobei diese Werte von der Qualitétsstufe
und dem Restzuckergehalt abhéngen. Diese Grenzwerte sind allerdings relativ hoch angesetzt,
da es zur Zeit keine dternativen Verfahren zur Weinschwefelung gibt. In anderen
Lebensmitteln sind die Grenzwerte bedeutend niedriger. Eine Ausnahme bildet geschwefeltes
Trockenobst (2000 mg/l), bei dem die enzymhemmende Wirkung des Sulfits zur
Verlangerung der Haltbarkeit eingesetzt wird. Ebenfalls zur Verléangerung der Haltbarkeit
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werden verschiedene Fruchtséfte mit Sulfit versetzt. Hier liegt der Grenzwert mit 10 mg/l
alerdings sehr niedrig. In Bier liegt der Grenzwert bei 20 mg/l (EG-Richtlinie RL Nr.
95/2/EG). Ein Tell des Sulfitgehaltes in Bier wird wahrend der Fermentation durch die Hefen
gebildet (ca. 10 mg/l), allerdings kann der Gehalt durch sulfithaltige Rohstoffe bis auf die
erlaubten 20 mg/l ansteigen. Die FDA (Food and Drug Administration) hat in den USA den
Grenzwert von 10 mg/l festgelegt, ab dem der Zusatz von Sulfit in Lebensmitteln
kennzeichnungspflichtig ist. In der Tabelle 4.4.7 sind die gangigen Sulfitverbindungen

aufgefihrt, diein der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden dirfen.

Tab. 4.4.7..  Sulfithaltige Konservierungsstoffe [ 155]

E-Nummer Stoff
220 Schwefeldioxid
221 Natriumsulfit
222 Natriumbisulfit
223 Natriumdisulfit
224 Kaliumsulfit
226 Calciumsulfit
228 Kaliumbisulfit

Durch diese Grenzwerte besteht ein Bedarf an einer robusten und zuverl&ssigen Sultitanal ytik
in Lebensmittel auf deren Stand der Technik im nachsten Abschnitt eingegangen werden soll.

4.4.3.1 Sufitanalytik — Stand der Technik

Das erste Verfahren, welches zur quantitativen Bestimmung von Sulfit in Lebensmittel
beschrieben worden ist, stammt aus dem Jahr 1958 [156]. Das Verfahren beruht darauf, dass
die durch die Oxidation von Sulfit zu Sulfat gebildete Schwefelsdure titriert wird. Dieses
Verfahren wurde in verschiedenen Variationen weiterentwickelt. Letztendlich basiert auch die
von der FDA vorgeschriebene Methode auf der Titration von Schwefelsdure. Bel dem, nach
ihren Entwicklern benannten, Monier-William-Verfahren wird die Probe im ersten Schritt
destilliert. Dabel entweicht Sulfit in Form von SO,, welches in ener Vorlage mit H,O,
aufgefangen wird. Durch die oxidierenden Bedingungen wird das Schwefeldioxid zu

84



Kapitel 4 - Marine Biotechnologie

Schwefel sdure umgesetzt, die dann titriert werden kann. Dieses Verfahren ist gerdtetechnisch
sehr aufwendig und dartber hinaus auch langwiedrig. Es wurde weiterhin festgestellt, dass
zum Beispiel leicht fllchtige Fettsauren das Ergebnis erheblich beeintréchtigen kénnen [157].

Die Verwendung einer enzymatischen Methode, die hochspezifisch auf Sulfit reagiert, kdnnte
bei der Routineanalytik von Lebensmitteln ene grof3e Vereinfachung darstellen.
Enzymatische Testsysteme kommen in der Regel ohne grof3en apparativen Aufbau aus und
liefern oftmals innerhalb weniger Minuten ein verlassliches Analysenergebnis. Als Enzym
kann in solchen Verfahren zur Sulfitanalytik Sulfitoxidase verwendet werden. Erstmals wurde
ein solches System vor rund 20 Jahren beschrieben [158]. Um solche Methoden auch bei der
Bioprozesskontrolle einsetzten zu kénnen, ist eine Automation des Testes notwendig. Dieses
kann dadurch erreicht werden, dass der enzymatische Test zu einem Biosensor ausgebaut
wird, der in eine Flieldinjektionsanalyse (FIA) integriert werden kann (ndhere Informationen
zur Thematik der FIA-Technologie und zu Biosensoren finden sich in Kapitel 6.1.1). Solche
FIA-Verfahren zur Sulfitanalytik sind in der Literatur for den Forschungseinsatz bereits
mehrfach beschrieben worden [159, 160, 161, 162, 163, 164]. Neben dem Einsatz in der
Lebensmittelkontrolle wurden diese Systeme auch zur Umweltiiberwachung (Wasser- und
Abwasseranalytik) entwickelt [165]. Die Kopplung von HPLC und einem Biosensor auf Basis
immobilisierter Sulfitoxidase mit elektrochemischer Detektion wurde bei der Fa. Trace
Biotech AG, Braunschweig, fur die effektive Qualitéts- und Prozesskontrolle entwickelt.
Potentielles Einsatzgebiet dieses Verfahrens ist die Bierproduktion. Zur Zeit schreibt der
Gesetzgeber fur die Lebensmittelanaytik alerdings die aufwendigeren und komplizierteren
DIN-Verfahren vor, so dass Biosensorsysteme zur Bestimmung des Sulfitgehaltes in diesem
Bereich nur as zusdtzliche Analysensysteme eingesetzt werden durfen, obwohl sie in der
Spezifitét den Verfahren Uber die Titration von Schwefelsdure deutlich im Vortell liegen.

Neben dem Einsatz in der Lebensmitteltechnologie ergeben sich aber noch weltere
Einsatzgebiete eines Sulfitbiosensors. So konnte er im klinischen Bereich zur Diagnostik
eines Sulfitoxidasemangels eingesetzt werden. Bei Patienten, die unter einem SOD-Mangel
leiden, sind erhohte Sulfitkonzentrationen im Urin nachzuweisen [166]. Voraussetzung fur
einen solchen Biosensor ist die Verflgbarkeit einer selektiven und méglichst stabilen
Sulfitoxidase. Aus diesem Grund wird im Folgenden die Gewinnung einer hoch aktiven
marinen Sulfitoxidase aus dem Bakterium Sulfitobacter pontiacus beschrieben.
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4.4.3.2 Optimierung der Kultivierung von Sulfitobacter pontiacus

Wie weiter oben bereits angesprochen, sind aus der Literatur Daten bekannt, unter denen
Sulfitobacter pontiacus im Labor kultiviert werden kann. Die Literaturdaten sind allerdings
nur in Hinblick auf die optimale Wachstumsrate und nicht hinsichtlich einer optimalen
Sulfitoxidaseaktivitdt hin ermittelt worden. In der hier vorgestellten Arbeit erfolgte die
Optimierung mit Fokus auf eine moglichst hohe Enzymaktivitét [167].

Sulfitobacter pontiacus ist ein Gram-negatives Bakterium, welches in einer Wassertiefe von
100-140 m an der H,S-O,-Grenzschicht im 6stlichen Teil der Schwarzen Meeres isoliert
worden ist. Sulfitobacter pontiacus ist strikt heterotroph und ist somit nicht in der Lage
autotroph auf Hy, Thiosulfat oder Sulfit zu wachsen. Der Mikroorganismus ist auf Sauerstoff
angewiesen und bendtigt Kochsalz fur sein Wachstum. Die NaCl-Konzentration kann dabel
im Bereich von 5—80 g/l liegen. Ein Optimum findet sich bel 20 — 25 g/I. Der Stamm wéchst
bei Temperaturen von 4 — 35°C und pH-Werten von 6,5 bis 8,5. In den beschriebenen
Untersuchungen wurde festgestellt, dass Sulfitobacter pontiacus in Acetat limitierten
Kultivierungen extrem hohe Sulfitkonzentrationen bis zu 63 mmol/l toleriert. Wurde dieses
Sulfit im Medium katalytisch zersetzt, so erfolgte eine Abnahme der Biomassekonzentration.
Daraus lasst sich schliefien, dass der Stamm durch die Umsetzung von Sulfit zu Sulfat
Energie gewinnt.

Als Grundlage fur die nun durchgefihrten Untersuchungen diente das Medium Marine
Broth 2216. Die Arbeiten fokussierten dabei insbesondere auf:

* den Einflussvon EDTA,

e den Einfluss der Acetatkonzentration als C-Quelle,
» die Auswirkungen von Natriumthiosulfat,

» den Einfluss von HEPES a's Puffersystem und

* den Einfluss der Temperatur und der Sauerstoffversorgung.
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Wie bereits bei der Optimierung des Stammes Paracoccus seriniphilia wurde en
Qualitétskriterium zur Bewertung der Einflisse festgelegt. In diesem Fall ist es das Produkt
aus Biomasse und enzymatischer Aktivitdt. Die Optimierung ist dahergehend as
Maximierung dieses Qualitétskriteriums anzusehen.

4.4.3.3 Verwendung immobilisierter Substrate

Optimierungen von Kultivierungen mariner Mikroorganismen erfolgen in den ersten
Schritten, wie bei alen anderen Kultivierungen auch, Uber Schittelkolbenkulturen. Will man
Parameter wie pH-Wert, Temperatur oder Medieneinfllisse studieren, so ist dieses sicherlich
die einfachste Methode. Problematisch bei der Verwendung dieser Technologie ist aber die
Kontrolle und insbesondere die Regelung kritischer Parameter. Zwar gibt es Ansétze bereits
in der Optimierungsphase regelnd einzugreifen [168], diese sind aber apparativ sehr
aufwendig und noch nicht weit verbreitet. Soll oder darf eine Substanz nur in einem
bestimmten Konzentrationsbereich vorliegen, so ergibt sich be  Kultivierungen im
Schittelkolben nur die Méglichkeit zu Beginn der Kultivierung eine maximale Konzentration
einzustellen. Wird die Substanz im Verlaufe der Kultivierung verstoffwechselt, so sind deren
Auswirkungen auf Biomasse oder enzymatischer Aktivitdt nur eingeschréankt gultig.
Interessant sind in der Regel Ergebnisse, die sich bei einer konstanten Konzentration eines
Substrates ergeben (Fed-Batch oder Konti-Kulturen). Im Falle des Sulfitobacter pontiacus
beziehen sich diese Uberlegungen auf das Sulfit. Es ist bekannt, dass das Enzym SOD nur in
Anwesendheit von Sulfit experimiert wird, daher muss dieses im Medium zugegen sein. Sulfit
wirkt aber auch auf dem Stamm toxisch, so dass zu Beginn der Kultivierung keine zu hohen
Konzentrationen eingestellt werden dirfen. Bei Kultivierungen im Reaktor kann dieses durch
eine Fed-Batch-Technik redisiert werden, die aber in ener Optimierungsphase im
Schittelkolben  nicht  oder nur  sehr  umsténdlich moglich ist. Fihrt man die
Schittelkolbenkultivierungen aber bei sehr niedrigen, fur das Bakterium nicht toxischen,
Konzentrationen an Sulfit durch, so ist die zu erzielende Ausbeute an Enzym zu gering.
Optimal wére daher ein konstanter Level an freien Sulfit Gber den gesamten Zeitraum der
Kultivierung. Readlisert wurde dieses durch die Verwendung von ,immobilisiertem
Sulfit* [169].
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Sulfite bilden mit vielen Metallen schwer |6sliche Salze. Verwendet man eines dieser
schwerldslichen Salze, so stellt sich Uber das entsprechende Loslichkeitsprodukt im Kolben
eine Konzentration an freiem Sulfit ein. Diese Konzentration sollte Uber den gesamten
Zeitraum der Kultivierung konstant sein, sofern das Salz im Uberschuss eingesetzt wurde und
nicht vollstdndig durch die Verstoffwechselung in Ldsung geht. Zum einen kann dem
Kulturmedium auf diesem Wege kontinuierlich Sulfit zugefiihrt werden. Zum anderen ist die
Sulfitzufuhr dabei reproduzierbarer, as bel der sporadischen Zugabe von sulfithaltiger
Losung. Bei der Wahl der zu immobilisierenden Sulfitspezies mussen zwei Faktoren
berticksichtigt werden: Die durch das Loslichkeitsprodukt zu erwartende Sulfitkonzentration
darf nicht zu hoch sein, damit es zu keiner Wachstumshemmung kommt. Aufl3erdem muss die
biologische Vertraglichkeit des Gegenkations berlicksichtigt werden. Im vorliegenden Fall
bietet sich daher die Verwendung von Calciumsulfid an. Mit einem Loslichkeitsprodukt von
6,8 x 10° mol¥/I*> erméglicht es einen Sulfitlevel im millimolaren Bereich. Die freie
Sulfitkonzentration ist dabei vom pH-Wert, von der Temperatur und der Zusammensetzung
des Kulturmediums abhangig.

Problematisch wére der direkte Einsatz des Salzes im Medium. Dieses wurde zu starken
Trubungen fuhren, welches die Bestimmung der optischen Dichte und somit der Biomasse
erschweren wuirden. Des weiteren muss berticksichtigt werden, dass fein verteiltes
Calciumsulfit schwer von den Zellen abzutrennen ist, was nachfol gende Aufreinigungsschritte
erschwert. Daher wurde das Salz nicht direkt in die Schittelkolben gegeben, sondern in
immobiliserter Form eingesetzt. Zur Matrixeinhillung wurde ein auf Polyvinylakohol
(PVA) basierendes Gel verwendet, welches von der Firma GeniaLab unter dem Namen
LentiKats” angeboten wird [170]. Zur Herstellung der Calciumsulfit enthaltenden LentiK ats”
wurde das Salz in wenig Wasser aufgeschlammt und in das zuvor durch Erhitzen verflissigte
PVA-Gel eingeriihrt. Zur Herstellung der LentiKats® wurde ein - ebenfalls von der Firma
Genial_ab angebotener - LentiKat” Printer verwendet. Dieser besitzt einen Druckkopf mit tiber
400 Aluminiumstiften, welche in das PVA-Gel eingetaucht werden und dabel eine von der
Eintauchtiefe abhéngende Menge Gel aufnehmen. Das Gel wird anschlief3end vom Druckkopf
auf Einmal-Petrischalen tibertragen und getrocknet. Im Falle der hier verwendeten LentiKats"
wurde eine vollstéandige Trocknung durch Stehenlassen an der Raumluft durchgeftihrt. Es
konnten auf diese Weise relativ einheitliche linsenférmige LentiK ats™ mit einem Durchmesser
von ca. 3 mm hergestellt werden. Zur Stabilisierung der Immobilisate wurde eine LentiKat"-

Stabilizer-Losung verwendet. Dabei handelt es sich um elne Elektrolytlésung. Die Gegenwart
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von Salzen beim Riickquellungsvorgang erhéht die Stabilitét der LentiKats™. Eine detaillierte
Beschreibung der Herstellung findet sich im Anhang unter Kapitel 8.11. In der Abbildung
4.4.16 sind die so hergestellten Calciumsulfit-LentiKats® dargestellt.

IXTEETFTT

Bl B2

ﬁq"

B3 | B4

A

Abb. 4.4.16: LentiKat®-Printer der Firma Genialab, Braunschweig (A) und Aufnahmen der
Calciumsulfit haltigen LentiKats® (B1-B4); in Aufnahme B4 sind deutlich die
in der Polyvinylalkohol immobiliserten Calciumsulfit-Kristalle zu

erkennen [169]

Dass mit diesem System eine konstante Sulfitkonzentration eingestellt werden kann, zeigt ein
einfaches Experiment. Hierzu wurde das immobilisierte Salz in einen Schiittelkolben
gegeben, der das reine Medium enthielt. Im Uberstand wurde anschlieRend die freie

Sulfitkonzentration iodometrisch bestimmt.
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Abb. 4.4.17. Verlauf der freien Sulfitkonzentration im Diffusionsexperiment gegen 50%iges
MB-Medium; 2 g Calciumsulfit-LentiKats” mit einem CaSO;-Gehalt von 34%

der Trockenmasse [169]

Um die Reproduzierbarkeit dieses Verfahrens zu belegen, wurden mehrfach unter
verschiedenen Bedingungen parallele Schittelkolbenkultivierungen von  Sulfitobacter
pontiacus durchgefihrt und der Verlauf der optischen Dichte bestimmt. In der Abbildung
4.4.18 ist beispielhaft dieser Verlauf fir eine Versuchsreihe wiedergegeben. Es l&sst sich aus
der Abbildung entnehmen, dass das Verfahren sehr gut reproduzierbare Ergebnisse liefert.
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Abb. 4.4.18: Reproduzierbarkeit der Kultivierung von Sulfitobacter pontiacus im
Schittelkolben unter Zusatz von immobilisierten Calciumsulfit; V=50 ml MB-
Medium + 2 g stabilisierte CaSOs-LentiKats®; T=26 °C; Animpfen nach 6 h
mit jeweils 10" Zellen je ml [169)]

Mit diesem Verfahren war es somit mdglich, in den Schittelkolben eine konstante freie
Sulfitkonzentration einzustellen. Zwar lag diese Konzentration mit 2,3 mmol/l zu niedrig, um
eine optimale Expression der Sulfitoxidase zu ermdglichen, alerdings konnte so der Einfluss
der oben genannten Parameter auf die zu erziedlende Aktivitdt unter reproduzierbaren
Bedingungen hinsichtlich der Sulfitkonzentration im Schittelkolbenversuch erfolgen. An
dieser Stelle soll exemplarisch noch auf die Optimierung der EDTA-Konzentration im
Medium eingegangen werden, da diese direkten Einfluss auf die freie Sulfitkonzentration

nimmt.

Ein Problem bei der Induktion der SOD-Expression Uber Sulfit liegt darin, dass das Sulfit
zum grof3em Teil durch chemische Oxidation verloren geht. Es ist bekannt, dass insbesondere
Ubergangsmetallionen (z. B. Cu®*) die Oxidation von Sulfit zu Sulfat katalysieren [171, 172].
Es ist moglich diese Umsetzung zu verhindern, indem man komplexierende Agenzien dem
Medium zusetzt. Im vorliegenden Fall wurde hierzu EDTA verwendet. Die Untersuchungen
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zeigten, dass mit steigender EDTA-Konzentration zwar die Ausbeute an Biomasse abnimmt,
die erzielte SOD-Aktivitat aber deutlich zunimmt. Die hdchste spezifische Aktivitét und den
hochsten Wert fur das weiter oben erlauterte Qualitatskriterium ergab sich bei einer EDTA-

Konzentration von 51.3 pmol/I.

Tab.4.4.8. Einflud der EDTA-Konzentration auf Zellwachstum und spezifische

Enzymaktivitét [167]
EDTA Generationszeit Biomasse spez. Spezifitat | Qualitéts
[umol/1] [h] [g/l] [U/mggTm] Kriterium
0 8.1 0.496 | (100%)| 6.0 | (88%) 2.98
17.1 8.9 0490 | 99%) | 6.2 | (91%) 3.04
34.2 8.2 0.490 | (99%) 58 | (86%) 2.84
51.3 7.3 0.484 | (98%) 6.8 | (100%) 3.29

Aufféalig ist die verkirzte Generationszeit bei steigender EDTA-Konzentration. Im Vergleich
zur Kultivierung ohne komplexierendes Agens ist die Generationszeit beim Zusatz von
51,3 umol/l EDTA um 10 % verkirzt. Eine mdgliche Erklérung wére die Stabilisierung von
Eisenionen und somit eine verbesserte Bioverflgbarkeit dieses Spurenelementes fir
Sulfitobacter pontiacus. Solche Effekte sind in der Literatur neben EDTA auch fir
Zitronensaure beschrieben worden [173]. Alle weiteren Experimente wurden daher in der
Anwesendheit von EDTA durchgeftihrt. Im Laufe der Optimierungsarbeiten wurden folgende
Parameter ermittelt, bei denen das hochste Qualitétskriterium erzielten werden konnte:

e pH73 e Acetat 20 mmol/I

. Beliiftung 0,4 VVM « EDTA 51,3 pmol/l
 600rpm *  50%iges MB-Medium
* HEPES 50 mmol/l * NaCl 22¢g/l

Ein deutliches Temperaturoptimum wurde des weiteren bei 26°C festgestellt. Auf die Zugabe
von anderen Schwefelverbindungen, die as Zwischenstufen in der biologischen
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Schwefel oxidation auftreten, wie beispielsweise Thiosulfat sollte verzichtet werden, da dieses
sich negativ auf die Sulfitoxidaseaktivitat auswirkt [167].

4.4.3.4 Aufarbeitung der Sulfitoxidase

Am Beispiel der L-Serindehydratase ist bereits auf verschiedene Strategien zur Aufreinigung
von Enzymen eingegangen worden. Bel der Aufreinigung der Sulfitoxidase sollte Uber einen
lonenaustauscherschritt nach dem Zellaufschluss eine maglichst hoch aufgereinigte SOD-
Fraktion erhalten werden. Schnelle und effiziente ionenchromatographische Verfahren sind
auf der Basis von lonenaustauscheradsorbern mdéglich. Auf diese Systeme und deren
Funktionsprinzip wird im Detail in Kapitel 5.3.2.1 bei der Aufreinigung von Molkeproteinen
eingegangen, daher soll hier nur kurz das Funktionsprinzip vorgestellt werden.

Die eingesetzten Membranadsorber stammen von der Firma Sartorius AG, Gottingen. Die
Steigerung der Effizienz der Auftrennung durch maximalen Durchsatz ist die Grundidee bei
der Verwendung von modifizierten, makroporésen Membranen als stationédre Matrix in der
Flissigchromatographie. Makropordse Membranen kdnnen durch chemische Modifizierung
verschiedenste  Funktionalitéten  erhalten. Im  vorliegenden  Fall werden
Kationenaustauschermembrane verwendet, die stark saure Tauschergruppen (Sulfonsdure)
tragen (Sartobind S; Abb. 4.4.19).

Abb. 4.4.19: Sartobind S Module fur den Labormaldstab (Aufnahme: Sartorius AG,
Gottingen)
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Durch geeignete Wahl des pH-Wertes kdnnen an diesen Membranen positiv geladene
Proteine adsorbiert und Uber einen Salzgradienten wieder eluiert werden. Neutrale und
negativ geladene Molekille passieren hingegen die Membranen ohne Wechselwirkungen und
werden so abgetrennt. Bei der Aufreinigung der Sulfitoxidase wurden die Zellen per
Ultraschall aufgeschlossen und die Zellrlickstande mittels Ultrazentrifugation abgetrennt. Der
Uberstand wurde mittels Sartobind S-Membranadsorbern weiter aufgereinigt (Abb. 4.4.20).
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Abb. 4.4.20: Aufreinigung der Sulfitoxidase mittels Kationenmenbranaustauscher;
Bedingungen: pH 4,6; Puffer A: 20 mM Acetat; Puffer B: 20 mM Acetat +
0.2 M NaCl ; Gradient 0-5 min Puffer A; 5-20 min 0-20% Puffer B; 20-60 min
20-35% Puffer B; 60-70 min 35-100% Puffer B; 70-80 min Puffer B [174]

Wie aus der obigen Abbildung zu entnehmen ist, wird Uber diesen Aufarbeitungsschritt

bereits eine hoch aufgereinigte SOD-Fraktion erzielt. Eine weitere Aufreinigung erfolgte

durch eine Ultrafiltration bei 30 kDa (Verwendung von Zentrifugenfiltern). In der Abbildung

4421 it eine SDSPAGE-Gelelektrophorese der verschiedenen Aufreinigungsstufen

wiedergegeben.
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Abb. 4.4.21. SDS-PAGE-Gelelektrophorese von verschiedenen Stufen der SOD-
Aufreinigung; Bahnen 1 u. 6: Molekulargewichtsstandard; Bahn 2 und 4: SOD-
Fraktion nach Kationenaustausch und 30 kDa Ultrafiltration; Bahn 3:
Zelaufschlul3, Bahn 5: Fraktion nach Kationenaustausch [174]

Nach Zelaufschluss, Kationenaustausch und Ultrefiltration kann eine hochaufgereinigte
Sulfitoxidase gewonnen werden, die nach Lyophiliserung gekuhlt gelagert werden kann.
Einige Parameter des so aufgereinigten Enzyms sind in der Tabelle 4.4.9 im Vergleich mit
Sulfitoxidasen anderer Herkunft aufgelistet.

Tab. 4.4.9:  Eigenschaften der Sulfitoxidase aus Sulfitobacter pontiacus im Vergleich mit
SODs anderer Herkunft [174]
Sulfitobacter Huhnerleber Rinderleber
pontiacus

Molekulargewicht [kDa] 45 110 83
Spezifische Aktivitat [U/mgerotein] 460 21,8 40

Topt 33 25 -

PHopt 75 8,5 8,6
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Durch den Einsatz der Membranadsorber konnte ein effizientes und vor allem schnelles
Aufreinigungssystem fir die Sulfitoxidase aus Sulfitobacter pontiacus etabliert werden. Wie
die Ergebnisse in Tabelle 4.4.9 zeigen, liegt mit diesem Enzym eine SOD vor, die Uber eine
deutlich héhere spezifische Aktivitét verfigt, als die bisher aus Saugetieren zu kommerziellen
Zwecken isolierten. Die Aktivitét liegt im Vergleich zu SOD aus Rinderleber um den Faktor
11,5 und bel Hihnerleber sogar um den Faktor 21 hoher. Dieses kann darin begriindet
werden, dass Saugetiere das Enzym lediglich zu Entgiftung bzw. zur Umsetzung
schwefelhaltiger Aminosauren einsetzen, Sulfitobacter pontiacus hingegen tber die Oxidation
von Sulfit zu Sulfat den Energiestoffwechsel aufrecht erhalten kann.

In weiterfihrenden Arbeiten konnte die Sulfitoxidase zum Aufbau eines Biosensorsystems
zur Messung von Sulfit in Wein herangezogen werden. Der schematische Aufbau eines
solchen Biosensors ist in der Abbildung 4.4.22 dargestellt. Auf das genaue Funktionsprinzip
von Biosensoren und deren Anwendung wird ausfuhrlich im Kapitel 6.1.2 berichtet, auf das

an dieser Stelle verwiesen sai.

Amperometrische

Sauersoffelektrode

Enzym Versarker Datenauswertung

Sulfit

Sulfat

Sulfit- Messung des

_ O,-Verbrauches
oxidase

Abb. 4.4.22:  Aufbau eines Biosensors zur Messung von Sulfit in Wein

Bel dem Biosensor wird die In-Vitro-Reaktion der Sulfitoxidase ausgenutzt. Wahrend in vivo
Cyctochrom C als Elektronenakzeptor fungiert, Gbernimmt in vitro Sauerstoff diese Funktion.
Daher kommt es bel einer Umsetzung von Sulfit zu Sulfat durch Sulfitoxidase zu einer
Verringerung der Geldstgaskonzentration von Sauerstoff. Diese Abnahme kann durch eine
Sauerstoffel ektrode registriert werden und mit der Sulfitkonzentration in Korrelation gebracht
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werden. Zum Aufbau eines Biosensors muss das Enzym in geeigneter Weise immobilisiert
werden, damit eine Kopplung mit dem Transducer (Sauerstoffelektrode) erfolgen kann. Im
vorliegenden Fall wurde Sulfitoxidase daher auf verschiedenen Tragermaterialien
immobilisiert und in eéinem Durchflussreaktor in ein Fliefdinjektionsana ysensystem integriert
(zur  Flieinjektionsanalyse s.  Kap. 6.1.1). Den Einfluss verschiedener
Immobilisationstechniken zeigt die Abbildung 4.4.23.
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sulfit [g/]

Abb. 4.4.23. Kalibration des SOD-Biosensorsin Weil3wein; Vergle ch verschiedener

Immobilisationsverfahren; Standardzusatzverfahren; 25°C; V = 0,3 ml/min
Durch die Verwendung von cyanbromidaktivierter Sepharose lasst sich die hdchste
Sensitivitét im Biosensorsystem erreichen. Messungen im relevanten Bereich von 100 bis
250 mg/l Sulfit kdnnen mit diesem System in Weinen reaisiert werden. Eine weitere
Optimierung des Sensorsystemsist zur Zeit aber noch nicht erfolgt.

444  Haloperoxidasen und Halogenasen

Zentrale Schlusselrollen in der chemischen Industrie aber auch in der Pharmazie nehmen
halogenierte Verbindungen ein. Deren Produktion mittels Chlor oder Brom ist in der Regel
sehr aufwendig und Okologisch bedenklich bzw. erfordern zur Einhaltung der gesetzlichen
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Bestimmungen reichhaltige ,, End-of-Pipe-Techniken* im Umweltschutzsektor. Des Weiteren
sind vielféatige Malinahmen im Bereich der Arbeitssicherheit zu treffen. Hauptproblem der
Halogenchemie ist die Produktion von unerwinschten und oftmals hochtoxischen
Nebenprodukten. Diese Nebenprodukte erschweren insbesondere im Fall von Stereoisomeren
die Aufarbeitung der Produkte im erheblichen Male. Ein besonderes Problem in der
Chlorchemie stellt die mogliche Bildung von polychlorierten Dioxinen dar [175]. Der Einsatz
halogenierender Enzymsysteme, welche die Halogenierung in wassriger Lésung tber Chlorid
oder Bromid vornehmen, wére hinsichtlich des Arbeitsschutzes und der Umweltgefahrdung
von grofem Nutzen, da die Gefahrstoffe Chlor und Brom aus der Produktionskette entfernt
werden konnten. Wéren die entsprechenden Enzyme weiterhin in der Lage, substrat- und
regiospezifisch zu agieren, so kénnte auch die Bildung von Nebenprodukten unterdriickt

werden.

Lange Zeit war man der Ansicht, dass halogenierte Stoffwechsel produkte in der Natur nicht
oder nur sehr selten vorkommen. Im Jahr 1960 kannte man gerade 29 halogenierte
Verbindungen, die aus Organismen isoliert worden waren [176]. Diese Zahl ist in den letzten
Jahren rasant angestiegen. Wurden Anfang der Neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts
zwischen 800 [177] und 1000 [178] Verbindungen in der Literatur beschrieben, so waren es
im Jahr 1996 bereits 2000 [179] und im Jahr 2001 Gber 3000 [180] beschriebene Strukturen.
Hierzu gehdrt z. B. die Verbindung Chlormethan, die wesentlich zum Halogenkreislauf
beitragt (ca 5 x 10° t/a weltweit) [181]. Interessanter sind digjenigen der halogenierten
Verbindungen, die eine pharmazeutische Anwendung ermdglichen. Hier sind insbesondere
cytotoxische oder antibiotische Verbindungen wie Pyrrolnitrin [182], Chloramphenicol [183],
Chlortetracyclin [184] oder Vancomycin [185] zu nennen. Treten chlorierte Verbindungen
sowohl bei terrestrischen as auch bel marinen Organismen vielfach auf, so finden sich
bromierte Verbindungen im gréfRerem Mal3e bel marinen Organismen (insbesondere bei
Invertebraten und Algen). Diesesist auf den in Bezug auf terrestrische Habitate relativ hohen
Gehalt dieses Halogenids im Meerwasser zuriickzufUhren. So findet sich im Meerwasser
durchschnittlich 1 mM Bromid. Bei den terrestrischen Organismen sind insbesondere Pilze al's
Produzenten chlorierter Verbindungen zu nennen. lodierte Verbindungen treten bedeutend
seltener auf, finden sich aber wiederum sowohl in terrestrischen als auch in marinen
Organismen. So ist z. B. das in Sdugetieren vorkommende Hormon Tyroxin eine iodierte
Verbindung [186]. Mit 3,5-Diiodotyrosin war es auch eine iodierte Verbindung, die 1896 von
Drechsel as erster Halometabolit beschrieben worden ist [180]. Fluorierte Verbindungen
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finden sich in der Natur auf3erst selten, obwohl die Bioverfugbarkeit von Fluorid héher ist as
die von lodid und Bromid. Beschrieben sind einige hoch toxische Verbindungen in Pflanzen
wie Fluoroacetat und Flurocitrat [179].

Die Biosynthesewege dieser Verbindungen sind bisher nur wenig aufgeklart, da sie oftmals
sehr kompliziert sind und Uber zahlreiche Zwischenstufen verlaufen [179]. Fur das Auftreten
halogenierter Verbindungen muissen aber natirlich entsprechende Enzymsysteme vorhanden
sein, die in der Lage sind, Halogenierungen vorzunehmen. Man kennt zur Zeit zwel grof3e

Gruppen solcher Enzyme, die entsprechende Reaktionen katal ysieren konnen:

» Haloperoxidasen und

» Haogenasen

Die erste Klasse ist seit ungeféhr 40 Jahren bekannt. Morris und Hagger isolierten 1966 aus
dem Pilz Caldariomyces fumago die erste Haloperoxidase [187]. Dieser Stamm produziert das
Antibiotikum Caldariomycin. Seit dieser Zeit sind diverse Haloperoxidasen beschrieben
worden, von denen viele marinen Ursprungs sind [188]. Darunter befinden sich Chloro-,
Bromo- und lodoperoxidasen. Die Haloperoxidasen kdnnen in drei verschiedene Unterklassen
eingeteilt werden, die die Haogenierung Uber unterschiedliche Reaktionsmechanismen
katalysieren [179, 180]:

e Ham-hdtige Enzyme, diese Enzyme enthalten as prosthetische Gruppe
Protoporphydrin  IX. Zur Halogenierung wird Wasserstoffperoxid und das
entsprechende Halogenid bendtigt, wobel hier die entsprechenden Substratspezifitéten
hinsichtlich des Halogenids auftreten kdnnen. Die eigentliche Halogenierung wird
dabei alerdings nicht vom Enzym, sondern von einem Intermediat der enzymatischen
Reaktion durchgefuhrt. Das Enzym (hier Chloroperoxidase; CPO-Fe) bindet Uber das
Eisen der Ham-Gruppe Sauerstoff aus dem Wasserstoffperoxid:

CPO-Fe+H,0, >  CPO-Fe=O+ H,0 (Gl. 4.4.1)

Dieser ,, Enzym-Substrat-Komplex“, der in der Literatur allgemein as ,,Compound I*
(CPO-Fe=0) bezeichnet wird, reagiert mit dem Halogenid zu einer enzymgebundenen
hypohal ogenierten Séaure (CPO-Fe-O-Hal):

99



Kapitel 4 - Marine Biotechnologie

CPO-Fe=O+Ha >  CPO-Fe-O-Ha Gl. 442

Dieser Komplex zerfdllt in einer anschlieffenden Reaktion unter sauren Bedingungen
in das Enzym und die hypohalogenierte Sdure. Diese ist letztendlich fur die

Hal ogenierung verantwortlich:

CPO-Fe-O-Hal +H* >  CPO-Fe+ HOHal (Gl. 4.4.3)
HOHal + A-H > A-Cl+H0 (Gl. 4.4.4)

* Vanadium-haltige Enzyme; Diese Enzyme enthalten gebundenes Vanadium im
aktiven Zentrum. Der Mechanismus ist dem in Gleichungen 4.4.1 bis 4.4.4
beschriebenen dhnlich. Auch hier bindet Wasserstoffperoxid im aktiven Zentrum und
unter Einlagerung des Halogenids kommt es zur sauren Abspaltung der
hypohal ogenierten Saure, die die Halogenierung durchfuhrt.

 Ham- und Metalionenunabhdngige Enzyme (Perhydrolasen); diese Gruppe von
Enzymen wurde in der Literatur zuerst zu den Haloperoxidasen gerechnet [179].
Neuere Untersuchungen haben aber gezeigt, dass es sich bel diesen Biokatalysatoren
um o/B-Hydrolasen handelt, die in Gegenwart von kurzkettigen Carbonséuren und
Wasserstoffperoxid halogenierende Reaktionen katalysieren kénnen [189]. Das aktive
Zentrum ist aus einer katalytischen Triade aus Serin, Histidin und Aspartat aufgebaut,
an die beispielsweise Essigsaure binden kann. In Gegenwart von Wasserstoffperoxid
kommt es zu Bildung von Peroxoessigsdure unter Rickbildung des freien Enzyms.
Durch Reaktion der Peroxoessigsdure mit frelen Halogeniden wird wiederum die
entsprechende Hypohalogenierte Saure gebildet, die fur die letztendliche

Hal ogenierung verantwortlich zeichnet.

Diese drel Reaktionsmechanismen zeigen das grof3e Manko der Haloperoxidasen fir gezielte
biokatal ytische Synthesen auf. Dadurch, dass die eigentliche Halogenierung nicht am aktiven
Zentrum des Enzyms abléuft, sind die Halogenierungen wenig substrat- und regiospezifisch.
Dieses sind aber gerade die Anforderungen, die bel der Synthese von Pharmazeutika gestellt
werden missen. Auch in der chemischen Industrie liegt das Bestreben darin, Halogenierungen
ohne unerwiinschte Nebenprodukte durchzuftihren. Haloperoxidasen katalysieren aber neben
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der Halogenierung auch die Oxidation verschiedener Substrate. Haloperoxidasen kénnten
daher technisch nur in den Fallen eingesetzt werden, wo die Halogenierung durch weitere
Substituenten am Zielmolekl vorgegeben ist, oder wo die Produktion von mehreren
Sterecisomeren von Interesse ist und wenn unerwlnschte oxidative Nebenreaktionen

ausgeschlossen werden konnen.

Neben den Hal operoxidasen/Perhydrolasen gibt es eine weitere Gruppe von halogenierenden
Enzymen, die die Voraussetzung der Substratspezifitét und der Regioselektivitét erfillen.
Dieses sind die Halogenasen. Die erste Halogenase wurde 1995 von Dairi et .
beschrieben [190]. Die Halogenasen wurden durch molekularbiol ogische Untersuchungen zur
Entschlisselung der Biosynthesewege fir 7-Chlortetracyclin und Pyrrolnitrin entdeckt. Es
wurde festgestellt, dass die Pyrrolnitrinbiosynthese auch dann noch abléuft, wenn die bis
dahin bekannte Perhydrolase blockiert worden ist. Nach Klonierung und Sequenzierung des
Genclusters stellte man fest, dass die ermittelten Sequenzen mit keiner bekannten
Haloperoxidase oder Perhydrolase dbereinstimmten [191]. Auch bei Arbeiten mit
Dictyostelium wurden halogenierende Enzyme beschrieben, die eine bis dahin nicht bekannte
Substratspezifitéat aufzeigten. Weiterhin waren die entsprechenden zellfreien Extrakte in der
Lage, die Halogenierung auch in Abwesenheit von Wasserstoffperoxid durchzufihren [192].
Im Falle der Biosynthese von Pyrrolnitrin konnten van Pée et al. [180] zeigen, dass es sich um
mehrere Enzyme handelt, welche die Chlorierung vornehmen. Die erste Halogenase (PrnA)
chloriert die Ausgangsverbindung Tryptophan in Position 7; die zweite Halogenase (PrnC)
das gebildete Zwischenprodukt Monodechloroaminopyrrolnitrin in der Position 3 (s. Abb.
4.4.24).

Position 7

Cl

Cl
o | | |/Position3
T
NO»

Abb. 4.4.24. Strukturformel von Tryptophan und Chlorierungsstellen der Halogenasen aus

Pseudomonas fluorescens [nach 180]
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Es wurde festgestellt, dass die Enzyme fir ihre katalytische Aktivitét FADH, und Sauerstoff
bendtigen. In vivo wird dieses durch eine assoziierte Flavinreductase bereitgestellt. Bisher
wurden Tryptophan-6- und Tryptophan-7-Halogenasen und verschiedene Enzyme, die
Ahnlichkeiten zur Monodechloroaminopyrrolnitrin-3-Halogenasen aufweisen, identifiziert.
Die Enzyme setzen neben Tryptophan auch andere Substrate wie z. B. methylierte Indole oder
Tryptamine um. Durch Vorgabe der Substituenten am Substrat kann die Position der
Halogenierung beeinflusst werden [193]. Uber Halogenasen konnten — somit
Biotransformationen aufgebaut werden, mit deren Hilfe regioselektive In-Vitro-
Halogenierungen durchgeftihrt werden konnten. Ein Ziel konnte dabei die Produktion von
derivatisierten Tryptophanen sein, die fir verschiedenste Indikationen eingesetzt werden
(z. B. ds Schlafmittel, Antidepressiva). Denkbar wére die Umsetzung von Tryptophan zu 5-
Bromtryptophan mittels einer Tryptophan-5-Halogenase (die bisher noch nicht beschriebenen
worden ist) zur Gewinnung von 5-Hydroxytryptophan (Oxitriptan) und dessen weltere
enzymatische Decarboxylierung zu 5-Hydroxytryptamin. Eine solche zur Zeit noch
hypothetische  Biotransformationskaskade zur Herstellung von 5-Hydroxytryptamin
(Serotonin) ist in der folgenden Abbildung dargestellt.

NH H,
G .l
HO.
. + cooH (Kap. 6.3.1) COOH
N
H, B H,
Tryptophan-5-Halogenase , r
COOH FADH,/ Br COOH
N N

NH,

HO. HO.
o > COOH Tryptophan- > WNW
decarboxylase N

(EC 4.1.1.28)

Abb. 4.4.25. Hypothetische In-Vitro-Biotransformationskaskade zur Herstellung von
Serotonin; Schritt 1: Herstellung von Tryptophan aus Indol und Serin; Schritt
2. Regioselektive Bromierung von Tryptophan; Schritt 3. chemisches
Einfthren der Hydroxygruppe; Schritt 4: enzymatische Decarboxylierung
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Serotonin wirkt im menschlichen Korper schmerzstillend und entziindungshemmend. 5-
Hydroxytryptophan (Oxitriptan) ist ein sehr gut wirksames Antidepressvum. In
pharmazeutischen Prégparaten zur Behandlung von Depressionen missen Serotonin-Vorlaufer
eingesetzt werden, da Serotonin selbst nicht aktiv transportiert wird und so die Blut-Hirn-
Schranke nicht passieren kann. Die SchlUsselrolle in der beschriebenen Biotransformation
kdme der Tryptophan-5-Halogenase zu, da Uber sie durch einfache Reaktionen weitere
Derivate wie beispielsweise das Hydroxid zuganglich wéaren. Der Einsatz von entsprechenden
chemisch hergestellten Indolderivaten zur direkten Herstellung von Brom- oder
Hydroxytryptophanen ist mdglich, da diese Derivate von der verwendeten
Tryptophansynthase ebenfalls umgesetzt werden. lhr Einsatz ist aber sowohl ¢konomisch
(Bromindol kostet auf dem Weltmarkt soviel wie das Produkt 5-Bromtryptophan) als auch
Okologisch (Halogenchemie) nicht sinnvoll.

Halometabolite, die vom Tryptophan abgeleitet sind und deren Anwesenheit auf die
Biosysnthese von Pyrrolnitrin und somit auf regioselektive Halogenasen hinweisen, sind bei
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas chlororaphis, Serratia sp., Pantoea agglomerans,
Burkholderia pyrrocinia, Burkholderia cepacia, Myxocoocus fulvus und Cystobacter
ferrugineus gefunden worden. Einige, der von der DSMZ isolierten Stéamme von den eingangs
beschriebenen Isolaten der Bryozoen (Kap. 4.2.1), konnten der Gattung Serratia sp.
zugeordnet werden. Ebenfalls vertreten sind Pseudomonas sp. Aus diesem Grund laufen an
der DSMZ Untersuchungen im Rahmen des Niederséchsischen Verbundprojektes mit stark
degenerierten Primern der Gene fir die Halogenasen PrnA und PrnC. Mit Hilfe dieser Primer
sollen weitere, neue Halogenasen in marinen Stammen identifiziert werden. Es konnte mit
MBT12 bisher ein Isolat identifiziert werden, welches ein Gen tragt, dass eine Homologie von
knapp 90 % des Genclusters aus Pseudomonas fluorescens aufweist [194]. Das Isolat ist
bisher noch nicht phylogentisch charakterisiert worden. Es wird z. Z. davon ausgegangen,
dass esin die Gattungen Serratia oder Yersinia eingeordnet werden kann.

Um eine biotechnologische Alternative zur chemischen Halogenierung aufbauen zu kénnen,
mussen die entsprechenden Enzyme in ausreichender Menge und mit hinreichend grof3er
Stabilitdét zur Verfigung gestellt werden. Da die Halogenasen Enzymsysteme im
Sekundarmetabolismus sind und somit nur in sehr geringen Malie expremiert werden, finden
sich die Metabolite ebenfalls nur in sehr geringen Konzentrationen, was ein entsprechendes

chemisches Screening erschwert. Daher ist, auch in Hinblick auf eine kommerzielle Nutzung
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solcher Systeme, die Klonierung der fur die Bildung der Halogenasen notwendigen
Gencluster in schnell wachsende Produktionsstamme (z. B. E. coli) notwendig. Neben dem
Screening von Wildstémmen muss auch fir die Untersuchung dieser Klone ein schnelles und
effizientes Screeningsystem zur Verfigung stehen. Dieses sollte mdglichst on line eingesetzt
werden kdnnen, um einen hohen Automationsgrad und somit einen hohen Probendurchsatz zu
ermoglichen. Im Folgenden werden Screeningverfahren vorgestellt, die in der Lage sind,
sowohl Stoffwechsel produkte von Hal ogenasen al's auch Haloperoxidasen zu detektieren.

4.4.4.1 Screeningverfahren fir Haloperoxidasen und Halogenasen

In frilhen Arbeiten Uber Haloperoxidasen wurde *Cl as Marker verwendet und die
entsprechenden Metabolite detektiert. Schnell setzten sich aber photometrische Assays durch,
die die Anderung der Absorptionseigenschaften von Molekillen nach Einfuhren eines
Halogenatoms ausnutzen. Der Standardassay beruht auf der Haogenierung von
Monochlordimedon [188]. Die Abnahme der Enol-Form des Monochlordimedon wird bei

diesem Test bel A = 290 nm gemessen und ist proportional zur Aktivitéat der Haloperoxidase.

¢ oL X
o] OH ) o] o
Hal operoxidase

+X "+ H0, + H' > 2HO+

Abb. 4.4.26: Haogenierung von Monochlordimedon durch Haloperoxidasen;, der
spektroskopische Nachweis erfolgt bei 290 nm [188]

Die Verbindung Monochlordimedon wurde gewshlt, da sie strukturelle Ahnlichkeiten zu
Intermediaten der Biosynthese von Caldariomycin besitzt. Da mittlerweile bekannt ist, dass
die Halogenierung durch die hypohalogenierten Sauren ausgel6st wird (s. 0.), kénnen auch
andere Substanzen ausgewahlt werden, die durch dieses Agens halogeniert und photometrisch
detektiert werden konnen.

Eine fUr das Enzymscreening eingesetzte Methode sollte die Bedingungen erfullen, dass sie
schnell ist und das gleichzeitige Screening vieler Proben ermoglicht. Erflllt werden diese

Bedingungen durch das Kultivieren von Mikroorganismen auf 96er Mikrotiterplatten unter
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Einsatz ausgewéhlter Kulturmedien. Dieses Verfahren bietet aulRerdem die Maglichkeit,
gleichzeitig mehrere Referenzkultivierungen durchzufihren. Optimierungen kénnen so auf
einffache Weise durchgefuihrt werden [129]. Zur Erhaltung der Sterilitdt konnen die
Mikrotiterplatten mit Glasplatten abgedeckt werden, die eine Wachstumskontrolle durch
Messung der optischen Dichte mit Hilfe entsprechender Photometer bel A = 560 oder 620 nm
und den Haloperoxidasenachweis bei A =290 nm ermdglichen. Diese Glasplatten sind bei
Kultivierungen Uber einen Zeitraum von langer als einem Tag notwendig, um ein Verdampfen
groRerer Mengen an Wasser aus dem Medium zu verhindern. Trotz des begrenzten
Sauerstoffangebotes aufgrund des geringen Gasraumes Uber den Medien sind, abhéngig vom

Mikroorganismus, Kultivierungen bis zum Ende der exponentiellen Phase moglich.

= Kultivierung 1
e Kultivierung 2

Kultivierung 3
v Kultivierung 4 -

0 5 10 15 20 25
Zeit [h]

Abb. 4.4.27. Reproduzierbarkeit der Kultivierung des Isolates FI5 von Flustra foliacea auf
Mikrotiterplatten; Medium: MB 50, angeimpft mit 10° Zellen/ml; Volumen:
200 pl; 900 rpm; 37°C (Schittlertemperatur: 40°C) [129]

Im Verlaufe der Arbeiten wurde zur Optimierung der Screningverfahren untersucht, inwieweit
man mit Hilfe der 2D-F uoreszenzspektroskopie Screening-Systeme fir Hal operoxidasen und
Halogenasen etablieren konnte. Eine Verwendung dieser Technologie bote die folgenden
Vorteile:

e Tribung des Mediums durch die Mikroorganismen stort weniger as bel anderen

photometrischen Messverfahren
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* Neben Informationen Uber die Enzymsysteme konnten weitere physiologische
Parameter wie Wachstumsrate; Zellaktivitét etc. ermittelt werden

» Verschiedene Substrate mit unterschiedlichen Fluoreszenzmaxima konnten parallel in
einer Probe getestet werden.

Als Modellversuch wurde die Umsetzung von Phenolrot zu Bromphenolblau gewahit. Es ist
aus der Literatur bekannt, das Haloperoxidasen aus Caldariomyces fumago diese Umsetzung
katalysieren [188].

O
\Y%

O O
\// o
Haloperoxidase
Br Br
OH OH

Abb. 4.4.28: Umsetzung von Phenolrot zu Bromphenolblau mittels Hal operoxidasen

Da Phenolrot und Bromphenolblau unterschiedliche Fluoreszenzmaxima aufweisen
(Phenolrot: Ex360nm:Em530nm bzw. Bromphenolblau: Ex583nm:Em615nm) und die
Fluoreszenzintensitdt im Bereich von pH =5-10 nahezu konstant ist, sind mit diesem
System auch quantitative Untersuchungen maoglich. Erfolgreiche Tests dieses Systems

konnten bei Kultivierungen von Caldariomyces fumago durchgeftihrt werden.
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Abb. 4.4.29: 2D-Fuoreszenzspektrum Phenolrot-L 6sung (links) und einer

Bromphenolldsung (rechts); Konzentration jeweils 1ppm

106



Kapitel 4 - Marine Biotechnologie

Fir das Screening nach Haogenasen wurde ein Test auf Basis der 2D-
Fluoreszenzspektroskopie entwickelt, welcher spezifisch die Suche nach bromierten
Tryptophanen ermoglicht. Diese Verbindungen wurden ausgewdhlt, da gerade bromierte
Tryptophane Hinweise auf pharmazeutisch interessante Sekundarmetabolite geben konnen.
Zum Aufbau des Testsystems wurden 2D-Fluoreszenzspektren von Tryptophan, 5-
Bromtryptophan und 7-Bromtryptophan aufgenommen. Da 7-Bromtryptophan kommerziell
nicht erhdltlich war, wurde es tGber die Umsetzung von 7-Bromindol und L-Serin mittels der
in Kapitel 6.3 beschriebenen Tryptophansynthase hergestelit.

500

450 I 3325 -- 380.0

285.0 - 3325

400 2375 - 285.0

g 190.0 -- 237.5

g 3% 1425 -- 190.0
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'L% 300 [ 47.50 - 95.00
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200
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Emission [nm]

Abb. 4.4.30: 2D-Fluoreszenzspektrum von Tryptophan

Exization [nm]
Exization [nm]

300 350 400
Emission [nm] Emission [nm]

Abb. 4.4.31: 2D-Fuoreszenzspektrum von 5-Bromtryptophan (links) und 7-Brom-
tryptophan (rechts)

Wie aus den Abbildungen 4.4.30 und 4.4.31 zu erkennen ist, weisen die Substanzen jewells

eigene Fluoreszenzmaxima auf, die eine spezifische Detektion der drei Verbindungen
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ermoglicht. FUr Tryptophan wurde das Fluoreszenzmaximum bel Ex280nm:Em350nm, fir 5-
Bromtryptophan bei Ex310nm:Em340nm und fir 7-Bromtryptophan bei Ex280nm:Em340nm
ermittelt. Zwar liegen diese Maxima alle sehr dicht beieinander, durch die Bildung von
Differenzspektren sollten aber die Konzentrationen der Tryptophanderivate bestimmt werden
kénnen. Um dieses zu testen, wurde das 2D-Fluoreszenzspektrum eines Gemisches aus
Tryptophan, 5- und 7-Bromtryptophan aufgenommen (Abb. 4.4.32).
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Abb. 4.4.32: 2D-Fluoreszenzspektrum eines Gemisches aus Tryptophan, 5- und 7-
Bromtryptophan

Von diesem Spektrum wurde nun das Spektrum des reinen Tryptophan abgezogen. Das
Ergebnis zeigt die Abbildung 4.4.33. Es wird deutlich, dass mit Hilfe dieses Verfahrens auch
die, durch die starke Tryptophanfluoreszenz Uberdeckten, Fluoreszenzen der Bromderivate
detektiert werden konnen. Insbesondere das zum Auffinden einer méglichen Tryptophan-5-
Halogenase (s. Abb. 4.4.25) wichtige 5-Bromtryptophan kann sehr gut nachgewiesen werden.
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Abb. 4.4.33. Differenzspektrum gebildet aus dem Spektrum des Gemisches Tryptophan, 5-
und 7-Bromtryptophan abzlglich des Spektrum von reinem Tryptophan

Durch Einsatz der 2D-Fluoreszenzspektroskopie kann somit in Verbindung der Kultivierung
und des Aktivitétstestes in Mikrotiterplatten ein Screeningverfahren zur Verfligung gestellt
werden, welches einen hohen Durchsatz von Proben ermoglicht. Im Gegensatz zu
Screeningverfahren, die Stoffwechselprodukte der Halogenasen tiber HPLC-Methoden oder
direkt die Halogenase codierenden Gene nachweisen (PCR), kommt dieses Verfahren ohne
eine weitere Probenvorbehandlung aus.

4.5 Fazit zur marinen Biotechnologie

Obwohl das Leben auf der Erde seinen Ursprung im Meer hat, konzentrierte sich die
Erforschung der Biosphére lange Zeit fast ausschliefdich auf terrestrische Habitate. Aus
diesem Grund sind auch heutzutage noch die meisten Arzneimittelwirkstoffe terrestrischen
Ursprungs. Erst in den spdten sechziger Jahren wurde bel der Suche nach neuen
pharmazeutisch wirksamen Metaboliten eine neue Richtung eingeschlagen und die
Erforschung der Biosphdre weitete sich zunehmend auf Pflanzen und Tiere marinen
Ursprungs aus. Vor dem Hintergrund zunehmender Resistenzentwicklungen bestimmter
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Krankheitserreger und angesichts des Mangels an geeigneten Wirkstoffen zur Bekdmpfung
diverser Krankheiten, kann es sich heute keines der grof3en Pharmaunternehmen mehr leisten
auf die Erforschung mariner Habitate zu verzichten. Wahrend sich die Erforschung des
Lebensraumes Meer anfangs hauptsachlich auf tropische Gewasser konzentrierte, werden
mittlerweile auch geméaldigte Zonen und sogar die Polarregionen intensiv untersucht.
Mittlerweile sind eine Vielzahl pharmazeutisch relevanter Verbindungen aus marinen
Mikroorganismen in der Literatur beschrieben worden (Kap. 4.1). Es zeigt sich deutlich, dass
insbesondere im Bereich der cytotoxischen und antibiotischen Wirkpalette die Organismen
der Meere ein sehr grof3es Potential aufweisen. Aber nicht nur im Bereich der Gewinnung von
Pharmazeutika stellen marine Mikroorganismen ein lohnendes Forschungsziel dar. Anhand
von zwei Beispielen (L-Serindehydratase und Sulfitoxidase) konnte gezeigt werden, dass auch
die Aufarbeitung mariner Enzyme ein interessantes Forschungsgebiet darstellt, da diese z. B.
aufgrund ihrer hohen Aktivitdt fur Anwendungen in der Bioanalytik eingesetzt werden
kénnen. Dartber hinaus sind mit den halogenierenden Enzymsystemen in der Zukunft
Biotransformationen mdglich, die in Teilbereichen die Halogenchemie substituieren kénnten.
Zur Zeit wird in verstérktem Mal3e nach spezifischen Halogenasen gesucht. Mit Hilfe der hier
vorgestellten Screeningsssteme kann diese Suche effizienter gestaltet werden.

Durch das Kapite 4.3 sollte der Versuch unternommen werden, die Komplexitat der
Kultivierung mariner Mikroorgansimen zu verdeutlichen. Es gibt kein , Patentrezept”,
welches bel marinen Stdmmen garantiert zum erwinschten Erfolg fuhrt. Es missen daher
moglichst viele und effiziente Tools zur Uberwachung und Regelung dieser Prozesse
entwickelt werden, damit die optimalen Parameter fUr einen bestimmten Stamm schnell
ermittelt werden konnen. Neben analytischen Tools, wie der 2D-Fluoreszenzspektroskopie
(Kap. 4.3.2), gehdren dazu auch Kultivierungstechniken, die durch eine Vielzahl parallel
gefihrter Versuche ein schnelles Auffinden des Optimums erméglichen (s. Kap. 4.4.4.1;
Kultivierung in Mikrotiterplatten, oder die Verwendung immobilisierter Substrate, Kap.
4.4.3.3). Zur Zeit wird an einem System gearbeitet, welches durch , Repeated-Fed-Batch-
Kultivierungen® und dem Einsatz genetischer Algorithmen eine Kultivierungsoptimierung im
Bioreaktor ermdglicht [195]. Bel diesem Verfahren werden die Kultivierungsparameter nach
Einstellen einer konstanten Wachstumsrate verandert und diese Auswirkung mittels des
genetischen Algorithmus ausgewertet und einer neuer Satz Parameter ausgegeben. An
Modellsystemen (E. coli) konnte dieses Verfahren bereits erfolgreich eingesetzt werden.
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Ebenfals deutlich geworden ist in den vorgegangenen Kapiteln, dass die Optimierung der
Kultivierung nur einer der zentralen Punkte der marinen Biotechnologie ist. Es ist ebenfalls
notwenig entsprechende Aufarbeitungssysteme fur die Produkte — im vorliegenden Fall
Enzyme - zur Verfigung zu stellen. Mit den Membranadsorbern wurde in Kapitel 4.4.3.4 ein
System vorgestellt, welches eine schnelle Aufreinigung eines marinen Enzyms erméglicht.
Durch die Charakterisierung der aufgereinigten Enzyme konnte im Falle der L-
Serindehydratase (Kap. 4.4.2.3) gezeigt werden, dass das marine Enzym im Vergleich zu
seinen Anaoga aus terrestrischen Organismen in vitro stabiler ist. Im Falle der Sulfitoxidase
(Kap. 4.4.3.4) zeigte sich eine deutlich héhere spezifische Aktivitét.

Es sollte aber auch verdeutlich werden, dass die marine Biotechnologie noch mehr a's andere
Zweige der Biotechnologie nur durch interdisziplindare Kooperationen erfolgreich ausgetibt
werden kann. Beginnend mit der Probenahme, der Isolierung und Charakterisierung bis zur
Kultivierung im Labor und der abschlief3enden Aufreinigung der Produkte kann nur ein Team
aus Mikrobiologen, Molekularbiologen und Biotechnologen effizient arbeiten. Am Beispiel
des marinen Biofilms (Kap. 4.2) as Ausgangsbasis wurden die einzelnen interdisziplinaren
Arbeitsschritte dargestellt, die notwendig sind, um enen neuen Mikroorganismus

(Paracoccus seriniphilia) bzw. ein neues Enzym zu isolieren und zu charakterisieren.

Das wirtschaftliche Potential der marinen Biotechnologie wird jetzt auch in Deutschland
erkannt und esist davon auszugehen, dass eine grol3e Anzahl an Firmenneugrindungen in den
néchsten Jahren in diesen Bereich fokussieren werden. Ein Beispiel dafir ist die im Marz
2002 gegrundete Thetis (Institut fur biomolekulare Naturstoffforschung GmbH) in Hamburg.
Thetis erforscht weltweit Meeresorganismen mit dem Ziel, neue Leitstrukturen und
Wirkstoffe zu identifizieren und zu charakterisieren. Die GmbH wurde mit insgesamt Uber 8
Millionen Euro Venture Kapital in der ersten Finanzierungsrunde geférdert. Fur die schnelle
Isolierung und Strukturaufklérung bedient sich Thetis modernster Hochleistungsanal ytik, die
in Kooperation mit dem Deutschen Elektron Synchroton (DESY) aufgebaut wird. Es ist zu
erwarten, dass der Forschungszweig der Marinen Biotechnologie in der nahen Zukunft ein
stetes Wachstum erleben wird.
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5 Effizientere Nutzung landwirtschaftlicher Rohstoffe durch biotechnologische

Verfahren

In den folgenden Kapiteln soll aufgezeigt werden, dass mit Hilfe der Biotechnologie auch seit
langem etablierte Verfahren optimiert werden konnen. So ist es mdglich, Uber neue
Verfahrenschritte die Qualitdt eines Produktes zu verbessern (siehe auch das
Anwendungsbeispiel , Nitratentfernung aus Molke" (Kapitel 5.4)), oder dadurch Zugriff auf
neue Produkte zu erhalten, die bisher nicht oder nur schwer zuganglich waren (siehe auch das
Anwendungsbeispidl ,, Gewinnung von hochwertigen Proteinen aus Molke" (Kapitel 5.3) und
»Aufarbeitung von Kartoffelprotein® (Kapitel 5.5)). In Kapitel 5.1 wird zunéchst auf die
generelle Verwendung von landwirtschaftlichen Rohstoffen in der Bioprozesstechnik

eingegangen.

51 L andwirtschaftliche Rohstoffe und nachwachsende Rohstoffe

Die Produktion nachwachsender Rohstoffe gehdrte neben der Nahrungsmittel herstellung seit
aters her zu den Hauptaufgaben der Landwirtschaft. Die Verdrangung landdkonomischer
Erzeugnisse, die nicht der Erndhrung und Tierftterung dienen, begann erst mit der
industriellen Revolution in der Mitte des 19. Jahrhunderts. Nachwachsende Rohstoffe sind
aso seit langer Zeit vom Menschen genutzt worden. Neue Bedeutung bekommen die
nachwachsenden Rohstoffe allerdings durch die zahlreichen Verwendungsmdglichkeiten, die
sich durch moderne Technologien in der heutigen Zeit erschlief3en. Eine gangige Definition
von nachwachsenden Rohstoffen besagt, dass diese ,(...) land- und forstwirtschaftlich
erzeugte Produkte sind, die einer Verwendung im Nichtnahrungsbereich zugefuhrt
werden (...)* [196]. Wird somit im Folgenden Uber Arbeiten berichtet, in denen die
betrachteten landwirtschaftlichen Rohstoffe Molke, Melasse und Kartoffelprotein tber
Trennverfahren in Einzelkomponenten separiert und diese in der Nahrungsmittelindustrie
(Functional Foods, Neutraceuticals) verwendet werden, so muss aufgrund der obigen
Definition von landwirtschaftlichen Rohstoffen gesprochen werden. Liegt die Anwendung
der gleichen Produkte im Bereich der pharmazeutischen Industrie koénnte von
nachwachsenden Rohstoffen gesprochen werden. In dieser Arbeit wird auf Grund dieser
Begrifflichkeiten fir die eigenen Arbeiten durchgéngig die Bezeichnung landwirtschaftliche
Rohstoffe verwendet.
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Im Jahr 1999 wuchsen in Deutschland auf rund 740.000 Hektar nachwachsende Rohstoffe.
Dieses entspricht etwa sechs Prozent der Ackerflachen Deutschlands. Die
Anwendungsbereiche nachwachsender Rohstoffe weiten sich in den letzten Jahren immer
mehr aus. Die Grunde dafir sind sowohl ékonomischer als auch 6kologischer Art. So erhofft
man sich, dass nachwachsende Rohstoffe ihre fossilen Analoga in vielen Bereichen ersetzen
kénnen und so dazu beitragen, deren begrenzte Vorrate fur nachfolgende Generationen zu
schonen. Der 6kologische Vorteil wird im Allgemeinen darin gesehen, dass Produkte, die aus
Pflanzen gewonnen werden, nach Gebrauch bel ihrer Verbrennung oder bel der
Kompostierung immer nur die Menge an CO, freisetzen, die sie wahrend des Wachstums der
Atmosphéare entnommen haben. Im Gegensatz zu fossilen Rohstoffen sind sie dadurch
weitgehend COy-neutral; die Stoff- und Energiekreislaufe sind formal geschlossen. Es wird
daher argumentiert, dass ihre Verwendung helfen kann, den sich verstdrkenden
Treibhauseffekt abzumildern und globalen Klimaveranderungen entgegenzuwirken. Dieses ist
sicherlich nicht grundsétzlich verkehrt, kann aber den Produkten nicht per se zugesprochen
werden. So muss bei der Erstellung einer Okobilanz der gesamte Lebenszyklus eines
Produktes betrachtet werden, wobei eine Okobilanz as ,(...) ein mdglichst umfassender
Vergleich der Umweltauswirkungen zweier oder mehrerer unterschiedlicher Produkte,
Produktgruppen, Systeme, Verfahren oder Verfahrensweisen (...)* [197] definiert werden
kann. Da diese Erfassung sehr zeitaufwendig und in einigen Féllen auch unmoglich ist,
werden in der Regel sogenannte , Screening-lndikatoren® benutzt, um schneller zu
Okologischen Aussagen zu gelangen. Ein klassischer Indikator ist zum Beispiel der kumulierte
Energieaufwand. Daneben koénnen aber auch branchenspezifische Schilisselparameter wie
FCKW-Emissionen herangezogen werden. Man kann also das Produkt nicht isoliert
betrachten, sondern muss auch dessen Herstellungsprozess, Transportwege etc. bel der
Okobilanz mit berticksichtigen. Nach einem solchen Vergleich kann auch ein

petrochemisches Produkt die giinsti gere Okobilanz aufweisen.

Als Alternative zur Nahrungsmittelerzeugung bietet die Produktion nachwachsender
Rohstoffe der Landwirtschaft allerdings andere direkte Vorteile. Um der Uberproduktion an
Nahrungsmitteln entgegenzuwirken, verpflichtet der Staat die Landwirte, jahrlich einen
bestimmten Anteil (1999: 10 %) ihrer Flachen stillzulegen, d.h. aus der Nutzung zu nehmen.
Zum Ausgleich dafiir erhalten die Landwirte finanzielle Entschadigungen. Der Anbau von

Industriepflanzen ermdglicht nicht nur die Nutzung dieser Stilllegungsflachen, ohne auf die
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Zahlungen verzichten zu missen, sondern stellt ene sinnvolle Erganzung zur
Nahrungsmittel erzeugung dar.

Da Industrie und Chemie genau auf ihre Bedurfnisse zugeschnittene Rohstoffe bendtigen, ist
jedoch nicht nur die Landwirtschaft gefordert. Es bedarf innovativer Forschung, um die
Rohstoffe optimal verarbeiten zu kénnen. So ist es mittels Pflanzenziichtung, Biotechnologie
und Gentechnik moglich, die gewtinschten Rohstoffqualitdten zu erzielen und die Ertrége zu
optimieren (z. B. spezielle Fettsduren im Rapsol). Auf diese Weise kann die Landwirtschaft
heute hochwertige Ausgangsstoffe zur Verfugung stellen, die der Industrie aufwendige
Umwandlungsschritte, wie sie bei fossilen Rohstoffen nétig sind, teilweise ersparen. Daneben
bieten pflanzliche und tierische Produkte Inhaltsstoffe, deren Wert lange Zeit nicht erkannt

wurde.

Neben der direkten Nutzung in Form von Energie, Schmierstoffen, Verpackungsmaterialien
oder Fasern spielt die biotechnische Konversion in Rohstoffe fir die chemische,
pharmazeutische und kosmetische Industrie ene steigende Rolle Be diesen
Biotransformationen werden Zellen oder isolierte Enzymsysteme verwendet, um
beispielsweise organische Sauren, Zuckeralkohole, funktionelle Polycarbonsduren,
Aminosduren oder Peptide herzustellen [198]. Dieser Bereich ist eng verknipft mit den
Beispielen, die in Kapitel 3 unter dem Begriff der Substitutionspotentiale dargestellt worden
sind. Ein groler Tel der nachwachsenden Rohstoffe wird zu eben solchen
Substitutionsprozessen herangezogen. Bekannteste Beispiele sind der sogenannte Biodiesel
und die Biopolymere [199, 200]. Bei der Produktion von Grund- und Feinchemikalien aus
nachwachsenden Rohstoffen fir verschiedenste Industriezweige sind a's prominente Vertreter
an dieser Stelle 1,3-Propandiol [201] und Aminosduren (z. B. Tryptophan [202, 203]) zu
nennen. Weitere Verbindungen, die aus nachwachsenden Rohstoffen per Biotransformation
hergestellt werden kénnten, finden sich Tabelle 3.2.

Aber auch in den sogenannten landwirtschaftlichen Reststoffen wie Molke, Méelasse und
Kartoffelprotein finden sich eine Vielzahl von Verbindungen, deren Aufarbeitung die
Wertschopfung aus den entsprechenden Rohstoffen Milch, Zuckerribe und Kartoffel stark
ansteigen lasst. Derartige Aufarbeitungsprozesse sind teillweise bereits etabliert. So wird in
Kapitel 6 beschrieben, wie Uber moderne Prozessanalytik die chromatographische Isolierung

von Aminosduren aus Melasse optimiert werden kann. In diesem Kapitel sollen neue
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Aufarbeitungsverfahren an den Beispielen Molke [204] und Kartoffelprotein [205] skizziert
werden. Sie bilden die kostenglnstige Grundlage fur neue hochwertige Produkte,
beispielsweise in der Pharmazie, in der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie und in der
Kosmetik. Um sie herzustellen, missen Techniken verwendet werden, bei denen das
Veredelungspotential, das in diesen Rohstoffen steckt, optimal genutzt wird. Insbesondere in
strukturschwachen, landwirtschaftlich gepragten Regionen kann durch eine solche intensivere
Nutzung standortspezifischer Ressourcen eine Standortsicherung und damit verbunden die
Schaffung regionaler Arbeitspléize erreicht werden. Die im Sinne des Sustainable
Development produzierten Guter und die neuartigen Verfahrenstechniken ihrerseits knnen
global vermarktet werden.

Biotechnologische Veredelungsprozesse von landwirtschaftlichen Rest- und Nebenstoffen
haben im Vergleich zu den herkdmmlichen chemischen Synthesen neben der Verwendung
landwirtschaftlicher bzw. nachwachsender Rohstoffe die Vorteile, dass:

 die angewandten  physikaischen Trenn- und  Aufarbeitungstechniken
umweltfreundlich sind,

» die Weiterverarbeitung der in der Region anfallenden Rohstoffe und Nebenprodukte
vor Ort erfolgen kann und somit der Okologisch fragwirdige und kostenintensive
Transport in andere Gegenden vermieden wird (verbesserte Okobilanz),

» dadie Produkte nattrlichen Ursprungs sind, bieten sie den Vorteil einer erleichterten
Zulassung, Vermarktung und Akzeptanz; durch den daraus resultierenden frihen
Markteintritt ergeben sich langere Patentnutzungszeiten.

» dieeingesetzten Edukte (Molke, Melasse etc.) sehr geringe Kosten verursachen.

52 Downstream-Processing zur Proteingewinnung aus landwirtschaftlichen
Rohstoffen

Bei der Verarbeitung von landwirtschaftlichen Rohstoffen werden oftmals Membranverfahren
zur Abtrennung einzelner Komponenten eingesetzt [206, 207]. Beispide sind die
Aufreinigung von Rohrzucker [208], die Hydrolyse von Kohlenhydraten und die

115



Kapitel 5 — Effizientere Nutzung landwirtschaftlicher Rohstoffe

Starkeverzuckerung [209]. Insbesondere bei der Aufarbeitung von Molke und
Molkeprodukten spielen Trennprozesse mittels Membranen eine wichtige Rolle [210].
Membranverfahren werden weiterhin in der Bioverfahrenstechnik beginnend mit der
Zellabtrennung aus einer Fermentationsbrihe bis hin zur abschliefienden Feinreinigung des
Endproduktes verwendet [211].

Downstr eamschritt Filtrationssystem Methode

Fermenterbriihe
(z. B. Zdl
suspension)

l

Zellabtrennung

—— | Vorfiltration ——» Dead-end
—» | Mikrofiltration |——» Dead-end/Cross-flow

—— » | Ultrdfiltration |[—» Crossflow

Ultrafiltration/
l —>
—— | Didfiltration Cross-flow

— | Mikrofiltration |—— Dead-end/Cross-flow

Aufreinigung

EEEE— Membran-
l adsorber —» Dead-end

Aufkonzentrieren —
——»| Ultrefiltration |[—» Cross-flow

Feinreinigung
(z. B. Entfernen
von Viren oder

DNA)

— | Ultrafiltration |—— Cross-flow

Sterilisation 3| Mikrdfiltration |— % pegg-end

Endprodukt

Abb.5.2.1:  Einsatzgebiete von Membranverfahren in der Bioverfahrenstechnik [211]
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Be Membranverfahren handelt es sich um die druckgesteuerte Trennung einzelner
Komponenten aus einer LAsung oder einer Suspension. Bel der Trennung werden in der Regel
Unterschiede in der Grof3e, der Ladung oder der Form der zu trennenden Partikel oder
Molekule genutzt. Da der Prozess Uber den Druck gesteuert wird, sind Membranverfahren in
Hinblick auf thermischen Stress oder Verénderung der chemischen Umgebung sehr schonend
und daher auch fur empfindliche Verbindungen geeignet. Die Prozesse verhalten sich meist
einfach im Scale-up, da gleiche Materialen und Konfigurationen verwendet werden kdnnen,
was eine Validierung der Prozesse erheblich vereinfacht. Membranprozesse sind in ihrer
Selektivitét allerdings sehr beschréankt. Proteinfraktionierungen konnen nur dann erreicht
werden, wenn ausreichende Unterschiede in Grofée und/oder Ladung vorliegen. Dabel muss
daran gedacht werden, dass ein unterschiedliches Molgewicht nicht zwangslaufig eine
unterschiedliche Grofe bedeutet. Die Grolde wird entscheidend durch Faltung, Ladung und
Hydrathille bestimmt. So kdnnen Proteine, die sich im Molgewicht um den Faktor zehn
unterscheiden, aufgrund unterschiedlicher Faltung sich in der Gréf3e lediglich um den Faktor
drei unterscheiden. Daher wurden in letzter Zeit neue Membrantypen entwickelt, die nicht nur
diese grobe Unterscheidung nach der Grof3e treffen konnen. Funktionelle Membranen kénnen
Molekiille anhand ihres chemischen Verhaltens selektiv binden. Uber diese Verfahren wird
eine Prozessintegration der Downstream-Schritte erheblich vereinfacht. Auf ein solches
Beispiel und dessen Anwendung wird anhand der Membranadsorber in Kapitel 5.3.2.1

genauer eingegangen.

5.2.1 Membranfiltration

In den vergangenen 30 Jahren sind eine Vielzahl von Prozessen entstanden, die zur
Abtrennung und Fraktionierung von Molekilen verwendet werden konnen. Diese Verfahren

konnen in vier Hauptgruppen unterteilt werden:

* Reverse Osmose (Hyperfiltration) (RO)
* Nancfiltration (NF)

o Ultrafiltration (UF)

* Mikrofiltration (MF)
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Die Grofsenverteilung der Partikel, die in den jewelligen Verfahren abgetrennt werden
kénnen, ist in der Abbildung 5.2.2, potentielle Einsatzgebiete der Verfahren im Bereich der
Bioverfahrenstechnik sind in der Abbildung 5.2.1 dargestellt.

Fartikel (z. E. Zellen)

|/.1'
Mikrofiltration masjesphanpnnpuabnnnnnmnmns 00210 um ‘
Makromelekile
Ttrafiltration ‘ illllllIIlil{l‘lll'llllill ‘ 0001 -0.02 um ‘
Zucker
Zweiwertize lonen
Diszoziierte Sauren
MNanofiltration ‘ e 0001 -00001 pm
Einwertige [onen
Tndizsoziierte Siuren
Beverse Osmose - .Z ................ <0.0001 pm ‘

Abb.5.2.2: Klassifizierung der Filtrationsverfahren [nach 212]

Die Verfahren der Reversen Osmose (RO) und der Nanofiltration (NF) werden angewendet,
wenn man niedermolekulare Verbindungen wie Salze, Zucker oder Aminosauren aus einer
L 6sung abtrennen mochte. Bei der Reversen Osmose werden auch einwertige lonen wie Na
oder ClI" zurtickgehalten. RO-Membranen weisen alerdings einen deutlich geringeren Fluss
als NF-Membranen auf. Anwendungen finden diese Verfahren bei der Aufkonzentrierung von
ProteinlGsungen.

Ultrafiltration(UF)-Membranen haben eine Porengrof3e zwischen 1 nm und 0,05 pum. Sie
werden typischer Weise fur die Abtrennung von Makromolekilen und Kolloiden aus einer
Losung verwendet. Das Trennverhalten dieser Membrantypen wird nicht Gber die Porengrof3e
angegeben, sondern Uber den sogenannten ,Molecular Weight Cut-Off* (MWCO). Der
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MWCO-Wert gibt das Molekulargewicht an, fir das die Retention 90% betragt. Aufgrund der
oben genannten Griinde ist dieser Wert nicht als Absolutwert anzusehen. Neben den Faktoren
Fatung und Ladung haben auch Interaktionen der Molekile mit der Membran und die
chemische Umgebung Einfluss auf das Trennverhalten einer UF-Membran. Aus diesen

Grunden kann ein Trennproblem nur empirisch gel6st werden.

Mikrofiltration(MF)-Membranen haben eine Porengrof3e zwischen 0,05 um und 10 pm. Sie
werden benutzt, um Kolloide und Partikel von gelGsten Bestandteilen abzutrennen. Die
gebréauchlichsten  Anwendungen  sind  die  Sterilfiltration, Zelleente  oder
Reinwassergewinnung. Hydrophobe MF-Membranen werden zur Sterilfiltration von Gasen

(z. B. Beluiftung von Bioreaktoren) verwendet.

5.2.2  Grundlagen der Filtrationstechniken

Bel der Trennung von Substanzen Uber Membranverfahren wird eine niedrig viskose Feed-
Losung auf eine Seite der Membran aufgebracht. Der Feed-Strom passiert unter Druckeinfluss
die Membran. Der Anteil der FlUssigkeit, der durch die Membran hindurchwandert wird als
Permeat bezeichnet. Der Anteil der Losung, der nach dem Filtrationsprozess zuriickbleibt,
wird Retentat genannt. Durch diesen Prozess findet eine Aufkonzentrierung statt, die Gber den
Konzentrierungsfaktor (f) definiert wird. Der Konzentrierungsfaktor ist das Verhdtnis
zwischen dem Volumen der Feed-L 6sung und dem Volumens des Retentates.

V,

f=—"t Gl.5.21
Vc ( )
Ve = Feed-Volumen V. = Retentat-V olumen

Eine weitere wichtige Grof3e ist der Retentionsfaktor (R) des gewtinschten Produktes. Er gibt
die Verteilung der Komponenten zwischen Permeat und Retentat an (Gleichung 5.2.2).

R= P (Gl. 5.2.2)

ce = Konzentration in der Feed-LOsung Cp = Konzentration im Permeat
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Der Retentionsfaktor liegt zwischen O und 1, wobei ein Wert von 1 bedeutet, dass die
Komponente vollstandig in der Feed-Losung (Retentat) verbleibt. Ein Wert von O bedeutet,
dass die Komponente ungehindert die Membran passieren kann und sich vollstandig im
Permeat wiederfindet. Daraus ergibt sich, dass eine ideale Reverse Osmose enen
Retentionswert von 1 fur alle Komponenten besitzen sollte und eine ideale Ultrafiltration

einen Wert von O fir gel 6ste niedermol ekulare V erbindungen.

Filtrationstechniken kdnnen Uber zwei verschiedene Verfahren betrieben werden: Dead-End
oder Cross-Flow (Abb. 5.2.3).

zu filtrierende
Lésung
l Feed Retentat
— Filterkuchen —_— _—
l — Filter I :4\
Filtrat (Permeat) Membran l Permeat Grenzschicht

Abb.5.2.3: Schema der Dead-End-Filtration (links) und der Cross-Flow-Filtration
(rechts) [213]

Bel der Dead-End-Filtration flief3 der gesamte flUssige Antell des Feeds durch die Membran.
Die ungel 6sten Bestandteile verbleiben auf der Membran und bilden den Filterkuchen. Da der
Filterkuchen mit fortschreitender Filtrationsdauer immer weiter anwéchst, steigt der
Druckabfall tber den Filterkuchen und die Membran an. Wird der Druckabfall zu grof3, kann
die Feedldsung nicht mehr die Membran passieren und der Fluss kommt zum Erliegen.
Daraus ergibt sich, dass Dead-End-Filtrationen nur dann angewendet werden kénnen, wenn
Losungen mit nur geringen Feststoffanteil zu filtrieren sind, oder das zu filtrierende Volumen
klein ist. Daher werden diese Art von Filter meistens nur im Laborgebrauch eingesetzt. Im
industriellen Betrieb werden sie teilweise as Schutzfilter (z. B. vor Sterilfiltrationen) as

Einwegprodukte verwendet.

Das Ausbilden eines Filterkuchen kann durch Anwenden einer Cross-Flow-Filtration
vermieden werden. Bei diesem Verfahren verlauft der Feed parallel zur Membranoberflache.
Der tangentiale Strom der Losung entfernt Partikel, die sich auf der Oberflache des Filters
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anlagern. Auf diese Weise konnen langere Standzeiten des Filters realisiert werden. In dieser
Fahrweise konnen auch stabilere Permestfliisse erreicht werden. Cross-Flow-Filtration wird
sowohl bel der RO, UF und MF angewendet, wenn Feststoffe im Feed enthalten sind. Von
Zeit zu Zeit muss die Oberflache des Filters gereinigt werden, da Ablagerungen nicht
vollstandig vermieden werden konnen. Dieses kann durch den Abfal des Permeatflusses
leicht festgestellt werden. Eine Cross-Flow-Anlage bietet verfahrenstechnisch gesehen den
grof3en Vortell, dass sie sowohl im Batch as auch kontinuierlich betrieben werden kann. Bei
der Batchmethode l&uft das Retentat aus einem Vorratstank (Feed-Tank) tber die Membran
und dann zuriick in den Tank. Bei der Feed and Bleed Methode l&auft das Retentat in einem
Kreislauf Gber der Membran, in den Feed standig zu- und Retentat standig abl auft.

Retentat
 EEE— X< |-|
Retentat

Feed Feed
Tank Tank

< Retentat- =<

| Kreisiauf |

Permeat Permeat
—O POy ®
A b A
a) Pumpe ) Feed-Pumpe Kreislaufpumpe

Abb.5.2.4: Betriebsarten der Cross-Fow-Filtration; a) Batch Methode b) Feed and Bleed
Methode [206]

Bel dem Batch Verfahren handelt es sich um ene diskontinuierliche Betriebsart, die
vorwiegend im Labor- oder bel Pilotanlagen zum Einsatz kommt, da fir sie nur ein geringer
apparativer Aufbau notwendig ist. Fir einen kontinuierlichen Cross-Flow-Filtrationsprozess
wird haufig die Feed and Bleed Methode angewendet. Dabel sorgt die Feed-Pumpe fir den
Systemdruck (engl. TMP = Trans Membrane Pressure), wahrend die Kreislaufpumpe fur die
Uberstromung zustandig ist. Bei dieser Methode werden allerdings nur geringe Permeatfliisse
erzielt. Um hohe Filtrationdeistungen zu ermoglichen, sind daher entweder grofse
Membranflachen erforderlich, oder die Feed and Bleed Methode muss mehrfach
hintereinander durchgefihrt werden (Multistage Feed and Bleed) [213].

Es existieren fur die mathematische Beschreibung der Vorgéange bel Cross-Flow-Filtrationen
verschiedenste Modelle [206, 207]. Oftmals beschreiben diese Modelle den Verlauf der
Filtration nur sehr ungenau, da eine Berticksichtigung der komplexen Zusammensetzung einer
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Feedl6sung nur sehr schwer moglich ist. So kann es im Verlaufe der Filtration durch
verschiedenste Bestandteile der Feedldsung zu Verdnderungen der Membraneigenschaften
kommen, die sich erheblich auf die Filtrationsleistung auswirken. Die eigentliche Membran
(Primamembran) ist nur zu Beginn der Filtration fir die Charakteristika einer Cross-Flow-
Filtration verantwortlich. Kontrolliert wird der Filtrationsvorgang durch die Bildung einer
Grenzschicht (oftmals auch als Sekundérmembran oder dynamische Membran bezeichnet).
Die Bildung einer Sekundarmembran ist von suspensierten Partikeln (z. B. Lipiden) oder
Makromolekilen (z. B. Proteinen) abhangig. Diese interagieren mit der Membranoberflache
und lagern sich dort ab. Mit fortschreitender Dauer der Filtration bestimmt die
Sekunddrmembran immer mehr den Permeatfluss und das Retentionsverhaten der Membran
[214]. Dabei kann der Permeatfluss drastisch abfallen und der TMP stark ansteigen.

Ein Grund fUr die Ausbildung einer ausgepragten Sekunddrmembran ist ein zu geringer
Retentatfluss. Durch Erhéhung des Flusses kann die Grenzschicht verringert werden. Ein
weiteres, schwieriger zu |6sendes Problem ist die unspezifische, irreversible Wechselwirkung
von Proteinen mit dem Membranmaterial. Diese unspezifische Wechselwirkung ist von
mehreren Faktoren abhangig:

* Proteine wechselwirken mit allen nassen Oberflachen

» Die Menge der gebundenen Proteine ist abhangig von:
Oberflachenladung der Membran

Molekulare Interaktionen zwischen Protein und Oberfléche
Proteinkonzentration

pH und lonenstérke

o O O O o

Membranoberflache

Durch die unspezifische Wechsalwirkung kann es zu einer sehr starken Beladung der
Membranen kommen. In der Tabelle 5.2.1 sind die Mengen an unspezifisch gebundenem IgG
an verschiedenen Membranmaterialien aufgefthrt. Deutlich wird aus der Tabelle, dass die Art
des Membranmaterials entscheidenden Einfluss auf die unspezifischen Wechselwirkungen
besitzt.
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Tab.5.2.1:  Durch unspezifische Wechselwirkungen adsorbierte Menge IgG an
verschiedenen Membrantypen

Membranmaterial Adsorbiertes1gG
(Hg/cm?)
Polyethersulfon 47
Cédllul osetriacetat 2,7
Hydrosart 2,6

Aus diesen Griinden mussen fur eine geplante Anwendung verschiedene Membranmaterialien
getestet werden. Eine Vorhersage, welches Materia fir ein bestimmtes Trennproblem
geeignet ist, kann nur durch entsprechende Erfahrungswerte zuverlassig getroffen werden.
Eine rein theoretische Vorhersage ist nicht méglich. Eine Cross-Flow-Filtrationsanlage sollte
daher moglichst flexibel aufgebaut sein und schnelle Anderungen des pH-Wertes, der
Temperatur oder der Flussrate zul assen.

Neben der Art des Membranmateriads spielt auch die Geometrie der verwendeten
Membranmodule eine wichtige Rolle in der Effizient eines solchen Verfahrens. Unter dem
Membranmodul wird die Membran an sich und der Tréger, auf dem die Membran aufgebracht
ist, verstanden. Ein Trager ist notwendig, um die Membranen gegen Beschadigungen durch
die auftretenden Driicke zu schitzen. Der Trager muss ebenfalls aus einem pordsen Material
bestehen und darf die Filtration keinesfalls beeintrachtigen. Man unterscheidet hauptsachlich
zwel grof3e Gruppen verschiedener Modultypen. Zum einem sind dies die Plattenmodule und
zum anderen tubuldr aufgebaute Module. Tubuldre Module werden wiederum in
Hohlfasermodule (Abb. 5.2.5) mit einem Faserdurchmesser von 0.001 bis 1.2 mm und in
Rohrenmodule mit Durchmessern bis zu 25 mm unterschieden. Darlber hinaus gibt es seit
neuerem keramische Module.
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Abb.5.2.5:  Querschnitt durch ein Hohlfasermodul fur Cross-Flow-Applikationen [211]

Hat man fir ein gegebenes Separationsproblem fir en Protein ein geeignetes
Membranmaterial und ein geeignetes Modul ermitteln kénnen, so sollten bei der Auslegung
und Dimensionierung der Anlage folgende Punkte beachtet werden:

» Hohe Temperaturen wahrend der Filtration sollten vermieden werden, da es dadurch
zum Entfalten und somit zur Denaturierung des Proteins kommen kann.

» Es muss darauf geachtet werden, dass keine Schaumbildung auftritt, da gerade an der
Gas/FlUssig-Grenzschicht eine Inaktivierung von Proteinen stattfinden kann.

 Be der Abtrennung von sehr grof3en Molekulen bzw. Aggregaten sollten hohe
Scherkrafte vermieden werden, da auch diese zur Denaturierung fihren kénnen.

Wie bereits weiter oben angesprochen worden ist, werden Cross-Flow-Filtrationen oftmals
durch das Fouling der Membran erheblich beeintrachtigt. Das Fouling der Membran
verursacht ein Abfallen des Permeatflusses bis hin zum Erliegen des Filtrationsvorganges.
Das Fouling kann durch verschiedene Faktoren verursacht werden:

« Anderung der Membraneigenschaften durch physikalische oder chemische Vorgange
«  Anderung des Feed-Vorganges durch Anderung des Mediums

+  Anderung der Oberflachentopographie (Rauheitsgrad der Membran)

*  Oberflachenladung der Membran

» Unginstige Porengrdfie fur das gewahlte Filtrationsproblem

+  Unspezifische Bindung von Proteinen, Lipiden und Olen (s.0.)
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* Hohe Salzkonzentrationen
° pH

«  Temperatur

Wie aus dieser Aufzéhlung ersehen werden kann, ist neben der mdglichst stabilen
Operationsweise der Filtrationsanlage deren Reinigung von zentraler Bedeutung. Bel der
Reinigung der Membranmodule sollten folgende Punkte Beriicksichtigung finden:

* Be der Reinigung muss auf das eingesetzte Membranmaterial geachtet werden. Einige
Materialien wie Celluloseacetat reagieren sehr sensibel gegentiber stark sauren und
stark basischen Reinigungsmitteln; andere Materialien wie Polyamide kdnnen nicht
mit chlorhaltigen Mitteln gereinigt werden.

* Die Reinigungsmittel sollten moglichst mit turbulenter Stromung durch das Modul
gepumpt werden, um gebildete Deckschichten weitgehend zu entfernen.

» Die Reinigung sollte bei moglichst hohen Temperaturen erfolgen, da die

Reaktionsgeschwindigkeiten mit der Temperatur ansteigen.

Viele Unternehmen bieten heutzutage spezielle Reinigungsmittel fur Filtrationsmembranen an
(z. B. Ecolab-Klenzage, Henkell, Diversery, Pfizer, Sigma). Weiterhin vertreiben auch einige
Membranhersteller ihre eigenen Rezepturen. Generell konnen die nachfolgenden
Empfehlungen zur Membranreinigung gegeben werden [206, 211]:

Lipide, Ole und Proteine:
0.5 M NaOH fir 30-60 min bei 25 bis 55 °C oder
0.1% SDS, 0.1% Triton X-100 fur 30 min bis 12 h bel 25-55 °C

Proteine:
Proteol ytische Enzyme fir 30 min bis 12 h bei 30-40 °C
Fette und Ole;
20-50% Ethanol fur 30-60 min bei 25 bis50 °C
* DNA, mineralische Salze:
0.1-0.5 M Saure (z. B. Essigsaure, Zitronensaure) fur 30-60 min bei 25-35 °C

Durch diese Erlauterung sollte verdeutlicht werden, dass ein scheinbar einfacher

Verfahrensschritt bei der Auslegung eines biotechnologischen Prozesses sich as sehr
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komplex herausstellen kann. Die Anwendung von Dead-End- und Cross-Fow-
Membranverfahren soll nunmehr in Kapitel 5.3 am Beispiel der Proteingewinnung aus Molke

erlautert werden.

53 Gewinnung von hochwertigen Proteinen aus Molke

Wie bereits unter Kapitel 5.2 angedeutet wurde, finden Membranverfahren vielfdtige
Anwendungen in der Milch- und Molkeverarbeitung. Es wird geschétzt, dass weltweit Uber
300.000 m? Membranflache in der milchverarbeitenden Industrie eingesetzt werden.

Molke MIE | Geklirte Molke UF UF-Permeat
—_—P > >
y
J J NF
L s Lactose
. . ED
Fette & Casein Molkeprotein-
konzentrat
i ME: Mikrofiltration
Entsalzte Molke NF UF: Ultrafiltration
X ED o
NI: Nanofiltration

RO: Reverse Osmose

ED: Elektrodialyse

Molkekonzentrat

4

Abb.53.1. Membranverfahren bei der Aufarbeitung von Molke [nach 206]
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Der Hauptanteil der Anwendungen liegt im Bereich der UF. So werden die Retentate der UF
von Milch zur Késeproduktion oder zur Gewinnung von Milchproteinen eingesetzt. Die UF-
Permeate konnen zur Produktion von Lactose verwendet werden. Im Bereich der
Molkeverarbeitung werden verschiedenste Filtrationstechniken zur Gewinnung von Fetten,
Caseinen, Molkepulverkonzentraten bis hin zu einzelnen Molkeproteinen in der Industrie
angewendet. Einen Uberblick bietet die Abbildung 5.3.1.

531 Der Waertstoff Molke

Unter dem Begriff Molke werden die flUssigen Rickstande aus der Casein- und
Késeherstellung sowie der Sojaverarbeitung zusammengefasst. Die Molken stellen
gelbgrunliche FlUssigkeiten dar, die einen Grofdteil der Salze, Lactose und der wasserl6dlichen
Proteine der Milch enthalten [215]. Die Zusammensetzung dieser Molken ist sehr variabel, sie
héngt sowohl von der eingesetzten Milch (artspezifisch) as auch von dem

V erarbeitungsprozess ab.

Der haufigste Molkentyp ist Sifimolke, die bel der Herstellung von reifen Kasesorten wie
Cheddar, Schweizer Kése, Provolone etc. anfdlt. Der pH-Wert der StBmolke liegt nur leicht
unterhalb dem der Milch (pH > 5,6). Be der Herstellung von Hittenkdse oder bei der
Caseingewinnung entsteht Sauermolke (pH < 5,1). Sie stellt mit weniger as 20 Prozent nur
einen kleinen Anteil an der Gesamtmolke dar [216]. Bei Molkenkonzentrat handelt es sich um
5-fach aufkonzentrierte Dinnmolke. Molke besteht zu 93,7% aus Wasser. Die restlichen 6,3%

Trockenmasse setzen sich wie folgt zusammen:

* Fett 41 %
» Caseine 2,7%
* Molkeproteine 0,6 %
* Lactose 4,7 %
» Asche (anorg. Komponenten) 0, 7%
* Vitamine, org. Sauren ca 0,1%

Der hohe Wasseranteil und die geringen Proteinkonzentrationen lassen eine wirtschaftliche

Nutzung der Molke auf den ersten Blick unrentabel erscheinen. Es muss aber bedacht werden,
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dass alein in Deutschland jahrlich etwa 10 Millionen Tonnen Molke (1998) anfallen. Die
Tendenz ist weiter ansteigend.

12000

10000 — — [

8000 -1

6000 L e e

4000 L e e

Molkeanfall in 1.000 t

2000 | L e e

0 N L T T T T T T T T T T
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Abb.5.3.2: Molkeaufkommen in Deutschland [217]

Daraus ergibt sich dlein in Deutschland ein Wertschdpfungspotential von ungefahr 600.000 t
Protein aus Molke. In der EU fielen 1996 insgesamt 52,69 Millionen Tonnen Molke an.
Durch ihren hohen Gehalt an Stickstoff- und Kohlenstoff-Verbindungen ist die Molke eine
grol3e Belastung fur die biologischen Stufen in den Klaranlagen. Eine Verwertung der Molke
ist daher auch aus umweltpolitischen Grinden besonders wichtig.

Seit etwa 30 Jahren findet eine intensive Forschung auf dem Gebiet der Aufarbeitung und der
Verwertung von Molke und deren Inhaltsstoffen statt. Pro Jahr erscheinen durchschnittlich
900 Artikel zum Thema der Molkeverarbeitung, die im Dairy Science Index gelistet werden.
Die proteinreichen Produkte der Molkeaufarbeitung werden as Molke-Protein-Konzentrate
(engl. WPC: Whey Protein Concentrates) bezeichnet. Der Ausdruck Molkeproteine bezieht
sich traditionell auf jene Milchproteine, die nach der Falung der Caseine bel pH 4,6 und
20 °C noch gel6st sind.

Neben der Einbeziehung der Proteine in die Kaseherstellung [218] finden Molkenpulver,
-konzentrate und -isolate in vielen Nahrungsmitteln Verwendung [219, 220, 221, 222]. Auch
far didtische Lebensmittel und Sportlernahrung werden Molkenprdparate verwendet. Durch
die Belastung mit Nitrat, welches durch den Késereiprozess in die Molke eingebracht wird,
sind nicht alle Molkeprdparate fir den Einsatz in diesen Bereichen geeignet. Auf diese
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Problematik wird im Kapitel 5.4 detailliert eingegangen. Vorteilhaft ist der hohe Gehalt an
essentiellen  Aminosauren in der Molke verglichen mit den Gehaten in anderen
Nahrungsmitteln. Bezogen auf die , Proteinwertigkeit* von Volle, die mit dem Wert 100
definiert wird, liegt Lactalbumin bei 104, Kuhmilch bel 91 und Casein bei 77. Nahrungsmittel
wie Rindfleisch (80), Kartoffel (71) oder Weizen (54) liegen deutlich niedriger. Der hohe
Nahrwert von Molkeproteinen war daher auch Gegenstand vieler ernghrungsphysiologischer
Untersuchungen [223]. Nicht weiterbehandeltes Molkepulver dient alerdings nur als
Tierfutterzusatz, da der hohe Salz- und Lactosegehalt dieses Produkt als mdglichen Zusatz fir
menschliche Nahrung ungeeignet machen. Um Produkte mit einem breiteren
Anwendungsbereich zu erhalten, werden verschiedene Verarbeitungsprozesse angewandt.
Dabel kommen neben den bereits erwahnten Membranverfahren (s. Abb. 5.3.1) auch die

Gelfiltration und der lonenaustausch zum Einsatz (Tabelle 5.3.1).

Tab.5.3.1:  Verarbeitungsmethoden far Simolke und resultierende
Produktzusammensetzung [216]
Protein (%) | Lactose (%) | Asche (%) | Fett (%)
Erhitzen 80 5 4-5 5
Elektrodialyse 20-25 45 - 60 3-18 -
Gelfiltration (GF) 55-60 18- 22 10-18 -
Ultrafiltration (UF) 30-76 6-55 3-12 1-5
lonenaustausch (1A) 15 78 1 1
UF + GF 81 12 2 3
IA + UF 76 16 1 3

Molke dient weiterhin als Substrat bei der Kultivierung verschiedenster Mikroorganismen.
Produkte, die aus der Fermentation mittels Molke gewonnen werden kénnen sind z. B.:
Single-Cell-Protein, Fettsureester, Zitronensaure, Essigsaure, Milchsdure, Ethanol, Glycerin,
Butanol (s. Kapitel 3), Aceton, Gluconséure, Carotinoide, Enzyme, Sterole, Methionin und
Vitamin B12.

Die isolierten Proteinfraktionen aus Molke finden insbesondere aufgrund ihrer vielféltigen

Eigenschaften Anwendungen in der Lebensmitteltechnologiee. So konnen durch

Molkeproteine die Viskositdt, Elastizitdt oder Wasseradsorption von Lebensmitteln
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entscheidend verandert werden. Zum Beispiel kann der Wasserantell in Lebensmittel erhoht
werden, ohne dass sich Beeintréchtigungen in der Konsistenz und somit der sensorischen

Eigenschaften ergeben.

Tab. 5.3.2: Einsatzméglichkeiten von Molkenproteinen in der Lebensmittelindustrie [224]

Proteinfunktion

Einsatzgebiete

Proteinanreicherung

Di&t- und Schonkostnahrung, Schlankheitspraparate,
Aufbaunahrung, Geriatrie, Backwaren, Getranke, Sportlernahrung,

Milcherzeugnisse

Optimierung der
Aminosaurebilanz

Komposition mit Pflanzenproteinen, Sduglingsernahrung,
Nutraceuticals, Functional Foods

Lodlichkeit Getranke

Wasserabsorption Wurst, Brot, Kuchen, Milcherzeugnisse

Viskositat Suppen, Solden

Elastizitét Fleischwaren, Backwaren

Emulgierung Speiseeis, Suppen, Sof3en, Fleischwaren, Kaffeeweil3er,
Feinkosterzeugnisse, StRwaren

Verschaumung Backwaren, St3waren, Desserts

Gelbildung Fleischwaren, Backwaren, Backwaren, Desserts, Quark, Kése

Stabilisierung Suppen, Milcherzeugnisse, Feinkosterzeugnisse

Ein grofes Anwendungsgebiet fir Molkeproteine ist die teiladaptierte Babynahrung. Die
Verwendung von Kuhmilch als Ersatz von Muttermilch ist nicht ratsam, dadiese sich in ihrer
Zusammensetzung erheblich unterscheiden [225]. Um eine ausgewogene Sauglingsnahrung
anbieten zu konnen, muss eine Fraktionierung der Molkeproteine erfolgen. Die fraktionierten
Proteine koénnen in neuen Verhdtnissen gemischt werden, die an die Verhdltnisse in
Muttermilch angepasst sind. Die unterschiedliche Zusammensetzung von Human- und
Kuhmilch findet sich in der Tabelle 5.3.3. Deutliche Unterschiede zeigen sich z. B. bel dem
majoren Protein B-Lactoglobulin und bei dem minoren Protein Lactoferrin. B-Lactoglobulin
macht bel der Kuhmilch tber 50% des Proteingehaltes aus, in Humanmilch ist es hingegen
nicht vertreten. Das fur die Eisenversorgung wichtige Lactoferrin (s.Kap. 5.3.2) ist in der
Humanmilch deutlich stérker vertreten. Diese Defizite der Kuhmilch konnen nur dann
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ausgeglichen werden, wenn die entsprechenden Komponenten in der Babynahrung an- bzw.

abgerei cht angeboten werden.

Tab. 5.3.3: Ausgewéhlte Inhaltstoffe in Human- und Kuhmilch [217]

Anteil [g/l]
Humanmilch Kuhmilch
Gesamtprotein 9,2 34,1
Casein 2,2 27,0
Molkenproteine 7,0 7,1
o-Lactalbumin 3,3 1,3
B—-Lactoglobulin - 34
Lactoferrin 1,9 0,1
Serumalbumin 0,4 04
Immunglobuline 1,3 0,8
Sonstige 0,1 11
Lactose 70 48
Asche 20 70

Wie aus der obigen Tabelle zu ersehen ist, haben den grofiten Massenanteil bel den
Molkeproteinen -Lactoglobulin, a-Lactalbumin, Serum Albumin und Immunglobuline. Zu
diesen sogenannten majoren Molkeproteinen gehdrt noch das Proteose-Pepton - ein Protein
aus der Fettktigelchenmembran und ein N-terminal es Spaltprodukt von [3-Casein durch Milch-
Endopeptidase [226]. Einige Immunglobuline (IgG;, 1gG, und IgM) und das Serum Albumin
werden nicht in der Milchdrtse produziert, sondern aus dem Blutserum transferiert. Der hohe
Anteil von B-Lactoglobulin ist im Hinblick auf die Verwendung der Molkenprodukte
problematisch, da 3-Lactoglobulin eine hohe Allergenitét aufweist. Einige Eigenschaften der
wichtigsten Molkeproteine finden sich im Anhang 8.12.

Neben den maoren Molkeproteinen kommen noch eine Vielzahl von minoren
Molkeproteinen vor. Wahrend fur die erste Gruppe bereits zahlreiche Verfahren zur
Auftrennung etabliert sind, ist in dieser zweiten Gruppe von Molkeproteinen die
Verfahrenstechnik noch nicht weitldufig etabliert. Aber gerade diese Proteine besitzen
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physiologische Eigenschaften, die sie fur Anwendungen im Babynahrungsbereich, der
Sportlererndhrung, der Diétetik und auch der Pharmazie aul3erst interessant machen.

Tab. 5.3.4: Ausgewéhlte minore Molkeproteine [227]

Konzentration Anzahl M olmasse isoelektrischer
[mg/l] Aminosaur en [kDa] Punkt
Lactoferrin 100 708 80,0 8,8
L actoperoxidase K. A. 712 80,6 8,6
Transferrin 100 704 76,0 6,7
b,-Microglobulin
(fraher: 4 98 11,6 7,8
Lactollin)
Fibronectin 40 2.265 0,3 5,6
Freie
sekretorische
Komponenten 50 K. A. K. A. k. A.
(FSC)
Butyrophilin k. A. 526 60,0 51
Ceruloplasmin k. A. 1.062 1214 54

Eines von den Eigenschaften her interessantesten Molkeproteine ist das Lactoferrin. Da es
neben der Anwendung in Sduglingsnahrung zur Zeit auch fir verschiedenste
pharmakologische Applikationen getestet wird, verspricht seine Isolierung eine hohe
Wertschopfung. Der Marktpreis fur ein Kilogramm Lactoferrrin lag 2001 bel ungeféhr 500
Euro. Es ergibt sich aus dem Molkeautkommen Deutschlands eine — rein theoretisch
mogliche — Aufarbeitung von 1.000 t Lactoferrin mit einem Marktwert von 5 Mrd. Euro.
Diese Wertschopfung kann selbstverstdndlich nicht annghernd erreicht werden, da der
Marktpreis bei einer solcher Verflgbarkeit von Lactoferrin drastisch einbrechen wiirde. Aber
selbst bel einem Marktpreis von nur 150 Euro und einem Marktvolumen von 100 t Lactoferrin
bliebe eine Wertschdpfung von 15 Mio. Euro. Man erkennt leicht, dass eine kostengiinstige
Aufarbeitung von Lactoferrin aus Molke 6konomisch sinnvoll ist. Daher wird in dieser Arbeit
ein neuartiges Verfahren zur Isolation dieses minoren Molkeproteins unter der Anwendung
von Membrantechnol ogien beschrieben.
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5.3.2 Lactoferrin —Stand der Technik

Lactoferrin (LF) ist ein Glykoprotein aus der Familie der Transferrine. Humanes Lactoferrin
wurde zum ersten Ma von Sorensen [228] als , rotes Protein® vor sechzig Jahren beschrieben
und 20 Jahre spéter durch Johansson [229] aus Muttermilch isoliert. Lactoferrin findet sich in
samtlichen exokrinen Sekreten der Sdugetiere wie Speichel, Blutplasma, Augen- und
Schleimhaut-FlUssigkeit, hauptsachlich aber in der Muttermilch. Der Gehalt an Lactoferrin ist
von der Spezies abhangig. Am héchsten ist seine Konzentration in humaner Muttermilch mit
etwa 2 g/l. Wahrend der ersten Tage nach der Geburt betragt der Lactoferrin-Anteil sogar bis
zu 10 g/l [230]. In Kuhmilch sind die Konzentrationen deutlich geringer. Sie liegen hier im
Bereich 0,02 — 0,2 g/l [231]. Die Struktur von bovinen Lactoferrin (bLF) ist Ende der
neunziger Jahre kristallographisch von Morre [232] aufgeklart worden. Mittlerweile ist die
Aminosauresequenz von acht verschiedenen Lactoferrinen aufgeklért worden (Mensch, Kuh,
Buffel, Kamel, Ziege, Pferd, Maus und Schwein [233]). Bovines Lactoferrin besteht aus
einem 708 Aminosduren beinhatenden Monopeptid-Strang, der zu zwei Schleifen (der N-
und der C-Schleife) gefaltet ist. An jede dieser zwei Zonen kann ein Fe**-lon koordinativ
gebunden werden. Die Affinitat zum Eisen ist sehr hoch (ca. 250 mal grofRer als die von
Transferrin), und erst bei sehr niedrigen pH-Werten < 2 ist die Bindung reversibel. Beim bLF
besteht eine Strukturhomologie von ca. 60 % zum Transferrin und von etwa 95 % zum
humanen Lactoferrin. Die Molmasse von Lactoferrin betragt in etwa 85.000 g/mol (Da) - je
nach Eisengehalt und Glykolisierungsgrad. Die Fahigkeit Eisen zu binden, scheint eine der
zentralen Aufgaben der Lactoferrine zu sein. Innerhalb der letzten 20 Jahre wurden aber noch
weitere Funktionalitdéten von LF entdeckt. Unter anderem wurde von verschiedenen

Arbeitsgruppen festgestellt, dass Lactoferrine

» antibakterielle Wirkung zeigen [234] (im Falle einer bakteriellen Infektion kann bei
Sdugetieren ein Anstieg der Lactoferrin-Konzentration in der entsprechenden Region
beobachtet werden [235]),

o antiviral wirken kdnnen [236],

* inhibierenden Einfluss auf die Metastasenbildung bestimmter Krebsarten zeigen [237]
(die genaue Wirkungsweise des Proteins ist noch nicht bekannt, fest steht jedoch, dass
LF wachstumsstimulierend auf Lymphocyten und Fibroplasten wirkt und somit die
korpereigenen Abwehrkréfte steigert [238]),
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eine — bisher noch nicht eindeutig gekléarte — Rolle bei neurologischen Erkrankungen
wie Multipler Sklerose spielt [239],
die Wirkung antifungaler Mittel verbessern konnen [240] und

entziindungshemmende Effekte aufweisen [241].

Man vermutet, dass diese immunologischen Effekte der Lactoferrine wahrscheinlich auf zwel

M echanismen beruhen:

Lactoferrin ist in der Lage grof3e Mengen an Eisen zu binden. Durch diesen Prozess
wird das Eisen den Bakterien entzogen, die es fur ihr Wachstum benéGtigen. Somit
wirkt LF direkt hemmend auf das Wachstum von Krankheitserregern [242, 243].
Aufféllig dabel ist alerdings, dass fur den menschlichen Organismus wichtige
Mikroorganismen in Mund und Darm nicht im Wachstum beeintrachtigt werden
[244]. LF kann aufgrund dieses Effektes zur Regulation der Mund- und Darmflora
eingesetzt werden und ist fir diese Applikation in Japan bereits auf dem Markt.

Es konnte ebenfalls festgestellt werden, dass Lactoferrin in der Lage ist, direkt an die
Zellwénde von verschiedenen Mikroorganismen zu binden. Die Zellwande werden
durch diese Anbindung permeabilisiert, was zu einem Absterben der Zellen fihrt [238,
245].

Klinische Untersuchungen zur Anwendung von Lactoferrin bel den nachfolgenden

Krankheiten oder Krankheitserregern laufen zur Zeit oder sind bereits abgeschl ossen worden:

Bronchial- * HIV1-Infektionen » Candida
Entziindungen bei * Rotavirus SA1- » Dermatophytosis
Frihgeborenen Infektionen » Saphylococcen
Athritis » Poliovirusl- » Samonellen
HCV-Infektion Infektionen * Lungentumore
HSVIUHSV2- » Helicobacter * Zungenkrebs
Infektionen pylori e Harnkrebs
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Zur Aufklarung des antibakteriellen Wirkmechanismus des Lactoferrins, wurde das Protein
durch proteolytischen Verdau fragmentiert. [246, 247]. Durch diese Untersuchungen sollte
festgestellt werden, ob spezifische Untereinheiten fir die antibakterielle Wirkung
verantwortlich sind. Bei den erzielten Fragmenten hat sich hierbel eine Sequenz in der Néhe
des N-Terminus des Lactoferrins als besonders wirksam herausgestellt. Das isolierte Peptid
besteht aus einem Ring von 18 Aminosauren, welcher durch eine Cystin-Disulfid-Bricke
zwischen den Aminosauren 19 und 36 ausgebildet wird. Dieses Peptid-Fragment hat von der
Firma Morinaga, Japan, den Namen Lactoferricin™ (=LFcin) erhalten. Gebrauchlich ist
alerdings auch der Name ,Lactoferroxin“. In Abhangigkeit vom Organismus gibt es
Variationen im Aufbau des Lactoferricins. So unterscheidet sich das Lactoferricin aus
humanem Lactoferrin (=LFcinH) sowohl in der Aminosduresequenz als auch —anzahl von
Rinder-Lactoferricin (=LFcinB), wie in der Abbildung 5.3.3 zu erkennenist.

R K K K
M % M L
N R R G
R G w A
Q P Q P
w P w s
Q R R |
F v R T
c_cC c_c
VSQPEATK IKRDSPIQCI FK VRRAF

GRRRRSVQWCA

Abb. 5.3.3:  Primérstrukturen von Lactoferricin H (links) und Lactoferricin B (rechts) [246]

Lactoferrinist in der Lage, langere Zeit in stark saurem Medium unzersetzt zu bestehen [248].
Da in den Zellen der Magenwand spezielle Rezeptoren fur Lactoferrin existieren, dient es
auch hier as Eisenlieferant — eine Eigenschaft, auf die in den Prospekten der Firmen
hingewiesen wird, die das Protein als Nahrungszusatz verkaufen. So wird Lactoferrin durch
die Lebensmittelindustrie als kdrpernahes und deshalb besonders schonendes Mittel zur
Eisenapplikation und Lebensmittelveredlung vermarktet. Typische Anwendungsgebiete sind
diétetische Lebensmittel, Sportler- und Sauglingsnahrung und probiotische Erzeugnisse
(Functional Food-Produkte). Auch in Kosmetika und pharmazeutischen Applikationen ist eine

Anwendung denkbar.

135



Kapitel 5 — Effizientere Nutzung landwirtschaftlicher Rohstoffe

Bedingt durch diese vielfdltigen Applikationen wurden innerhalb der letzten zwanzig Jahre
verschiedene Produktionsverfahren fr LF beschrieben. Diese kann man in zwei Gruppen

unterleiten:

* Klonierung der (humanes) Lactoferrin codierenden Gene in verschiedenste
Organismen

» Isolierung und Aufarbeitung aus Milch oder Molke

In der ersten Gruppe ist als prominentester Vertreter sicherlich das Rind ,, Herman* zu nennen
[249]. Er trégt das Gen fur humanes LF in seinem Erbgut. Die Milch seiner weiblichen
Nachkommen enthalt somit das gewlnschte Protein. Des weiteren sind LF codierende Gene
in Insektenzellen [250], Pflanzen [251], Hefe [252] und Mé&usen [253] kloniert und zur
Expression gebracht worden. Rekombinante Proteine sind fir Anwendungen in der Medizin
sicherlich sehr wertvoll. Im Bereich der Erndhrung stellen sie zur Zeit immer noch ein grof3es
Akzeptanzproblem dar. Daher isolieren immer mehr Firmen in Japan, USA und Westeuropa
(vor alem in den Benelux-L&ndern) das Lactoferrin aus der Molke [254]. In der Literatur sind

dabel Verfahren unter der Verwendung von

e Membranfiltration mit Ultrafiltrationsmembranen [255] (die geringe Auflésung bei
Membranfiltrationen fihrt aber nur zu ungentigend reinen Proteinfraktionen),

» Anionenaustauschchromatographie [256],

» Kationenaustauscher vom Carboxymethyl-Typ [257],

» Kationenaustauscher vom Sulfopropyl-Typ [258],

» Kationenaustauscher vom Cellulosephosphat-Typ [259],

» Metallaffinitéts-Chromatographie [260],

» Hydrophobe Interaktions-Chromatographie [ 258],

» Gdfiltrations-Chromatographie [261],

o Affinitdts-Chromatographie mit Heparin [262],

o Affinitdts-Chromatographie mit Ferritin [263],

o Affinitdts-Chromatographie mit Cibacron Blue F3G-A [264],

o Affinitdts-Chromatographie mit DNA modifizierter Agarose [265] und

» Affinitdts-Chromatographie mit monoklonalen Antikérpern gegen Lactoferrin [266]
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beschrieben. Es handelt sich dabei nicht nur um bLF-Isolierungen aus Sifimolke, sondern
auch um Isolierungen aus anderen Molken (z.B. Sauermolke) oder Milch und um Lactoferrin
anderer Spezies (z.B. Human-LF oder Schweine-LF). Die Methoden sind austauschbar, da der
isoelektrische Punkt von Lactoferrin bei allen Speziesim basischen Bereich liegt. Dieser hohe
isoelektrische Punkt wird auch bei der Isolierung mittels Membranadsorbern [204, 267, 268]

ausgenutzt. Auf dieses Verfahren soll nun ndher el ngegangen werden.

5.3.21 Membranadsorber als Trenntechnik von M olkeproteinen

Chromatographische Prozesse, bel denen mittels lonenaustausch, Affinitétsbindung oder
Grolenausschluss Proteintrennungen Uber Membranen vorgenommen werden, sind seit
Anfang der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts bekannt [269]. Die Verwendung von
Membranen als stationdre Matrix bei chromatographischen Prozessen ermdglicht

» geringere Produktionskosten,

» hohe Flusse, dadie Adsorption nicht diffusionslimitiert ablauft (die
Austauschergruppen befinden sich direkt auf der Oberflache der Membran),

* eine einfache Handhabung und

* durch verschiedenste Modulformen ein einfaches Up-Scaling.

Die Steigerung der Effizienz der Auftrennung durch maximalen Durchsatz ist die Grundidee
bei der Verwendung von modifizierten, makroporésen Membranen als stationare Matrix in
der FHussigchromatographie. Makroporose Membranen koénnen durch  chemische
Modifizierung verschiedenste Funktionalitdten erhalten. Kommerziell erhdtlich sind
lonenaustauschmembrane mit stark sauren Tauschergruppen (Sulfonséure), schwach sauren
Gruppen (Carbonséuren), stark basischen Tauschergruppen (Quartdres Ammonium) und
schwach basischen Gruppen (Diethlyamin). Weiterhin erhétlich sind Membranen, die
chelatisierende Gruppen wie Iminodiacetat tragen. Diese Membransadsorber sind in den
verschiedensten Bauformen vom Laboreinsatz bis hin zur industriellen Grof3anlage erhdtlich.
Zur Isolierung von bLF wurden Membranadsorber der Sartobind® Factor-Two Family der
Sartorius AG, Gottingen, eingesetzt. Die verwendeten Module bestehen aus einer Sartobind®
Membran, die gleich einer Papierrolle auf einem zylindrischen Trager aufgewickelt und
anschliefiend verkapselt worden ist. Als funktionelle Gruppen tragen die Membranen
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Sulfonsauregruppen (Kationenaustausch). Erhéltlich sind Module mit einer Baugrdf3e von
0.12 m? bis 8 m? wobei neben der Membranflache auch die Anzahl der Membranlagen
zwischen 15, 30 oder 60 Lagen variiert werden kann. Die Module werden im Dead-End-
Modus von Innen nach Auf3en durchstromt (s. Abb. 5.3.4). Der innere Zylinder verteilt dabel
die Feed-Losung gleichméldig auf die Membranoberflache. Das Permeat wird am unteren
Ende des Moduls gesammelt und nach AulRen gefiihrt. Fir grof3e Anlagen kénnen die Module
sowohl parale asauch in Reihe geschaltet werden.

Fingang/Feed

Innerer '
Kem
Kanal
Aulerer Kanal
Membranlagen —

Ausgang/
Permeat

Abb.5.3.4:  Schemazeichnung eines Membranadsorbermoduls der Sartobind® Factor-Two
Family [Quelle: Sartorius AG]

Die Module konnen mit sehr hohen Flissen beladen und eluiert werden, da die
Tauschergruppen direkt auf der Oberflache der Membranporen liegen und die Molekdile nicht
erst durch Porendiffusion zu den Bindungsstellen gelangen missen. Dadurch ergeben sich
deutlich kirzere Zykluszeiten as bei herkdmmlichen saulenchromatographischen Verfahren.
Da die Membranen auch bel hoheren Driicken so gut wie keiner Kompression unterliegen und
dadurch die Druckverteilung im Inneren des Moduls eine laminare Stromung erreicht wird,
ergeben sich schmale Elutionspeaks. Ein weiterer Vorteil der Adsorber ist das ,, Cleaning-in-
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Place (CIP)“, welches die Betriebskosten erniedrigt und die Effizienz dieses Verfahrens in
Hinblick auf die Raum-Zeit-Ausbeute im Gegensatz zur Saulenchromatographie verbessert.

Typische Applikationen von Membranadsorbern sind die Aufkonzentrierung von Proteinen
oder Antikérpern, die Entfernung von Verunreinigungen wie Endotoxinen oder DNA und die
Entfernung von Viren aus pharmazeutischen Praparaten. Gebauer und Kula [269] und andere
Autoren [270, 271] beschreiben die Aufarbeitung von Humanem Serum Albumin (HSA) aus
Blutserum mittels der Membranadsorbertechnik. Tabelle 5.3.5 zeigt den Vergleich dieses
Verfahrens mit einer herkbmmlichen Aufreinigung mittels Fast-Flow-Sepharose [272].
Obwohl die dynamische Kapazitdat der Membranadsorber um den Faktor 10 niedriger ist as
das der Fast-Flow-Sepharose, ist das Verfahren um den Faktor 9 effizienter. Dieses liegt an
den deutlich kirzeren Zykluszeiten bei der Verwendung von Membranen als stationére Matrix

in der Austauschchromatographie.

Tab. 5.3.5: Aufreinigung von HSA mittels einer Tandem-Membranadsorber-Anlage

(kombinierte Anionen- und K ationenaustauschchromatographie) [269]

Fast flow Sepharose| Sartobind
(DEAE/CM) MAS550 (Q/S)

Flussrate (mL/min) 2.150 820
Anionenaustausch
-HSA Produktivitét [g/Lh] | 26 79
-Zykluszeit [min] 70 5.6
-Druckabfall [bar] 3 0.2
-Ausbeute [%] 99 94
-dyn. Kapazitdt HSA [g/l] |31 7.5
K ationenaustausch
-HSA Produktivitét [g/lh] |26 40
-Zykluszeit [min] 70 45
-Druckabfall [bar] 3 0.2
-Ausheute [%] 95/97 99/82
-dyn. Kapazitét HSA [g/l] | 30 3.0
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Weitere Proteine fur pharmazeutische Anwendungen, die mittels Membranadsorber-
technologie aus Plasma isoliert werden, sind IgG (im Mal3stab vonl0 t/a), Faktor VIII und
Proteaseinhibitoren [273]. Zur Aufarbeitung von Lactoferrin macht man sich den hohen
isoelektrischen Punkt des bLF zunutze. Mit einem pl von 8,8 liegt es auch bel hohen pH-
Werten kationisch vor. Alle weiteren Molkeproteine mit der Ausnahme der Lactoperoxidase
(LP) (pl 8,6) haben deutlich niedrigere pl-Werte und liegen neutral oder anionisch in der
Molke vor. Somit kann man bLF und Lactoperoxidase durch einen Kationenaustausch von
den restlichen Molkeproteinen abtrennen. Die Gewinnung von Lactoferrin unter Einsatz von
Kationenaustauscher-Saulen ist in Japan und den USA bereits groftechnischer Standard.
Membranadsorber erlauben im Vergleich zur Saulenchromatographie schnellere Zykluszeiten
(s. Tabelle 5.3.5) und somit grofRere Raum-Zeit-Ausbeuten. Weiterhin ist der Bedarf an
Elutions- und PufferlGsungen geringer, was einen weiteren 6konomischen und 6kologischen
Vorteil mit sich bringt.

Bel dem Einsatz von Membranadsorbern muss in den meisten Féllen vor der eigentlichen
Isolierung eine Reinigung des Auftragungsmediums erfolgen. Methoden wie
Feststoffseparation, Zentrifugation oder auch die Caseinfdlung sind aber nur flr
Forschungszwecke im Labormalistab sinnvoll. Fir den industriellen Bedarf ist der Einsatz
einer kontinuierlichen Cross-Flow-Filtration vorzuziehen. Dieses gilt im besonderen bei der
Aufreinigung von Molke zur Gewinnung von bLF. Ein direktes Auftragen der Molke auf die
Kationentauschermembran ist auf keinen Fall moglich. Dieses wirde zum augenblicklichen
Verstopfen der Module fuhren. Daher musste als erster Schritt eine Cross-Flow-Filtration der
Molke redlisiert werden, die bel sehr geringer Retention von bLF eine gleichbleibende
Permeatqualitét liefert, die ohne Gefahr der Verblockung auf die Module aufgetragen werden
konnte.

5.3.2.2 Aufbau einer Technikumanlage zur Isolation von bLF aus Molke

Ein Downstream-Prozess zur Isolation von bLF aus Molke ist aus industrieller Sicht nur dann
von Interesse, wenn er neben der 6konomischen Rentabilitét die Voraussetzungen erfillt, dass
er

» sichindie bestehenden Prozessabléufe integrieren l&sst,
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» die Produktivitét des Gesamtprozesses in Hinblick auf Lactose, Molkepulver etc. nicht

beeainflusst und

* kontinuierlich betrieben werden kann.

Erster Schritt, um diese Bedingungen erflllen zu konnen, war die Etablierung einer
kontinuierlichen Cross-Flow-Filtration, die die Molke derart aufbereitet, dass das Permeat
ohne die Gefahr einer Verblockung auf die Membranadsorber aufgetragen werden kann und
alle anderen Prozessstrome in die etablierten Molkeaufbereitungsschritte zurtickgefuhrt
werden kdnnen. Ein solches Prozessschemaiist in der Abbildung 5.3.5 wiedergegeben.

Molke

|

Vorreinigung

Crossflow-
Filtration

!

Permeat mit
Lactoferrin

|

Dead-End-
Schutzfiltration

v

| Membranadsorber |
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‘ R Lactoferrin-
- analytik

A

| e |
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Cross-flow WPC 30 Entsalzung/
MWCO 15kDa WPC 35 Aufkonzentrierung

i

L actose-Gewinnung

|

l

Lyophillisierung/
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Abb.5.3.5: Schematische Darstellung der Lactoferrin-Gewinnung [nach 274]
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Wie weiter oben beschrieben worden ist, kdnnen bei einer Cross-Flow-Filtration verschiedene
Betriebsweisen und Modultypen (Platten- oder Rohrmodule) verwendet werden. Zur
Aufreinigung der Molke wurden zuerst Plattenmodule in einer Filtrationsanlage der Firma
Sartorius AG, Gottingen, eingesetzt. Vom gegebenen Trennproblem her, der Abtrennung von
gelosten Proteinen von Schwebstoffen, sollte eine Mikrofiltration durchgefihrt werden. Zur
Abtrennung eines relativ kleinen Proteins, wie das bLF es mit einer Molmasse von 80 kDa
darstellt, sollte es im Prinzip unerheblich sein, welche Porengréle des
Mikrofiltrationsbereiches verwendet wird. Die Permeation von bLF sollte sich bel 0,2 um
ahnlich gut verhalten wie bei 1,2 um. Je geringer die Porengrof3e, desto eine bessere Qualitat
des Permeates sollte sich ergeben. Die Qualitét des Permeates wurde anhand der Transmission
bei 600 nm gegen Wasser bestimmt. Dabei wurde als Mindestgitekriterium eine
Transmission von 30 ermittelt [275]. Permeate mit geringerer Transmission konnen nicht auf
die Membranadsorber aufgegeben werden, da es zu Verblockungen des Membranadsorbers
fuhren wirde. Das zweite Guitekriterium ist die Permeation des Lactoferrins. Ein besonders
klares Permeat kann wirtschaftlich vdllig unbrauchbar sein, wenn das bLF im Retentat
verbleibt. Hier wurde festgelegt, dass die Permeation bei 90 % liegen sollte. Fir eine
industrielle Umsetzung der Verfahren miissen weiterhin entsprechend hohe Permesitfllisse bei
hoher Uberstromung der Membran zu realisieren sein. Dieses ist aber in erster Linie ein
Problem des Up-Scalings und wurde daher bei den ersten Versuchen niedriger gewichtet as
die beiden ersten Gutekriterien.

Bel der Filtration von realen Medien sind die beschriebenen unspezifischen
Wechselwirkungen und die damit verbundene Ausbildung der Sekundérmembran von
entscheidender Bedeutung. Aufgrund der Zusammensetzung des Mediums kann zwar eine
gewisse Vorauswahl der Filtermaterialien erfolgen. Die letztendliche Festlegung auf Filtertyp
(Modul & Material) kann in der Regel aber nur auf empirischem Wege erfolgen. Aus diesem
Grunde wurden fur die Abtrennung von bLF aus Molke verschiedenste Membranmaterialien
wie Celluloseacetat (CA) und -nitrat (CN) sowie Hydrosart® (HS) getestet. Bei
Celluloseacetat und —nitrat handelt es sich um symmetrische Membranen. Hydrosart® ist eine
asymmetrische Membran, da die eigentliche Membran zusétzlich auf einem Stitzvlies
aufgebracht ist. Durch diesen Aufbau wird die mechanische Stabilitdt deutlich erhoht.
Welterhin ist bel diesem Membrantyp die chemische Stabilitét gegentiber L 6semitteln, Sauren
und Laugen durch Modifikationen der Cellulosematrix verbessert worden. Hydrosart® ist

stabil im pH-Bereich 1 — 14, allerdings instabil gegentiber oxidierenden V erbindungen.
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Fur das Membranscreening wurde eine UTMP (Uniform Transmembrane Pressure)-Cross-
Flow-Filtration verwendet. Diese Technik wird auch als CPF (Co-current Permeate Flow)
oder von Alfa-Laval als Bactocatch bezeichnet. Mit dieser Versuchsanordnung kann der
Druck, der sich entlang der Membran aufbaut (TMP), reguliert werden und somit konnen
Fouling-Effekte vermindert werden. Die Abbildung 5.3.6 zeigt den Aufbau einer solchen
Filtrationseinheit.

Retentat-Zyklus

/'/, Permeat-Zyklus

u @

v

Molke Permeatabfluld

Abb. 5.3.6:  Uniform Transmembrane Pressure Cross-Flow-Filtration von Molke [275]

Bel der UTMP-Anordnung wird auch auf der Permeatseite ein Pumpzyklus etabliert und der
TMP Uber die Pumpengeschwindigkeit eingestellt. Wahrend bei der konventionellen
Anordnung auf der Retentatseite eine grof3e Druckdifferenz zwischen Ein- und Ausgang
besteht, sind die Druckverhaltnisse auf der Permeatseite konstant niedrig. Durch diesen Effekt
veréndert sich der TMP nicht linear entlang der Membran. Am Eingangsbereich des Moduls
ist er am groften und fahrt dort zu frihzeitigen Foulingerscheinungen. Dieses bedingt eine
ineffiziente Ausnutzung der gesamten Membranfléche. Dieses kann bel der UTMP-
Anordnung weitestgehend vermieden werden. Durch einen Druckabfall auf der Permeatseite
wird ein konstanter TMP Uber die gesamte Membranflache erzeugt, was ein schnelles
Verblocken einzelner Membranflachen verhindert. Ein weiterer Vorteil von UTMP besteht in
der Mdglichkeit, eine Rickspulung (Backflushing) von Permeat ins Retentat durchzufihren,
um die Deckschicht auf der Membran zu vermindern und so langere Standzeiten der Module

ZuU erreichen.
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Zur Bewertung unterschiedlicher Membrantypen hinsichtlich der Filtrationsleistung von
Molke mussten die Betriebspunkte der Membranen bestimmt werden. Dafir wird das
Medium im Recycled Batch-Modus filtriert, d.h. das gewonnene Permeat wird dem System
wieder zugefthrt, um dessen Zusammensetzung konstant zu halten. Ausgehend von einer
hohen Uberstromung und einem TMP von Null, also keinem Permeatfluss, wird die
Permeatpumpe schrittweise heruntergeregelt und somit ein immer hoherer TMP generiert.
Vor jeder Neueinstellung des TMP muss das System den Gleichgewichtszustand erreicht
haben (ca. 30 min), dann werden TMP und Permeatfluss bestimmt. Durch die Auftragung des
TMP gegen den Permeatfluss kann der maximale TMP abgelesen werden, ab dem eine
Druckerhéhung keinen Einfluss mehr auf den Permestfluss hat. Bei diesem Ubergang vom
druckabhangigen in den druckunabhangigen Filtrationsbereich handelt es sich um
Foulingeffekte, die die Membran bel zunehmendem TMP immer mehr verblocken. Die
Abbildung 5.3.7 zeigt ein Beispiel eines solchen Verlaufes des Permeatflusses.
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0,4 0,6 0,8

TMP [bar]

Abb. 5.3.7: Bestimmung der Arbeitspunkte eines Membranmoduls mit der Porengrof3e
1,2 um [275]

Bei der eingesetzten Filtrationsapparatur handelte es sich um eine Anlage des Typs
Sartocon Il der Firma Sartorius. Eine solche Anlage kann mit bis zu zehn Filtrationskassetten
besttickt werden. Die Membranen eines solchen Moduls sind abwechselnd mit Spacern fest in
die Kassette eingeschweift. Der Graph zeigt deutlich, dass der Ubergang in den
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druckunabhéangigen Bereich bel einem TMP von ca. 0,4 bar erfolgt. Ein Absenken des TMP
nach dem Eintritt in den druckunabhangigen Bereich hat deutlich verminderte Permeatflisse
zur Folge, was auf die aufgebaute Fouling-Schicht zurtickzufiihren ist. Das Filtrieren mit
hoheren Transmembrandrticken a's 0,4 bar fuhrt also zu vermehrtem Verblocken des Moduls
ohne Erhdhung des Permeatflusses und ist somit zu vermeiden. Dieser Arbeitspunkt wurde
bei allen getesteten Plattenmodulen gefunden.

Tab. 5.3.6:  Einfluss der Porengrof3e auf die Filtrationsergebnisse (Transmission der
Molken 10 — 20 %) [275]

Membrantyp | Filtrationstemperatur | Retention von | Transmission Mittlerer
[°C] bLF [%] des Permeates | Permeatfluss
[%] [1/(m*h)]
HS 1,2 um 50 <10 20—-25 120-130
HS 0,8 um 50 10 25-30 50-70
HS 1,2 um 10 <10 20—25 80 — 100
HS 0,8 um 10 10 25-30 40-50
CA 0,65 pum 10 20-30 50— 60 30-40
HS 0,45 pm 10 45-55 75-85 25

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, sind die geforderten Gutekriterien (Transmission min.
30%; Retention <10%) bei keiner der eingesetzten Membrantypen zufriedenstellend erfullt.
Auch die Variation der Porengrof3e oder der Filtrationstemperatur erbrachte keine deutliche
Verbesserung. Obwohl die gewahlten Porendurchmesser eine vollsténdige Permeation des
bLF erlauben sollten, verbleiben z. B. bel der Verwendung einer 0,45um HS-Membran 50 %
des Lactoferrins im Retentat. Dieses wird durch das Membranfouling verursacht. Es scheint,
dass bLF ausgepragte unspezifische Wechselwirkungen mit der Membranoberflache eingeht
oder das andere Bestandteile der Molke dieses tun und die gebildete Deckschicht eine
Permeation des bLF verhindert. Esist mdglich, diese Foulingeffekte durch hohe Scherraten zu
minimieren. Dieses kann einerseits durch die Erhdhung der Uberstromungsgeschwindigkeit
oder anderseits durch Wechsel der Modulgeometrie erfolgen. Bei zu hohen
Uberstromungsgeschwindigkeiten nimmt die mechanische Belastung der Membranen zu und
es kann zum Bruch des Membrangewebes kommen. Aus diesem Grunde wurden
Hohlfasermodule fur die Molkefiltration getestet. Bel dieser Modulform kann die Molke
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ungehindert durch den Kanal flieen (Lumen 1 mm), wéahrend in Plaitenmodulen die
einzelnen Membranen durch Nylonspacer getrennt werden missen. Dadurch ergeben sich im
Kanal wesentlich hthere Scherraten, die den Aufbau einer Deckschicht (Fouling) minimieren.
Bei Suspensionen und kolloidalen Ldsungen kann zusétzlich ein , turbular pinch effect” [206]
auftreten; dabel bewegen sich die Partikel von der Membranwand weg in die Mitte des
Filtrationskanals. Untersuchungen zeigten [275], dass unter identischen Flussbedingungen die
Scherrate im Hohlfasermodul um 289% héher liegt als in einem vergleichbaren Plattenmodul.
Daher wurde das Membranscreening ausgeweitet. Es sind neben Plattenmodulen mit hohen
Scherraten der Firma Danish Separation Systems (DSS) auch Rohr- und Kapillarmodule von
ENKA-Microdyn, eine keramische Membran von APV sowie ein Spiramodul der Firma
Koch-Abcor getestet worden. Das Ergebnis dieser Versuche ist in der nachfolgenden Tabelle
dargestellt.

Tab.5.3.7:  Ergebnisse der Molkenfiltration mit verschiedenen Modulen [204]

K och- ENKA- DSS APV

Abcor Microdyn

02pum | 02um | O 4pum | 1.0um | Olpum | O2um | 045um | 0,8 pm

Spiram. Rohr | Kapillar | Rohr | Plattenm | Plattenm | Plattenm | Keramik

Transmission gy nm 54 80 80 23 70 73 20 70-90
Ret.-fluss[I/h] 1400 1600 560 1350 570 570 570 2000
Perm.-fluss [I/m?h] 45 450 200 1150 45 50 90 60
Permeation LF [%] 35 90 55 85 10 0 50 -0 | 40-0

Die Tabellenwerte zeigen deutlich, dass die Rohrmembran der Firma ENKA-Microdyn mit
einer Porengrof3e von 0,2 um die besten Ergebnisse liefert: Die Transmission liegt weit Gber
dem Mindestwert von 30, die Permeation von Lactoferrin liegt bel 90 % und der Permeatfluss
stabilisiert sich bei 450 1/(m*h). Es kommt aufgrund der hohen Uberstrémung entlang der
Membranoberflache (Uberstrémung=620 cm/sec, Scherrate=8970 1/cm) zu keinem Fouling;
sowohl die Permeation von Lactoferrin als auch der Permeatfluss bleiben tber die gesamte
Filtrationszeit hinweg konstant. Nachdem sich dieses Modul als zur Molkenfiltration geeignet
erwiesen hat, ist ein Upscaling durchgefiihrt worden. Bei der Filtration von 1000 | Molke ist
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ein Modul mit einer Membranflache von 1 m? eingesetzt worden. Den Verlauf der Filtration
dokumentiert die folgende Abbildung.
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Abb.53.8: Molkenfiltration mit 0,2um ENKA-Microdyn-Rohrmembran, T=50°C, Mem-
branflache=1m? [276]

Die Permeation von Lactoferrin liegt Gber die gesamte Filtrationszeit hinweg bei Gber 95 %,
wahrend sich der Permeatfluss bei 300 I/(m*h) stabilisiert. Innerhalb der ersten 30 Minuten
steigt der Permeatfluss, wahrend das System auf Betriebstemperatur gebracht wurde und nach
Abschalten des Wéarmetauschers nach 2 Stunden félt er stark ab. Dieses deutet auf eine
Temperaturabhéngigkeit des Filtrationsprozesses hin. Mit dem Einsatz des ENKA-Microdyn-
Rohrmoduls zur Vorfiltration konnen grof3e Mengen Molke in kurzer Zeit zur Auftragung auf
die Adsorberstufe aufbereitet werden. Die erzielte Filtrationsleistung von 300 I/(m?h) liegt um
den Faktor drei hdher als bei den zuvor eingesetzten Plattenmodulen.

Nachdem das Filtrationsproblem durch den Einsatz des Polypropylen-Rohrmoduls geldst
worden ist, konnte ein weiteres Upscaling durchgefiihrt werden. Bei der Filtration von 1000 |
Diinnmolke ist eine Microdyn-Komplettanlage mit einer Membranflache von 4 m? (4 Module

zu je 1 m?) in den Versuchsaufbau integriert worden.
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Abb.53.9:  Molkenfiltration mit 0,2 um Microdyn-Rohrmembran, Membranflache
4 m?[276]

Die Permeation von Lactoferrin liegt Uber die gesamte Filtrationszeit hinweg bei Gber 80%
und steigt im Verlauf des Versuches kontinuierlich auf bis 96 % an. Dieser Anstieg ist
dadurch zu erkléren, dass der Versuch im recycled-batch-Modus ausgefihrt worden ist. Das
Retentat wird in den Vorlagebehélter zurtickgefiihrt und die Molke im Verlauf der Filtration
aufkonzentriert. Damit steigt auch der Lactoferringehalt im Filtrationsmedium an. Der
mittlere Permeatfluss liegt mit 200 1/(m?h) unter den Werten, die mit der 1 m*Anlage erzielt
wurden. In Abbildung 5.3.9 wird wieder die Temperaturabhangigkeit der Filtrationsleistung
deutlich. Fettreste im Filtrationsmedium setzen sich bei tiefen Temperaturen (begonnen wird
die Filtration mit Molke bel 10°C) auf der Membranoberflache ab und verringern sowohl
Permeation als auch Permeatfluss. Mit zunehmenden Temperaturen werden diese Fettreste
wieder von der Membran gel6st und Fluss und Permeation steigen an. Es zeigt sich aber, dass
durch die Verwendung einer ENKA-Microdyn-Rohrmembran ein Permeat erzeugt werden
kann, welches die geforderten Gutekriterien erflllt. Die weitere Aufarbeitung des Permeates

mittels Membranadsorber wird nun im Folgenden beschrieben.

Die Kationenaustauscheranlage (Membranadsorber) wurde direkt an die Filtrationsanlage
gekoppelt, um die Problematik der Nachtribung der Permeate, die eine Auftragung auf den

Adsorber erschwert oder sogar unmoglich macht, zu umgehen. In Laboratoriumsversuchen
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wurden vorab die dynamischen Kapazitéten der verwendeten Module und ein optimales
Elutionsprofil zur Trennung der Lactoperoxidase und des bLF erarbeitet. Unabhangig von der
ModulgréRe wurde eine dynamische Kapazitat von 0,2 pg Lactoferrin/cm?® ermittelt. Die
verwendete Technikumanlage bestand aus insgesamt 4m? Membranflache mit einer
Gesamtkapazitdat von 8 g Lactoferrin. Die maximal erreichbaren Volumenstrome fir diese
Anlage betragen 600 I/h.

Dead End-Schutzfilter 0,7 Bm
Sartofine PP 5580505W3 |

2 x S05K-15-12 I
in Serie

Abb. 5.3.10: Automatisierte Technikumsanlage mit 2 SO5k-15-12-Modulen in Serie [276]

Die Anlage ist von der Firma Sartorius AG, Goéttingen, automatisiert worden. Die
Auftragungszyklen wurden zeit- bzw. volumengesteuert programmiert und online via
Infrarot- und Leitfahi gkeitsmessung verfolgt.

Beim Kationenaustausch werden bLF und Lactoperoxidase gegen Natriumionen in der Molke
ausgetauscht und binden so auf der Oberfléche der Membranadsorber. Durch einen NaCl-
Gradienten konnen sie von der Membran eluiert werden. Wichtig ist dabei die Abstufung des

Gradienten, um das bLF moglichst vollsténdig von der Lactoperoxidase abzutrennen. In
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Abbildung 5.3.11 sind die Anteile an LP und bLF in den Einzelfraktionen bei einer Elution
mit einem Stufengradienten (0,2 — 1,0 M NaCl) dargestellt. Uber 90 % der LP eluieren bei
0,2M NaCl. Der Grofleil des bLF wird ab einem Gradienten von 0,3 M NaCl eluiert. Ab
0,6 M NaCl konnen keine LP oder bLF-Anteile mehr in den Fraktionen nachgewiesen

werden.
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Abb.5.3.11: Trennung von bLF und LP durch Elution mittels eines NaCl-Gradienten
(Kationenaustausch an Sartobind S) [275]

Wie in der Abbildung zu erkennen i, tritt bei 0,2 M NaCl bereits eine Elution von ungefahr
15 % an Lactoferrin auf. Daher sollte die Trennung von LP und bLF bis zu eéinem Gradienten
von 0,2 M NaCl abgeschlossen sein, da sonst der Lactoferrinverlust zu grofd wird und der
Prozess dadurch droht unrentabel zu werden. Der Gradient wurde daraufhin im Bereich bis
0,2 M NaCl nadher charakterisiert (Abbildung 5.3.12). Dabei zeigte sich, dass ca. 80 % der LP
bis 0,15 M NaCl eluiert werden. Der bLF-Verlust ist mit knapp 5% sehr klein. In der
Lactoferrin-Fraktion (0,2 und 1,0 M NaCl) befinden sich noch etwa 20% der
Lactoperoxidase. Nach Entsalzung und Gefriertrocknung wurden die Auswaagen der
Einzelfraktionen bestimmt. Der Absolutgehalt der Lactoperoxidase im Lactoferrin liegt
demnach unter 5 %, es ergibt sich also eine gute Reinheit des isolierten Lactoferrins (> 95 %).
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Abb. 5.3.12: Trennung von bLF und LP durch Elution mittels eines NaCl-Gradienten;
Optimierung des Gradienten (K ationenaustausch an Sartobind S) [275]

Zur Isolierung des Lactoferrins ist ein Zweistufeneluent (0,15 M NaCl / 1 M NaCl)
ausreichend. Ist man bestrebt, die Lactoperoxidase in moglichst reiner Form als Nebenprodukt
mit zu isolieren, so ist eine Dreistufenelution notwendig, wie sie in der Abbildung 5.3.13
dargestellt ist.
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Abb.5.3.13: Anteile an Lactoferrin und Lactoperoxidase in den Einzelfraktionen in der
Dreistufenelution (0,1 M NaCl, 0,175 M NaCl, 1 M NaCl) [275]
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Durch das dreistufige Elutionsprofil erhdlt man bei 0,1 M NaCl eine LP-Fraktion, die nur
geringe Anteile an bLF enthélt. Des weiteren wird eine Mischfraktion aus LP und bLF bei
0,175 M NaCl erzeugt, die notwendig ist, um hohe Verunreinigungen von LP im bLF zu
vermeiden. Bei der Konzentration von 1 M NaCl wird schliefdlich die Hauptfraktion bLF
gewonnen, die nur noch zu 5% mit LP verunreinigt ist. Die Festlegung der
Elutionsgradienten fur eine optimale Trennung beider Proteine stellt einen wichtigen Schritt
im gesamten Prozess dar. Im abschlief3enden Down-Streaming kann die Reinheit nur minimal
verbessert werden. Die Reinheit des Lactoferrins wird letztlich durch die Wahl des Gradienten

bel der Elution vom Membranadsorber bestimmt.
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Abb. 5.3.14. Typisches Beladungs- und Elutionsprofil bei der Aufarbeitung von bLF und LP
aus Molke (2-stufige Elution) [204]

Entscheidend fur die Rentabilitét des Prozesses ist neben der Ausbeute sowohl die Laufzeit
einer jeden Auftragung als auch die Anzahl der Zyklen, die gefahren werden kdnnen, bevor
die Adsorberstufe verblockt und einer Reinigung unterzogen werden muss. Die zunehmende
Verblockung der Kationenaustauschermembran macht sich am steigenden Gegendruck der
Anlage und somit an abnehmenden Flissen bemerkbar. Die nachstehende Tabelle

dokumentiert eine Reihe solcher Auftragungen.
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Tab.5.3.8:  Auftragungen von 690 | Molkenpermeat auf den Kationenaustauscher [276]

Per meat- Auftragungs- bL F-Gehalt Zykluszeit
Auftragung volumen geschwindigkeit | 1M-NaCl-Fraktion [min]
[1] [I/min] [9] [%]
1 20 7.8 6.044 88.95 15,1
2 200 7 7.001 87.51 16,7
3 100 6.5 6.715 88.94 17,8
4 100 6 6.673 88.38 20,2
5 100 5.7 6.152 81.48 235
6 100 52 5.303 70.24 32,2

Es konnten 6 Zyklen mit Molkenpermeat ohne Reinigungsstufe hintereinander durchgefihrt
werden. Von Auftragung zu Auftragung muss die Flussgeschwindigkeit gedrosselt werden, da
der Gegendruck der Anlage zunimmt. Dadurch verlangern sich die Zykluszeiten
kontinuierlich. Die Regeneration der Austauschermembran durch die Elution von Lactoferrin
im Salzgradienten ist also nicht vollstandig. Nach den ersten vier Auftragungen sinkt auch die
Ausbeute an Lactoferrin. Die Module sind zu diesem Zeitpunkt bereits so stark belegt, dass
das Lactoferrin nicht mehr optimal mit den Austauschergruppen der Membranen
wechsaelwirken kann; der Prozess nimmt an Effizienz ab. Spétestens nach der sechsten
Auftragung muss somit ein Reinigungszyklus (Natronlauge, Zitronenséure) gefahren werden.

Die Lactoferrin enthaltende Elutionslésung aus der Membranadsorberstufe hat einen
Salzgehalt von 1 Moal/l. Das Natriumchlorid muss aus der Proteinldsung entfernt werden, da
das Lactoferrin sonst degeneriert und seine biologische Aktivitat verliert. Jeder
Auftragungszyklus in der Technikumanlage liefert in etwa 6 | Salzldsung; es fallen also pro
Versuchsreihe ca. 30 | zu entsalzende Lactoferrinldsung an. Als hierfir geeignet erwiesen hat
sich eine Ultrafiltrationsanlage (LabStak® M20, Danish Separation Systems) mit einer
Filtrationsflache von 0,72 m?. Verbunden mit der Entsalzung, die iber die Messung der
elektrischen Leitfahigkeit verfolgt werden kann, ist eine Aufkonzentrierung der Proteinl 6sung

von 30| auf 51. Die Abbildung 5.3.15 zeigt einen solchen Entsal zungsprozess.
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Abb. 5.3.15: Entsalzung der bLF-haltigen Eluate (30 ) mit einer DSS-Ultrafiltrationsanlage,
A = 0,72 m*, MWCO = 20 kDa[276]

Nach ca drei Stunden kann die Ultrafiltration beendet werden. Die erhaltenen 5 |
Lactoferrinlésung wurden anschliefend mit einem Wickelmodul (Koch-Abcor, A = 0,2 m?,
MWCO 20 kDa) weiter aufkonzentriert und abschlief3end lyophilisiert. Diese Aufarbeitung ist
mit einem 20 %igen Verlust an bLF verbunden. Durch weitergehende Untersuchungen [277],
die an dieser Stelle nicht ndher dargestellt werden sollen, konnte der Erhalt der biologischen
Aktivitdt des so aufgereinigten bLF sichergestellt werden. Ebenfals etabliert wurden
verschiedene Verfahren zur Kontrolle der Reinheit des Lactoferrins [278, 279], um die

Effizienz des Downstream-Prozesses zu Uberprufen.

5.3.3 Abschatzung der Auslegung einesindustriellen Prozesses

Inwieweit sind diese Ergebnisse nun im Sinne einer 6konomischen V erfahrensentwicklung
nutzbar? Um eine Abschézung treffen zu konnen, wurde basierend auf den erzielten
Leistungen der Technikumanlage eine Produktionsanlage fur bLF rechnerisch ausgelegt. Die
Betrachtungen beziehen sich dabel nur auf den Prozessschritt der Membranadsorber. Die
Dimensionierung wurde derart gewdhlt, dass eine Integration in einen bestehenden

Molkeverarbeitungsprozess erfolgen konnte. Die monetéaren Angaben tber Abschreibungen

154



Kapitel 5 — Effizientere Nutzung landwirtschaftlicher Rohstoffe

und Betriebskosten sind in Kooperation mit industriellen Partnern ermittelt worden. Fir den
Betrieb der Anlage wurden die folgenden Rahmenbedingungen festgel egt:

* Verarbeitungskapazitat von Molke: 100.000 t/a

* Betriebsdauer: 20 h/d; 300 d/a
7.140 kg

80 m?

o Jahresproduktion an bLF:

* Bendtigte Membranflache:

Will man eine Kostenabschdtzung durchfihren, so missen die sogenannten Fixkosten
(Anschaffungskosten der Anlage) und die variablen Kosten (Betrieb) der Anlage mdoglichst
genau kalkuliert werden. Diese Kosten sind fir die Membranadsorberstufe in Tabelle 5.3.8
aufgelistet.

Tab.5.3.8: Kostenabschétzung einer industriellen Anlage zur Isolierung von bLF aus
Molke mittels Membranadsorbern [280]
Kosten Betrag p/a [€]
Fixkosten
Abschreibungskosten, 10% linear tber 10 Jahre 51.000
Zinsen fur Anschaffung (6-7% von 50% der Anlagenkosten) 15.500
Wartung (2% der Anlagenkosten) 10.500
Summeder Fixkosten | 77.000
Variable Kosten
Membranmodule (Listenpreis) 205.000
Chemikalien (NaCl, Puffer) 175.000
Prozesswasser (4 Euro/m?® inkl. Abwasser) 77.000
Energie (18.000 kW) 2.500
Reinigung (Natronlauge, Zitronensaure) 76.500
Manpower 76.500
Summeder variablen Kosten | 612.000
Gesamtkosten 689.000

Wie aus der Tabelle deutlich wird, Gberwiegen bel diesem Prozess die variablen Kosten. Fir
die Membranmodule wurde eine Standzeit von einem Jahr angenommen. In etablierten
Anlagen (z. B. fur die oben angesprochene Fraktionierung von humanem Serum) konnen
solche Standzeiten problemlos erreicht werden. Hier ergibt sich von den Kosten her gesehen
das grofdte Einsparpotential im Prozess. Je langer die Module eingesetzt werden kdnnen, desto
geringer fallen die variablen Kosten aus. Die berechneten Chemikalienpreise beruhen auf

entsprechenden Listenpreisen fir Grundchemikalien. Mit 76.500 Euro stellen die
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Reinigungskosten der Membranadsorber einen nicht unbedeutenden Kostenfaktor dar. Wiein
der Tabelle 5.3.8 erlautert, muss bel der Technikumanlage nach spétestens sechs
Auftragungszyklen ein Reinigungszyklus erfolgen. Hier besteht noch ein Optimierungsbedarf,
der zu einer Kostenreduktion beltragen konnte. Alle weiteren Prozessschritte dieser
Aufreinigungsstufe sind weitestgehend optimiert. Energie- und Wasserkosten konnen
sicherlich nur noch marginal verringert werden. Bezieht man die so berechneten Kosten auf
die zu erziedlende Menge an Lactoferrin, so ergibt sich ein Preis von 96,50 Euro pro

Kilogramm.

Es stellt sich die Frage, ob mit diesen Produktionskosten eine 6konomisch sinnvolle
Produktion von bovinen Lactoferrin etabliert werden kann. Fakt ist, dass der derzeitige
Marktpreis von bLF mit ca. 500 Euro deutlich Uber diesem Wert liegt und eine Marge
offerieren wirde, die einen Gewinn ermdglicht. Die Akzeptanz des Produktes ist vorhanden.
So wird inshesondere in Japan Lactoferrin vielféltig in verschiedensten Lebensmitteln und in
der Fischzucht eingesetzt. Entsprechende Absatzmaérkte in Europa und in den USA befinden
sich zur Zeit im Aufbau. Inwieweit der Marktpreis stabil ist und in welchem Ausmal? das neue
Produktionsverfahren den Preis beeinflussen konnte, kann hier nicht anhand einfacher
Abschatzungen ermittelt werden. Dieses bleibt den Okonomen (iberlassen, die sich bereits in
einer frihen Entwicklungsphase mit diesem neuartigen Downstream-Prozess beschéftigt
haben [281]. Deutlich wird an diesem Beispiel aber, dass Reststoffe der landwirtschaftlichen
Verarbeitung aul3erst interessante Inhaltsstoffe aufweisen, die nicht nur im Lebensmittel sektor
sondern auch im Pharmabereich sinnvolle Anwendungen finden kénnen. Mit Hilfe der
Bioverfahrenstechnik kann aus dem Reststoff Molke der Wertstoff Lactoferrin schnell und
effizient (80 %ige Ausbeute) isoliert werden, ohne dass die biologische Funktion
beeintrachtigt wird. Ein solches Verfahren wére isoliert gesehen natiirlich nicht tragbar. Es
kann nur dann zum Erfolg gefihrt werden, wenn eine reibungslose Integration in die
bestehenden Aufarbeitungsprozesse von Molke erfolgen kann. Der in grofen Mengen
benttigte Rohstoff Molke steht prinzipiell kostenlos zur Verfligung, da ale bisherigen
Produkte (z. B. Lactose, WPC) ohne Qualitdtsminderung gewonnen werden konnen. Es ergibt
sich somit eine verbesserte Wertschopfung eines landwirtschaftlichen (nachwachsenden)
Rohstoffes.
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54  Nitratentfernung aus Molke

Wie im Kapitel 5.3 beschrieben, finden Molkeproteine vielfdtige Anwendungen in der
Nahrungs- und Futtermittelindustrie. Bel verschiedenen Anwendungen, insbesondere bel der
Herstellung von Babynahrung oder Sii3waren, liegen die Nitratkonzentrationen in der Molke
und den Molkeprodukten zu hoch. Aber auch fir andere Molkeerzeugnisse, die im
Nahrungsmittel sektor eingesetzt werden (Stichwort Nutraceuticals und Functional Foods) ist
ein Label ,Nitratfrei“ von grofer wirtschaftlicher Bedeutung. Das Nitrat kommt zu
Uberwiegenden Anteilen aus den Késereien. Bel der Herstellung von Schnittk&se werden der
Kéasereimilch bis zu 0,15g Nitrat pro Liter zugesetzt, um eine Spatbléhung zu
vermeiden [282]. Durch diese von Clostridium tyrobutyricum hervorgerufene unerwiinschte
Fermentation (Buttersdure-Garung), wird Milchsaure zu Buttersdure, Essigsaure, Wasserstoff
und Kohlendioxid abgebaut. In der Kasere wird das Wachstum von Clostridium
tyrobutyricum durch Zusatz von Salpeter verhindert. Der grof3e Nachtell dieses Verfahrens
liegt bel den daraus resultierenden hohen Nitratgehalten in der als Nebenprodukt anfallenden

Molke. In Abhangigkeit vom K &sereiprozess konnen diese bel etwa 60 mg/l liegen.

Nitrat an sich ist fir den Menschen nur von geringer Toxizitét. Die Problematik liegt darin,
dass es durch bakterielle Reduktion zu Nitrit umgewandelt werden kann, welches
gesundheitlich al's sehr bedenklich anzusehen ist. Im menschlichen Korper kann Nitrit durch
Reaktion mit nitrosierbaren Aminen N-Nitrosamine bilden, die kanzerogen wirken kénnen.
Dartber hinaus oxidiert Nitrit Hamoglobin zu Methamoglobin [283]. Bel Erwachsenen wird
das gebildete Methdmoglobin sehr schnell enzymatisch wieder zu Hamoglobin reduziert. Bel
Sauglingen lauft dieser Prozess aber sehr langsam ab, so dass es bei hohen
Nitritkonzentrationen zu einer Sauerstoffunterversorgung kommen kann, wenn die

Hamogl obinkonzentration zu stark absinkt (Baby Blue Syndrom).

Die Anwendung von natirlichen Zusatzstoffen im Bereich der Lebensmittel (insbesondere
Suwaren und Babynahrung) stellt fir die molkeverarbeitende Industrie ein grof3es
wirtschaftliches Potential dar. Insbesondere in eéinem so sensiblen Bereich wie der Erndhrung
von Sauglingen und Kleinkindern werden aber an die Produktqualitét verstandlicherweise
hohe Anspriiche gestellt. So ist eine hohe Produktreinheit nachzuweisen und der Gehalt an
den gesundheitlich bedenklichen Substanzen Nitrat und Nitrit meist noch unter den gesetzlich
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vorgeschriebenen Grenzwerten zu belegen. Aus Wettbewerbsgriinden ist fir den EU-Bereich
in der EG-Trinkwasser-Richtlinie ein Richtwert von 10 mg/l Nitrat fur Mineral- und
Tafelwasser festgesetzt worden, die mit dem Zusatz ,,Zur Zubereitung von Nahrungsmitteln
fir Sauglinge* beworben werden. Neben dem Trinkwasser-Grenzwert von 50 mg/l gibt esin
der EG-Trinkwasser-Richtlinie noch einen Richtwert von 25 mg/l. Dieser Richtwert basiert
auf der Gefahr der Nitrosaminbildung.

Wie beschrieben liegt der Nitratgehalt bei der anfallenden Dinnmolke bel bis zu 60 ppm. In
die Verarbeitung gelangt in der Regel aber das Molkekonzentrat (Konzentrierungsfaktor 3
bis5), welches entsprechend mit bis zu 300 ppm belastet ist. Um die Verwendung dieses
Rohstoffes zur Produktion von Babynahrung zu ermdglichen, ist eine Abreicherung des
Nitratgehaltes auf unter 10 ppm von grof3er Bedeutung. Mit den in der Milchindustrie
vorhandenen Techniken der lonenaustauschchromatographie ist aber nur eine Abreicherung
auf unter 50 ppm moéglich. Um hier neue Markte fir Molkeprodukte wie beispielsweise
Lactose, die Uber energiearme Verfahrenschritte wie die Filtration und die Chromatographie
gewonnen werden, zu erdffnen, ist eine innovative Verfahrensentwicklung zur Absenkung des
Nitratgehaltes unter 10 ppm notwendig.

54.1 Stand der Forschung bel der Nitratentfernung

Die Entfernung von Nitrat aus den verschiedensten Matrices ist seit langem Gegenstand der
Forschung, da die oben beschriebene Problematik in Hinblick auf die menschliche Gesundheit
frih erkannt worden ist. So ist die Zahl der Verdffentlichung seit Jahren auf einem sehr

hohem Niveau (ca. 300 p. a.).

Tab.5.4.1:  Anzahl der Veroffentlichungen zum Thema , Nitratabrei cherung®
Jahr 1977- |1982- |1987— |1992-— 1997 | 1998 | 1999
1981 1986 1991 1996
Anzahl der Ver-| 512 526 572 603 314 299 303
offentlichungen
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Am haufigsten werden chromatographische Verfahren unter  Anwendung der
Anionenaustausch-Chromatographie fur die Nitratentfernung aus Fllssigkeiten eingesetzt
[284, 285, 286, 287, 288]. Im Anionenaustauschverfahren werden Nitrat- und Sulfat-lonen
mittels stark basischer Anionenaustauscherharze gegen Chlorid- oder Hydrogencarbonat-
lonen ausgetauscht. Nach Erschopfung der Kapazitdt des Austauschers muss dieser mit
konzentrierten Losungen von Kochsalz bzw. Natron regeneriert werden, was zu hohen
Salzfrachten fuhrt, die entsorgt werden mussen. Es wurde aber auch schon Meerwasser als
aternativer Eluent ins Gesprach gebracht [289]. In der Trinkwasseraufbereitung ist der
lonenaustausch ein etablierter Prozess. Im Jahr 1992 waren allein in den Vereinigten Staaten
15 grof¥echnische Anlagen im Betrieb. Neben den chromatographischen Verfahren mit
Anionentauscherharzen werden auch Verfahren bei der Wasserbehandlung eingesetzt, die mit
Hilfe von Zeolithen Nitrat spezifisch binden kdnnen [290, 291].

Welitere Verfahren, die bel der Nitratentfernung aus Rohwassern eingesetzt werden, sind die
Umkehrosmose, bei der das Rohwasser unter hohem Druck durch semipermeable
Membranwande gepresst wird, und die Elektrodialyse [292]. Bel der Elektrodialyse wandern
die gelosten lonen unter dem Einfluss enes elektrischen Feldes durch
lonentauschermembranen. Mdglich ist auch die chemische Denitrifizierung. Diese erfolgt
durch Zugabe eines 15fachen Uberschusses von Eisen(l)hydroxid. Nitrat wird dabei zu
Ammoniak reduziert, welches durch Einblasen von Luft entfernt werden muss. Bel dem
Verfahren entstehen grof3e Mengen Eisenschlamm, dessen Entfernung Probleme bereitet. Bel
dem Vefahren der katalytischen Denitrifizierung reduzieren Palladium/Aluminium-
Katalysatoren das Nitrat in Gegenwart von Wasserstoff zu Stickstoff und Ammoniak. Das
Verfahren befindet sich alerdings noch im Entwicklungsstadium und Uber die
Langzeitstabilitdt der Katalysatoren ist noch wenig bekannt. Die Anwendbarkeit dieser
Verfahren auf Molke ist problematisch, da auch die in der Molken enthaltenen Proteine
teillweise abgetrennt werden wirden bzw. es zur Verblockung der eingesetzten Membranen
kommen konnte (s. Kap. 5.3.2.1). Zudem handelt es sich um sehr kostenintensive Verfahren,

die bisher auch in der Abwasseraufbereitung keine grofdtechnische Anwendungen finden.

Die biologische Denitrifikation ist weit verbreitet in der Abwasseraufbereitung in
Klaranlagen. Nitrat wird hier unter anaeroben Bedingungen von denitrifizierenden Bakterien-
Mischkulturen Uber mehrere Zwischenstufen zu elementarem Stickstoff reduziert. Die

Umsetzung dieser Technologie zur Trinkwasseraufbereitung erfolgt alerdings nur zdgernd,
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da Bedenken beziiglich der Kontaminierung des Trinkwassers mit Bakterien oder organischen
Rlckstanden bestehen. Seit ca. 15 Jahren werden in Europa einige Testanlagen auch
grof3technischen Malistabs betrieben, in denen die Mikroorganismen in Festbettreaktoren
eingesetzt werden. Die Mikroorganismen wachsen dabel z. B. auf Styroporkugeln oder
Aktivkohle. Dartber hinaus finden Verfahren unter Verwendung immobilisierter
Enzymsysteme [293] zum Abbau von Nitrat zu Stickstoff Anwendung.

Eine Kombination von lonenaustausch und biologischer Denitrifikation umgeht die
Hauptnachteile der beiden einzelnen Verfahren (Salzfrachten und Kontamination) [294, 295,
296, 297]. Durch die mikrobielle Behandlung des Eluenten aus dem lonenaustauschverfahren
kommt das behandelte Wasser nicht direkt mit den Mikroorganismen in Kontakt. In
Versuchen konnte zudem eine 95 %ige Reduktion der zu entsorgenden Salzlauge erreicht
werden. Es wurden dabei Salzkonzentrationen von 10 bis 30 g/l verwendet. Das kombinierte
Verfahren zur Trinkwasseraufbereitung soll zur Zeit in den USA in einer mobilen Testanlage
verwirklicht werden. Eine grofdechnische Anwendung ist momentan allerdings nicht
vorhanden. Ein solcher Kombinationsprozess ist bereits in Molke mit der Beschréankung
eingesetzt worden sind, dass in dem beschriebenen Prozess Nitrit erzeugt wurde [298],
welches bedeutend giftiger fir den Menschen ist als Nitrat.

Ein neuer Ansatzpunkt ist die Kombination von lonenaustausch und katalytischer
Denitrifikation [289]. Der Eluent aus dem lonenaustausch mit ener maximalen
Salzkonzentration von 10g/l wird in einem mit Pd-Culy-Al,O; Katalysator gefillten
Festbettreaktor denitrifiziert. Dieses Verfahren wurde bisher nur im Labormalistab
durchgefihrt.

Der Grofdteil der Verfahren wird somit zur Abreicherung von Nitrat in Trink- oder Abwasser
eingesetzt. Nur wenige Verdffentlichungen beschéftigen sich mit anderen Materidien wie
Spinat [299], Fruchtsdften [300] und Gemisebreien [301]. Ein japanisches Patent [302]
beschreibt die Nitratabreicherung in Futtermitteln und pflanzlichen Nahrungsmitteln. Bei
diesem Verfahren werden die Lebensmittel direkt mit Hefen des Typs Pichia versetzt, was zu
einer Entfernung des Nitrats fuhrt. Mehrere Vertffentlichungen [303, 304, 305, 306, 307, 308,
309] der Arbeitsgruppe von Professor Schubert, Karlsruhe, beschéftigen sich mit dem
Nitratabbau in flussigen Lebensmitteln. In diesen Artikeln wird die Nitratreduktion mittels
Paracoccus denitrificans DSM 65 beschrieben. Die meisten beschriebenen Experimente
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wurden dabel alerdings nicht in flissigen Lebensmitteln, sondern in Modelll6sungen, die
neben Kaliumnitrat noch Phosphat-Puffer sowie Glucose bzw. Zucker-Mischungen enthielten,
durchgefuihrt. Wurden reale Lebensmittel verwendet, so handelte es sich in der Regel um
Karottensaft-Ultrafiltrat. Von Schubert et a. wurden unter anderem zwel Methoden

untersucht, um Biokatal ysator und Fluid zu trennen:

» dieImmobilisierung mittels Geleinschlul? und

» die Verwendung von Kapillarmembran-Reaktoren.

Beide Verfahren sind zur Nitratabreicherung in Modellldsungen und Karottensaft-Ultrafiltrat
im Labormalistab geeignet, die Ubertragbarkeit auf Molkekonzentrat im technischen MafRstab
ist aber wohl nicht zu realisieren. Ein Problem besteht darin, dass direkt im Lebensmittel
biologisch denitrifiziert wird, in diesem also anaerobe Bedingungen vorliegen missen. Dieses
durfte bei den zu behandelnden Mengen (alleine die Fa. Biolac verarbeitet ca. 800 Millionen

Liter Molke pro Jahr) eine sehr schwer zu gewéahrle stende V oraussetzung sein.

54.2 Grundideedesneuen Verfahrenszur Nitratabreicherungin Molke

Dem Verfahren lag die Idee zugrunde, ein gekoppeltes chromatographisch-biologisches
Verfahren aufzubauen, in dem das Nitrat mdglichst ohne anfallende Abwasser zu Stickstoff
umgesetzt wird und das die entsprechenden Volumina eines molkeverarbeitenden Betriebes
bewadltigen kann. Dazu sollte im ersten Schritt ein chromatographisches Verfahren entwickelt
werden, welches spezifisch das Nitrat aus der Molke Uber einen Anionenaustausch entfernt.
Bel diesem Prozess sollte die Matrix ,Molke" nicht weiter verandert werden. Das gebundene
Nitrat sollte anschlief3end Uber einen Kochsalzgradienten vom chromatographischen Materia
eluiert und spéter mittels denitrifizierenden Bakterien zu Stickstoff abgebaut werden. Der so
gereinigte Eluent sollte wiederverwendbar sein. Es ergibt sich somit ein Gesamtverfahren, bei
dem Nitrat aus Molkekonzentrat zu Stickstoff abgebaut wird, ohne dabei grofie Mengen an
Abwasser und Salzfrachten zu produzieren (s. Abb. 5.4.1).
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Abb.5.4.1: Schematische Darstellung der Kombination von Anionenaustausch und
Denitrifikation zur Nitratentfernung aus Molke

Eine derartige Kombination ist in der Literatur fur die Nitratentfernung aus Grundwasser fur
prinzipiell durchfthrbar befunden worden [310]. Das Problem eines solchen Verfahrens liegt
darin begrindet, dass die biologische Denitrifizierung im Eluenten des Anionenaustauschers
erfolgen muss. Dieser Eluent enthdt hohe Konzentrationen an Natriumchlorid, damit fur die
Elution des Nitrates ein moglichst geringes Elutionsvolumen bendtigt wird. Diese hohen
Salzkonzentration Uben aber einen grofRen Einfluss auf die Aktivitdt der verwendeten
Mikroorganismen der biologischen Stufe aus. Dingcer und Kargi [311] konnten an
Mischkulturen denitrifizierender Mikroorganismen zeigen, dass bei der Denitrifikation ein
Effektivitétsverlust von 70 % hervorgerufen wird, wenn die NaCl-Konzentration 50 g/l
betragt. Ahnliche Aussagen treffen Yang, Nitisoravut und Wu [312]. Sie beobachteten in
kontinuierlichen Versuchen mit immobilisierten Mischkulturen einen Rickgang des
Nitratabbaus um knapp 40 %, wenn die Konzentration an Natriumchlorid von 10 auf 30 g/l
erhoht wurde. Zum Aufbau eines kombinierten Prozesses zur Nitratabreicherung muss somit
ein Kompromiss bezlglich der Salzkonzentration im Eluenten getroffen werden. Auf der
einen Seite muss eine effiziente Regeneration des verwendeten Harzes moglich sein, auf der
anderen Seite sollten die denitrifizierenden Bakterien mdglichst wenig in ihrer Aktivitét

beeintréchtigt werden.
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Wie geschildert besteht die erste Stufe der Denitrifizierung aus einem Anionenaustausch. Bei
diesem Verfahren werden kugelformige Austauscherharze von 0,5 — 1 mm Durchmesser
verwendet, die mit Chlorid oder Hydrogencarbonat beladen sind. Im vorliegenden Fall
werden Harze eingesetzt, die mit Chlorid beladen sind. Dieses Chlorid wird beim
Chromatographi eprozessprozess gegen Nitrat ausgetauscht. Harze far
Anionenaustauschverfahren unterteilen sich in stark basische und schwach basische
Anionenaustauscher. Die stark basischen Harze enthaten quart&re Amine as
Austauschergruppen und sind im Gegensatz zu schwach basischen Anionenaustauschern auch
bei pH > 7 einsetzbar. Die schwach basischen Harze tragen primére, sekundare oder tertidre
Aminogruppen, welche im sauren Milieu eingesetzt werden konnen [313]. Bel
herkdmmlichen stark basischen Anionenaustauschern nimmt die Affinitét in der Rethenfolge

Sulfat > Nitrat > Chlorid > Hydrogencarbonat

ab. Durch Modifikation der Austauschergruppen (Einfiigen langerer Kohlenstoffketten an den
guartdren Aminen) kann die Affinitat zu Nitrat erhdht werden, so dass dieses gegenlber
Sulfat bevorzugt gebunden wird. In der vorliegenden Arbeit werden derart modifizierte Harze
verschiedener Anwender eingesetzt.

Die zweite Stufe der Nitratentfernung aus Molke soll Uber denitrifizierende Bakterien
ablaufen. Hierzu werden Mikroorganismen benétigt, die in der Lage sind, bei Abwesenheit
von Sauerstoff andere anorganische Elektronenakzeptoren wie zum Beispiel Nitrat fur ihre
Energiegewinnung zu nutzen [314]. Diese Anforderung erfillen die Stémme Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas aeruginosa, Thiobacillus denitrificans oder der hier verwendete
Paracoccus denitrificans [315]. Der enzymatisch ablaufende Prozess der Denitrifikation, bei
dem Elektronen von einem geeigneten Donor auf den Nitrat-Stickstoff Ubertragen werden,
lauft Uber verschiedene Zwischenstufen ab. Der Nitrat-Stickstoff wird dabel Gber Nitrit, NO
und N2O bis zum molekularen Stickstoff reduziert [316, 317]. In Abbildung 5.4.2 sind
schematisch die Schritte der Denitrifikation durch P. denitrificans mit den daran betelligten

Enzymen dargestelit.
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Abb.5.4.2:  Schematischer Verlauf der mikrobiellen Nitratreduktion

Aus den Reaktionsgleichungen fur die Tellschritte ergibt sich als Gesamtgleichung fir die
Reduktion von Nitrat zu elementarem Stickstoff die Gleichung 5.4.1.

2NO;s +12H' +10€ > N, + 6 H,0 (Gl. 5.4.1)

Bei der biologische Denitrifikation muss dringend darauf geachtet werden, dass es nicht zu
einer Anreicherung des sehr viel giftigeren Nitrits kommt. Zu so einer Anreicherung kann es
unter ungunstigen Reaktionsbedingungen kommen. Entscheidenden Einfluss hierauf hat der
pH-Wert [318]. Zu einer pH-Wertdnderung kann es wahrend der Denitrifizierung kommen,
wenn die Reaktions6sung Uber nur eine geringe Pufferkapazitdt und der Prozess Uber keine
pH-Regelung verfigt, da pro Mol umgesetztes Nitrat sechs Mol Protonen verbraucht werden.

5.4.2.1 Aufbau und Optimierung der chromatographische Stufe

Molke und insbesondere Molkekonzentrat sind viskose Flussigkeiten mit einem hohen
Feststoffanteil (Lactose). Aufgrund dieser Eigenschaft kann es bei
saulenchromatographischen Verfahren sehr schnell zu Verblockungen und somit zum
Erliegen des Flusses durch die Sdule kommen. Um dieses Problem zu mindestens in der

Anfangsphase der Verfahrensentwicklung zu umgehen, wurden die Voruntersuchungen in
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einer dafUr konstruierten Ruhrkesselkaskade durchgefihrt [319]. Die Kaskade besteht aus vier
gerdhrten Kesseln mit jeweils ca. 140 ml Reaktorvolumen. Alle Kessel sind temperierbar und
werden aus einem ebenfalls temperierbaren Vorlagegefald beflillt. Zudem besteht bei allen
Kessaeln sowohl am Zulauf als auch am Ablauf die Mdglichkeit einer Probennahme. Das
Chromatographiematerial wird Uber Siebbdden (Maschenweite 0,40 mm) in den Reaktoren
zurlickgehalten. Die Rotoren sind so gestaltet, dass sie auf die Harzpartikel moglichst geringe
Scherkréfte austiben und einen Abrieb der Teilchen verhindern.

Abb. 5.4.3:

RUhrkesselkaskade zur Nitratabreicherung in Molke;
Links: Photographie des Reaktorsystems; Oben: F(6)-
Funktion der Ruhrkesselkaskade,
Ruhrgeschwindigkeit 210 min™, RT [319]

Bevor Absorptionsversuche von Nitrat aus Molke in der Kaskade durchgeftihrt wurden, sind
Versuche zur Charakteriserung der Kaskade unternommen worden. Dieses wurde
durchgefihrt um auszuschlieffen, dass Stérungen (Totwasserzonen, Bypasse) das
Absorptionsverhalten der eingesetzten Harze beeintrachtigen. Hierzu wurden nach Beflllung
der Reaktoren mit jewells 15g enes Anionenaustauschers (Purolite A-520 E)
Leitfahigkeitsmessungen an den Ablaufen der Kessel bel Aufgabe einer Sprungfunktion
durchgefiihrt. Uber dieses Verfahren lasst sich die Verweilzeit-Summenfunktion F(t) direkt
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durch die Messwerte bestimmen. Die Verweilzeit-Summenfunktion ist die Wahrscheinlichkeit
daflr, dass ein Volumenelement, welches zum Zeitpunkt t=0 in den Reaktor eingespeist
wurde, diesen innerhalb eines Zeitraumes zwischen O und t wieder verlassen hat [320].
Abbildung 5.4.3 zeigt die F(B)-Funktionen der einzelnen Reaktoren. Bel einer Kaskade aus
idealen Ruhrkesseln sollte der Verlauf der F(t)-Kurve mit steigender Kesselzahl spéter und
steiler ansteigen. In der Abbildung ist zu erkennen, dass dieses fur die Kessel 1, 3 und 4
zutrifft, wahrend der Kurvenverlauf des zweiten Kessel vom erwarteten Verlauf etwas
abweicht. Um die Auswirkung dieser Abweichung besser quantifizieren zu kdnnen, wurde das
Verwellzeitspektrum E(®) der Kaskade mit dem theoretisch berechneten Verwellzeitspektrum
einer entsprechenden 4-stufigen idealen Rihrkesselkaskade verglichen (Abb. 5.4.4).

1,0
berechnetes V erweil zeitspektrum
0,8 fir N=4
gemessenes V erweilzeitspektrum
der Kaskade
0,6
o
o 0,4
0,2 4
0,0
T T T T T T T

Abb.5.4.4: Vergleich des berechneten und des gemessenen Verweilzeitspektrums der
Kaskade

Das berechnete Verwellzeitspektrum wurde nach der Formel

E (t/1) = (N/(N-1)!) - M- (Nt/T)N? (Gl. 5.4.2)
mit T hydrodynamische Verweilzeit N: Anzahl der Kessdl (hier 4) O =th

bestimmt. Die Funktion des Verweilzeitspektrums ist eine Wahrscheinlichkeit dafiir, dass ein

Volumenelement, welches im Zeitpunkt t=0 in das Reaktorsystem eingetreten ist, dieses im
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Zeitintervall zwischen t und t+dt wieder verlasst. Es lasst sich erkennen, dass das
Verwellzeitspektrum der gesamten Kaskade nicht sonderlich stark von der berechneten Kurve
abweicht. Die Kurve ist leicht zu héheren © verschoben, was daflir spricht, dass die mittlere
Verwellzeit Uber der hydrodynamischen Verwellzeit liegt. Die hydrodynamische Verweilzeit
der Kaskade berechnet sich nach

=V —1456min (Gl. 5.4.3)

Vv

Aus der ermittelten Verweilzeit-Summenfunktion F (t) 18sst sich Uber Gleichung 5.4.4 die
tatsachliche mittlere Verweilzeit der Reaktorkaskade berechnen.

1
7= j tdF (t) =16,91min (Gl. 5.4.4)
0

Die tatséchliche mittlere Verweilzeit ist somit zu hoheren Verweilzeiten verschoben
(+13,9%). Ein solches Verhalten ist fir ein reales System akzeptabel. Die Stérung scheint
hauptsachlich durch den Reaktor Nummer 2 verursacht zu werden, dessen mittlere
Verwellzeit um 68,2% Uber der hydrodynamischen Verwellzeit liegt. Insgesamt lasst sich aus
den erzielten Daten aber erkennen, das in der Ruhrkesselkaskade eine ausreichende
Durchmischung und Durchstréomung stattfindet und somit das Adsorptionsverhalten der Harze
nicht durch das Auftreten von Totwasserzonen oder Bypéssen in der Summe stark

beeintrachtigt wird.

Zur Ermittlung geeigneter stark basischer Anionenaustauscherharze wurden verschiedene
Harzproben im Batch-Versuch mit nitrathaltiger Molke versetzt und die Abreicherung
bestimmt. Wie aus Abbildung 5.4.5 zur erkennen ist, lieferten von den untersuchten
Austauscherharzen die Produkte der Firma Purolite und der Firma Sybron (lonac-Harze) die
besten Ergebnisse. Im Falle von Purolite A520E wurde eine Beladung von 3,5 MQnitrat/ OHarz
erreicht, mit lonac SR7 4,45 mQnira/OHarz. Bel diesen beiden Harzen handelt es sich um
speziel fur die Nitratabreicherung entwickelte Systeme.
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Abb.5.4.5: Versuche zur Bestimmung eines geeigneten Austauscherharzes, 150 ml
Molke, Ausgangskonzentration 90 — 106 ppm Nitrat, RT [319]

Aufgrund der htheren mechanischen Stabilitét wurde das Harz Purolite A 520 E ausgewahlt.
Im Gegensatz zur sonst Uiblichen Anionenaustauschreaktion bel der Vollentsalzung (z. B. von
Trinkwasser), bei der die Anionen gegen Hydroxidionen ausgetauscht werden, findet bei dem
stark basischen Purolite-Harz ein Neutralaustausch statt. Die gesundheitlich bedenklichen
Nitrationen werden gegen unbedenkliche Chloridionen ausgetauscht. Die maximale
Austauschgeschwindigkeit des Harzes fir das vorliegende System wurde zu
3,1 MQnira/(MiN Quarz) bestimmt. Die Totalkapazitét wird vom Hersteller mit mindestens
1 eg/luar; angegeben. Somit errechnet sich die Totalkapazitdt im Falle des Austausches von
Nitrat zu 62 Onitrat/lHarz DZW. 57 MOnitra/Qrarz (die Dichte des Harzes betragt 1,08 g/ml). Da
Purolite A 520 E zur Wasseraufbereitung hergestellt wird, liegen fir die nutzbare
Arbeitskapazitdt (NVK) und den Nitratschlupf in komplexen Medien keine Daten vor. Der
NVK-Wert weicht von der Totalkapazitét ab, da der Austauscher auch andere Anionen
(insbesondere SO,*) bindet. Diese werden schnell wieder an das Medium abgegeben. Durch
diese Wechselwirkungen kommt es aber zu dem sogenannten Nitratschlupf, so dass eine
grofllere Menge Austauscher benétigt wird a's theoretisch notwendig wére. So waren fir die
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Entfernung von 93 mg/l Nitrat (1,5 meg/l) aus 1.000 Litern Trinkwasser theoretisch 1,5 Liter
Harz notwendig. Bei Anwesenheit von 98 mg/l Sulfat (2,0 meg/l) werden aber insgesamt 3,6
Liter bendtigt.

Aufgrund dieser Daten wurden die Versuche in der Rihrkesselkaskade so dimensioniert, dass
sichergestellt werden konnte, dass der NVK-Wert deutlich Uber der tatsachlichen Belastung
mit Nitrat liegt. So wies das verwendete Molkekonzentrat eine Startkonzentration von
172 mg/l Nitrat auf und wurde mit einem Volumenstrom von 0,96 I/h (4 BV/h; Bettvolumen)
durch die Kaskade gepumpt. Es ist zu erkennen, dass mit dieser Versuchsanordnung tber ca.
2 h eine konstante Abreicherung auf ca. 10 mg/l erreicht wird. Insgesamt wurden in diesem
Versuch 1,9 | Molkekonzentrat abgereichert, die Nitratkonzentration sank dabei von 172 mg/l
auf 10 mg/l. Dieses entspricht einer Abreicherung von 94 % des Nitratgehaltes.

; [
140 m Kessd 1
1 ® KessH 2
120 + Kessel 3 - -
4 v Kessl 4 u
100 u
%) 80 E =
£
" ] ® )
.*’25 60
o i [ | )
40 ®
- . .
20 . ° ® v
. ¢ ¥y ¥ v v
0 — V¥ T T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160
Zeit [min]

Abb.5.4.6: Nitratabreicherung von Molkekonzentrat ¢(NO3z) =172 mg/l in vierstufiger
Ruhrkesselkaskade; Volumenstrom 4 BV/h; 240 ml Purolite A-520 E; RT; bis
t=30 min Fullung des Arbeitsvolumens der Kaskade [319]
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Die Regeneration der Reaktorkaskade wurde mittels einer Natriumchloridldsung
durchgefuihrt. Die optimierte Zusammensetzung des Eluenten ergibt sich aus den
Bedingungen fur die biologische Stufe (s. Kap. 5.4.2.2). Es sai hier nur angemerkt, dass die
Natriumchloridkonzentration nicht beliebig hoch sein kann, da sonst die eingesetzten
Bakterien absterben wirden. Verwendet wurde eine Lésung mit cnac =35¢/l. Das
Gesamtvolumen des verwendeten Eluenten betrug 5,1 Liter. Dieser enthielt nach der
Regeneration eine Nitratkonzentration von 58 ppm. Aus diesen Zahlen l&sst sich errechnen,
dass das Harz mit 308 mg Nitrat beladen wurde und durch den Eluenten 296 mg Nitrat
entfernt wurden. Die Differenz betragt damit weniger als 4% und kann durch

Ungenauigkeiten in der Analytik verursacht werden.
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Abb.5.4.7: Regeneration von Purolite A 520 E in vierstufiger RUhrkesselkaskade;
c(NaCl) = 35 g/l; Volumenstrom 5 BV/h; RT [319]

Es war weiterhin méglich, das eingesetzte Harz Uber mindestens 50 Zyklen zu regenerieren,
ohne das eine signifikante Verschlechterung der Austauscherkapazitét eintrat. Fir eine
technische Umsetzung des Verfahrens ist eine solche Reaktorkaskade jedoch zu
kostenintensiv. Es wurde daher - nachdem prinzipiell gezeigt werden konnte, dass eine
Nitratabreicherung aus Molke durch ionenselektive Harze moglich ist - zusammen mit den

Unternehmen Biolac, Harbarnsen, und Applexion, Frankreich, begonnen, ein
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saulenchromatographisches Verfahren zu entwickeln. Hierzu wurde in ersten Laborversuchen
eine Chromatographie-Saule mit einer Héhe von 80 cm und einem Innendurchmesser von
2 cm eingesetzt. Die Saule wurde mit einem Bettvolumen von 210 ml Harz betrieben. Die
Versuche wurde mit Molkekonzentrat bei einem Volumenstrom von 2 bis 3BV/h
durchgefiihrt. Versuche, bei denen der Volumenstrom des Molkekonzentrats auf bis zu vier
Bettvolumen pro Stunde erhdht wurden, zeigten, dass ab 4 BV/h ein erhthter Restnitratgehalt
im Molkekonzentrat am Ablauf der Saule auftritt.

Die Abbildung 5.4.8 zeigt den Verlauf der Nitratkonzentrationen im Molkekonzentrat
wahrend der Beladung und des Eluenten wéahrend der Regeneration am Ablauf der Séule.
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Abb. 5.4.8:  Nitratabreicherung von Molkekonzentrat (Cnira =185 mg/l; Volumenstrom

2BV/h; RT) und Regeneration des Hazes (Cnac =359/,

Volumenstrom 4 BV/h; RT) in Chromatographie-Saule (V = 210 ml) [319]

Es ist zu erkennen, dass es ca. funf Stunden lang moglich ist, die Nitratkonzentration im
Molkekonzentrat bis auf die geforderte Konzentration von 10 mg/l zu senken. Die Beladung
der Séule wurde dann aufgrund der ansteigenden Nitratkonzentrationen am Ausgang der
Saule abgebrochen. Die Regeneration der Saule konnte mit dem fir die mikrobielle
Denitrifikation geeigneten Eluenten mit einer Natriumchlorid-Konzentration von 35 g/l
vollstandig erfolgen. Wie aus der Auftragung ersichtlich, enthielt der Eluent am Ablauf der
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Saule nach ca. 6,5 h nur noch geringe Mengen an Nitrat. Die Bilanzierung des Versuchs ergab
eine Beladung des Harzes mit 341 mg Nitrat und einen Nitratgehalt des Eluenten von
insgesamt 335 mg. Ausgehend von der Annahme, dass die maximale Arbeitskapazitdt in
dieser Versuchsanordnung unveréndert bei 1 eg/l geblieben ist, missten bel einem
Arbeitsvolumen von 210 ml maximal 13 g NOs™ gebunden werden. Es zeigt sich, dassin einer
komplexen Matrix wie Molkekonzentrat bei den gewahlten Prozessparametern der NVK-Wert
sehr stark von der maximalen Arbeitskapazitét nach unten abweicht. Zur Bestimmung des
NVK-Wertes wurde die Saule bis zum Durchbruch des Nitrates beladen (Abb. 5.4.9).
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Abb. 5.4.9:  Durchbruchkurve zur Bestimmung des NVK-Wertes der verwendeten
Applexion-Saule (Cniva = 238 mg/l; Volumenstrom 3BV/h; RT) und
Regeneration des Harzes (Cnac =35 ¢/l; Volumenstrom 6,5BV/h; RT) in
Chromatographie-Saule (Bettvolumen = 230 ml) [319]

Der Durchbruch der Kurve wird hier so definiert, dass Ablaufkonzentrationen bis 10 mg/I
Nitrat eine ausreichende Qualitdt darstellen. Ein Durchbruch erfolgt, wenn der Wert tber
10 mg/l ansteigt. Aus Abbildung 5.4.9 ist zu erkennen, dass dieses nach ungefahr 205 min der
Fal ist. Die Bilanzierung der Nitratkonzentrationen ergab, dass auf der Saule innerhalb von
205 Minuten 493 mg NO3™ gebunden werden konnten. Bei einem Séulenvolumen von 230 ml
entspricht dieses 2,14 g/l (rund 5 % der maximalen Arbeitskapazitat).
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Eine gro3e Problematik bei der Molkeverarbeitung stellt die mikrobielle Belastung der Molke
dar. Erwarmungen durch lange Prozessschritte sollten vermieden werden, da es dann zu einer
starken Vermehrung der in der Molke enthaltenen Mikroorganismen kommen kann. Deren
Stoffwechselaktivitédten kdnnen entscheidend die Zusammensetzung der Molke verandern,
was zu Verlusten in der Produktausbeute fihren wirde. Bei zu starker mikrobiologischer
Aktivitdt kann die Molke nicht mehr weiterverarbeitet werden. Daher ist auch bei der
chromatographischen  Abtrennung des Nitrates en solches ,Aufheizen” des
Molkekonzentrates zu vermeiden. Bei der Verarbeitung von Molke sollten daher méglichst
niedrige Temperaturen angewendet werden (~5 °C). Aus diesem Grund wurden Beladung und
Elution des Systems bel 5°C durchgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass bei niedrigen
Temperaturen eine deutlich héhere Nitratbindungskapazitét erreicht werden konnte. So ergibt
sich bel 5°C eine Bilanzierung der Nitratkonzentration zu 6,25 gnitraflHaz. Der NVK-Wert
konnte somit um den Faktor 3 gegeniber der Beladung bei Raumtemperatur verbessert
werden. Es kdnnen somit rund 15 % der maximalen Arbeitskapazitdt des Harzes fur dieses

spezifische Trennproblem genutzt werden.

Da sich eine deutliche Abhangigkeit der Beladung zeigte, wurde auch untersucht, inwieweit
die Temperatur bei der Elution Einfluss nimmt. Hier sollte sich ein gegenlaufiger Effekt
zeigen. Wenn bei niedrigen Temperaturen der Austausch von Nitrationen gegeniber anderen
Spezies bevorzugt zu sein scheint, so sollten sich hdhere Temperaturen positiv auf das
Elutionsverhalten auswirken. Es wurden Elutionsversuche bel 5 °C, 20 °C, 40 °C und 65 °C
durchgefihrt. Die maximale Temperaturbelastung des Harzes liegt bei 80 °C. Die Ergebnisse
bei 5°C und 40 °C sind in der Abbildung 5.4.10 dargestel|t.
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Abb. 5.4.10: Temperaturabhangigkeit des Elutionsverhaltens, Eluent: cnac =35d/;
Volumenstrom 6,5 BV h; Bettvolumen = 230 ml [319]

Es zeigt sich deutlich, dass mit steigender Temperatur die Elution des Nitrates beschleunigt
werden kann. Bel Temperaturen Uber 40 °C verlauft der Peak noch schmaler, es kommt aber
durch starkes Ausgasen des Eluenten zu einer Zerstorung des Bettes, was eine neue Befiillung
der Séule erforderte. Somit sollte die Beladung bel méglichst niedrigen und die Elution bei

moglichst hohen Temperaturen erfolgen.

5.4.2.2 Aufbau und Optimierung der biologischen Stufe

Wie bereits beschrieben, sind spezielle Mikroorganismen unter bestimmten Bedingungen in
der Lage, Nitrat Uber die Zwischenstufen Nitrit und NOy zu molekularem Stickstoff zu
reduzieren. Diese Fahigkeit sollte fur die Nitratabreicherung in dem Eluenten aus der
Anionenaustauscher-Stufe genutzt werden. Hierfir wurde der Mikroorganismus Paracoccus
denitrificans (DSM 413) gewdéhlt. Dieser Stamm ist zu Beginn des letzten Jahrhunderts aus
Gartenerde isoliert worden [321]. Die Bakterien sind Gram-negativ und treten entweder
kugelférmig (Durchmesser: 1,1 — 1,3 um) oder als kurzes Stébchen (Lange: 0,9 — 1,2 um) auf

[321, 322]. Paracoccus denitrificans kommt neben dem Boden vor allem in Klarschlammen
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vor [323]. Die Bakterien sind fakultativ anaerob, d. h. der Stamm kann sowohl Sauerstoff als
auch Nitrat, Nitrit oder Distickstoffmonoxid als terminalen Elektronenakzeptor fur die
Energiegewinnung nutzen. Des welteren ist Paracoccus denitrificans fakultativ autotroph
[324], da er neben verschiedenen organischen Substanzen auch Kohlendioxid as C-Quelle
nutzen kann. Aufgrund der ebenfalls mdglichen Oxidation von molekularem Wasserstoff
zahlt P. denitrificans zu den Knallgasbakterien.

Eine Denitrifikation des Eluenten kann erst nach entsprechender Anzucht der
Mikroorganismen durchgeftihrt werden. Daher wurden Voruntersuchungen zur Kultivierung
von Paracoccus denitrificans durchgefihrt. Die Kultivierung erfolgte in dem vom Hersteller
empfohlenen komplexen Medium (Pepton, Fleischextrakt) bei 28 C. Der pH-Wert wurde
dabel mit Hilfe eines Phosphatpuffers auf 7,3 eingestellt [325].

Die folgenden Abbildungen zeigen das Wachstum von P. denitrificans unter aeroben sowie
unter anaeroben Bedingungen. Da die Denitrifikation im Rahmen dieses Projektes bei
erhdhten Salzkonzentrationen erfolgen musste, wurde jewells eine Vergle chskultur angesetzt,
bei der das Medium mit 25 g/l NaCl versetzt worden war.
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Abb. 5.4.11: Aerobes Wachstum von P. denitrificans, 28 °C, 120 U/ min, Komplexmedium,
pH 7,3 [326]
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Abb. 5.4.12: Anaerobes Wachstum von P. denitrificans, 28 °C, 120 U/min, Komplex-

medium, pH 7,3 [326]

Wie den Abbildungen 5.4.11 und 5.4.12 entnommen werden kann, erreichen die Kulturen
sowohl im Falle der aeroben als auch der anaeroben Kultivierung nach ungeféhr 19 Stunden
die maximale Biomasse. Nach diesem Maximum scheint die Trockenmasse trotz
gleichbleibender Zellzahl wahrend der stationdren Phase abzunehmen. Dieses Verhaten ist
vermutlich auf die Verwendung von Speicherstoffen zur endogenen Atmung zurtickzufihren
und ist schon frih in der Literatur beschrieben worden [327]. Es ergibt sich aus diesen
Untersuchungen weiterhin, dass das Zellwachstum bei erhdhter Natriumchloridkonzentration
abnimmt und dass bei gleicher Kultivierungsdauer im aeroben Fal eine hthere Zelldichte
erreicht wird. Die aus den gezeigten Wachstumskurven ermittelten Wachstumsparameter

[326] sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst.
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Tab.5.4.2; Parameter des aeroben und des anaeroben Wachstums von P. denitrificans

jeweils mit und ohne Zusatz von 25 g/l Natriumchlorid zum Kultur-

medium [326]
Wachstums- aerob anaerob
bedingungen ohne NaCl 25 g/l NaCl ohne NaCl 25 g/l NaCl
u [ 0,49 0,41 0,34 0,24
tqg [h] 1,41 1,69 2,04 2,89
X [gm/l] 0,74 0,50 0,48 0,35
ty [h] 0,02 0,03 0,09 0,01
M Wachstumsrate t4:Verdopplungszeit X: Ausbeute ty: Anlaufzeit (s. a. Anhang Kap. 8.13)

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass unter anaeroben Bedingungen die Wachstumsrate u
wahrend der exponentiellen Phase um etwa 30 % niedriger ausféllt as unter aeroben
Bedingungen. Auch die Ausbeute X ist um 35 % geringer als beim aeroben Wachstum. Nach
Zusatz von 25 ¢/l Natriumchlorid zum Medium wurden nur noch rund 70 % der
urspringlichen Trockenmassekonzentrationen erreicht. Das NaCl wirkt sich somit auch
entscheidend auf die Wachstumsrate aus. Diese war im aeroben Fall um 16 % bzw. im
anaeroben Fall um 30 % verringert. Die berechneten Anlaufzeiten waren in alen Féllen
kirzer as 0,1 h. Hinweise auf eine mogliche Verlangerung der Adaptionsphase bei hohen
Salzkonzentrationen kdnnen aus diesen Ergebnissen nicht erhalten werden. Um fir die
Denitrifikation schnell viel Biomasse zur Verfigung zu stellen, wirde sich somit die aerobe
Anzucht der Bakterien anbieten. Die Verwendung aerob gewachsener Kulturen fir die
Denitrifikation bringt jedoch das Problem mit sich, dass das entsprechende Enzymsystem
unmittelbar nach dem Wechsel zu anaeroben Bedingungen noch nicht oder nicht vollstandig
vorhanden ist. Insbesondere die Bildung der Nitritreduktase setzt erst mit etwa 1,5 Stunden
Verzogerung ein [323]. Deutlich wird dieses problematische Verhaten in der Abbildung
5.4.13. Wéahrend zwar das Nitrat sehr schnell vollsténdig abgebaut wird, reichert sich das
Nitrit im Medium an. Damit ergibt sich wieder das bereits eingangs geschilderte Problem,
dass aus einer gesundheitlich bedenklichen Verbindung (Nitrat) eine gesundheitsschadliche
(Nitrit) produziert worden ist. Eine mdgliche Erklarung fir dieses Verhalten liegt darin, dass
zwar das Enzymsystem zur Umsetzung des Nitrates sehr schnell exprimiert wird, um den
Energiegewinnung und somit den Stoffwechsel aufrecht zu erhalten, die nachgeschalteten

Systeme zur Umsetzung des Nitrits im benttigten Zeitraum aber noch nicht ausreichend
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gebildet werden. Aus diesen Grinden muissen bei dem kombinierten Verfahren Zellen

verwendet werden, die anaerob produziert wurden.
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Abb.5.4.13: Nitrat- und Nitritkonzentrationen bel der Denitrifikation mit aerob
gewachsenen Zellen von Paracoccus denitrificans, 20 °C, Acetat als

Elektronendonor, physiol ogische K ochsalzlosung (0,9 %), pH 7,5 [326]

Fur die mikrobielle Reduktion von Nitrat ist die Anwesenheit eines Elektronendonors
notwendig. Als Elektronendonatoren kommen bel der mikrobiellen Reduktion von Nitrat
verschiedene organische und anorganische Verbindungen in Frage. Acetat hat sich fur diesen
Zweck als geeignet erwiesen. Die Reaktionsgleichung fur diesen Prozess kann wie folgt
formuliert werden:

8NOsz +5CH;COOH—— > 4N+ 8HCO; +2C0O,+6H,0  (Gl.54.5)

Der Nitratabbau verlauft unter Verwendung von Acetat als Kohlenstoffquelle schneller als mit
Glucose, Ethanol oder Methanol. Im Folgenden wurde die Geschwindigkeit der Nitratabbaus
bei Verwendung von Molke, Lactose bzw. Lactat als Kohlenstoffquelle mit derjenigen
verglichen, die unter Einsatz von Acetat beobachtet wurde. Abbildung 5.4.14 zeigt die
Abbaugeschwindigkeiten aus diesen Versuchen. Da die Messdaten aus experimentellen
Grunden nicht fur eingehende kinetische Untersuchungen geeignet waren, wurden hier

anstelle der enzymkinetischen Parameter lediglich die mittleren Abbaugeschwindigkeiten
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errechnet, was fur die folgenden Betrachtungen vollkommen ausreicht. vy, ist die

durchschnittliche Geschwindigkeit der Denitrifikation bezogen auf die Zelldichte.
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Abb.5.4.14: Mittlere  Geschwindigkeiten des Nitratabbaus bei  verschiedenen
Elektronendonatoren, P. denitrificans, anaerob, RT, pH 7,5, 0,9 % NaCl [326]

Wie in Abbildung 5.4.14 zu erkennen ist, verlief die Nitratreduktion mit Acetat as
Elektronendonor deutlich schneller als mit den aternativen Kohlenstoffquellen. In
Abwesenheit einer Kohlenstoffquelle wurde kein Nitratabbau festgestellt. Die
zwischenzeitlich auftretenden Nitritkonzentrationen waren im Allgemeinen gering. Lediglich
bei der Verwendung von Acetat wurden vorriibergehend Werte von bis zu 8 mg/l gemessen.
Nach vollstandiger Reduktion des Nitrates konnte aber auch in diesem Fall kein Nitrit mehr
nachgewiesen werden. In alen folgenden Versuchen wurde daher der Versuchsdsung ca
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250 ppm Natriumacetat zugesetzt. Dieser hohe Wert sollte verhindern, dass sich die

Konzentration der C-Quelle limitierend auf den Gesamtprozess auswirken kann.

Zum Nitratabbau im Eluenten der chromatographischen Nitratabreicherung von Molke ist es
notwendig, dass die Denitrifikation in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen abléuft. Es
musste also ermittelt werden, bei welchen Natriumchlorid-Konzentrationen noch en
zufriedenstellender Abbau  mdglich ist, beziehungsweise ob eine Erhéhung der
Reaktionstemperatur von Raumtemperatur bis auf 37 °C eine wesentliche Erh6hung der
Abbaugeschwindigkeit unter diesen Bedingungen bewirkt. Eine Temperatur von 37 °C wird
in der Literatur as optimal fUr die Denitrifikation beschrieben.

Die Experimente zum Nitratabbau in konzentrierten Kochsalzlésungen wurden bel
Konzentrationen von 25, 35 und 45 g/l Natriumchlorid jewells bel den drel Temperaturen 20,
30 und 37 °C durchgefuhrt. Als Vergleich dienten in allen Félen parallel durchgefihrte
Experimente in einer physiologischen Kochsalzlsung mit nur 9 g/l NaCl. Wie in der
Abbildung 5.4.15 zu erkennen ist, brachte eine Erhéhung der Reaktionstemperatur von 20 °C
auf 37 °C bel alen Salzkonzentrationen eine deutliche Steigerung der Abbaurate mit sich.
Wenn die Reaktionslésung auf 37 °C erwdrmt wird, ist die Denitrifikation noch bei einem
Gehalt von 35 g/l NaCl mit ahnlicher Geschwindigkeit méglich wie mit 9 g/l Salzgehalt bei
Raumtemperatur. Bei einer Natriumchlorid-Konzentration von 45 g/l hingegen lag die
Abbaurate auch bei erhdhten Temperaturen deutlich niedriger.

Da im Hinblick auf die Kombination der chromatographischen Stufe mit der mikrobiellen
Denitrifikation ein Kompromiss zwischen einer mdglichst hohen Salzkonzentration im
Eluenten enerseits (geringes Elutionsvolumen) as auch einer mdoglichst schnellen
Denitrifikation (hohe biologische Aktivitét) andererseits gefunden werden muss, wurde fir
die folgenden Versuche eine Natriumchlorid-Konzentration von 35 g/l und eine Temperatur
flr den Nitratabbau von 37 °C festgel egt.
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Abb. 5.4.15: Nitrat-Abbaugeschwindigkeiten bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen und
Temperaturen mit P. denitrificans, anaerob, pH 7,5 [326]

Wie bereits weiter oben beschrieben, war es das Ziel, den Eluenten der chromatographischen
Stufe in der Denitrifizierungstufe soweit aufzuarbeiten, dass er fur die Chromatographie
wiederverwendet werden kann. Es ist daher wiinschenswert, dass der Eluent moglichst wenig
zusétzliche Bestandteile enthdt, da diese den Anionenaustausch beeintrachtigen konnte. Die
notwendige C-Quelle (Acetat) kann nach der chromatographischen Stufe dem Eluenten
zugefuhrt werden. Das Acetat wird wahrend der Denitrifikation verstoffwechselt. Die
verbleibenden Acetatkonzentrationen zeigten keinerlel Einfluss auf den Anionenaustausch.
Geklart werden musste noch die Frage, ob der Eluent gepuffert werden muss. Der optimale
pH-Wert des mikrobiellen Nitratabbaus liegt zwischen pH 7 und pH 8 [313], wobei fir
Paracoccus denitrificans ein pH-Optimum von 7,5 beschrieben worden ist [322]. Um den
Einfluss von pH-Anderungen auf die Nitritakkumulation feststellen zu konnen, wurde die
Denitrifizierung im Vergleich von gepufferter und ungepufferter Reaktionsldsung
durchgefiihrt. Durch den Verbrauch von Protonen wahrend der Denitrifizierung (s. Gl. 5.4.6)
steigt der pH-Wert im ungepufferten Fall an. Wie in der Abbildung 5.4.16 zu sehen igt,
kommt es bei der ungepufferten Reaktionslésung zu einem starken Anstieg der
Nitritkonzentration. Auch nach dem vollstandigen Abbau des Nitrates sind noch 20 Minuten

lang erhebliche Nitritkonzentrationen messbar. Der erste Schritt der Denitrifizierung, die
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Reduktion vom Nitrat zu Nitrit, wird allerdings nicht beeinflusst. Die beiden Kurven zeigen

einen sehr dhnlichen Verlauf.

60 —u— Nitrat mit Puffer
—0o— Nitrit mit Puffer
—a— Nitrat ohne Puffer
% 60 —a— Nitrit ohne Puffer
g 40
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Abb.5.4.16: Einfluss des Puffers (pH 7,5) auf den Nitratabbau durch Paracoccus
denitrificans, 20°C, Acetat as Elektronendonor, physiologische
Kochsalzlosung (0,9 %); Puffer: 10 mM KPP-Puffer [326]

Erkléart werden kann dieses Verhaten mit den unterschiedlichen pH-Optima von Nitrat- bzw.
Nitritreduktase. Fur die Nitratreduktase aus Paracoccus denitrificans wird ein pH-Bereich
von 5,8 bis 8,9 in der Literatur angeben. Die Nitritreduktion |&uft hingegen nur bei pH-Werten
zwischen 7,2 und 8,7 schnell genug ab, um eine Akkumulation von Nitrit zu vermeiden [328].
Aufgrund der erzielten Versuchsergebnisse ist die Einhaltung eines geeigneten pH-Wertes
notig, um zu verhindern, dass sich Nitrit im Reaktor anreichert und bei der
Wiederverwendung des Eluenten auf die Chromatographiesaule aufgebracht wird und auf
diesem Wege eventuell auch in die Produkte (Molkeproteine bzw. Lactose) gelangen koénnte.
Aus diesem Grund wurde im Laborversuch der Nitratabbau stets mit gepufferten Eluenten
(pH = 7,5) durchgefuhrt. Bei der technischen Umsetzung in der Industrie muss der
verwendete Reaktor fur die Denitrifikation Gber eine pH-Regelung verfigen.
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Aufgrund der durchgefiihrten Optimierung ergab sich folgende abschlief3ende Parametrierung

des Eluenten:

*  pH-Wert: 7,5

« NaCl: 35glt
« KPP 10 mM
* Acetat: 250 mM (Zugabe vor der biologischen Denitrifizierung)

Vor der Kopplung beider Verfahrenschritte musste noch das Problem gel6st werden, wie die
Zellen wieder vom Eluenten abgetrennt werden konnen. Eine Rickfuhrung des Eluenten mit
Zéellen ist nicht moglich, da diese die Molke zusétzlich biologisch belasten wirden. Es
wurden zwel Verfahren zur Zellabtrennung getestet:

* Mikrofiltration (0,2 um) zur Abtrennung suspendierter Zellen

» Filtration (400 um) zur Abtrennung immobilisierter Zellen

Die Abtrennung der suspendierten Zellen von der Eluenten-Lésung erfolgte mittels eines
Mikrofiltrationsmoduls , Sartocon Slice* der Sartorius AG, Gottingen, mit einer Porengrof3e
von 0,2 pm. Die Verwendung eines Moduls mit einer Membranfléche von 0,1 m? macht die
Abtrennung des Eluenten mit einem Permeatfluss von 5,3 I/h bei einem TMP von 1 bar
moglich. Es zeigte sich aber in mehreren Versuchsreihen, dass die Membran im Verlaufe der
Filtration sehr schnell verblockt (Membranfouling s. a. Kap. 5.2.1). Der Wasserwert der
Membran betrug nach einmaliger Abtrennung von 4| Lésung nur noch weniger als 10 % der
Initialflisse. Durch Reinigungsprozeduren mit 0,1 M NaOH, 1M Zitronensdure und 1 M
NaOH konnte die Membran zwar soweit wieder gereinigt werden, dass ein Wasserwert von
ca. 90 % der Initiaflusse erreicht wurde, doch lasst sich eine derartig haufige und aufwendige
Reinigung nicht in einem kontinuierlichen Prozess realiseren. Die Verwendung anderer

Abtrennverfahren oder anderer Filtrationsmodule scheint hier sinnvall.

Diese Schwierigkeiten bei der Abtrennung freier Zellen lassen die Immobilisierung von P.
denitrificans sinnvoll erscheinen. Durch eine Immobilisierung der Zellen ergibt sich eventuell
auch eine bessere Langzeitstabilitét, was fur die Prozessfihrung von grof3em Vorteil wére.
Sicherlich verursacht dieser Schritt zusétzliche Kosten bel einer industriellen Realisierung

und muss bel einer Umsetzung des Verfahrens aul3erst kritisch betrachtet werden. Im Labor
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erleichtert ein solcher Schritt die weitere Vorgehensweise alerdings erheblich. Die Bakterien
wurden fur diese Versuche in die bereits in Kapitel 4.4.3.3 beschriebenen LentiKats®
eingeschlossen (s. Anhang Kap. 8.14); eine Methode, die bei diesen Bakterien bereits
erfolgreich angewandt wurde [329]. Die LentiKats® lassen sich tber eine Filtration mit
grofRen Porendurchmesser (z. B. 400 um) oder per Zentrifugation problemlos von dem
Eluenten abtrennen. Mit den bei freien Zellen optimierten Versuchsbedingungen (37 °C und
35¢g/l NaCl) wurden mit den immobilisierten Zellen Abbauversuche durchgefiihrt. Die
Versuchsldsung enthielt etwa 0,4 g/l Trockenmasse an immobilisierten Bakterien. Um die
Lagerfahigkeit des Biokatalysators zu bestimmen, wurden die Experimente zur
Denitrifikation eine Woche bzw. einen Monat nach der Herstellung der LentiKats®
wiederholt. Eine Lagerung der immobilisierten Zellen erfolgte zwischen den Messungen bei
4°C in ene nitratfreien Versuchslosung unter Sauerstoffausschluss. Nach der letzten
Messung wurde die Salzkonzentration auf 9 g/l erniedrigt und die Abbaukurve zum
Vergleich unter diesen Bedingungen aufgenommen. Die folgende Abbildung 5.4.17 zeigt den
Nitratabbau nach verschieden langen Lagerzeiten der immobilisierten Zellen. Es ist zu
erkennen, dass eine einwochige Lagerung praktisch keine Verringerung der
Abbaugeschwindigkeit mit sich bringt. Nach einem Monat hat die Aktivitd der
Mikroorganismen aber stark nachgelassen (s. auch Tabelle 5.4.3).
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Abb.5.4.17: Nitratabbau mit immobilisierten Zellen von Paracoccus denitrificans mit
Acetat a's Elektronendonor; 37 °C; 35 g/l NaCl; pH 7,5 [326]
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Um eine Bewertung dieser Ergebnisse vorzunehmen, wurden die spezifischen Abbauraten fir
die immobilisierten Zellen ermittelt. Hierzu wurde die Steigung der Geraden durch die
Zelldichte geteilt. Man erhdlt so die auf die Trockenmasse bezogenen Abbauraten v,. Diese
sind in Tabelle 5.4.3 zusammengefasst.

Tab.5.4.3:  Abbauraten v, der Denitrifikation mit immobilisierten Bakterien [ 326]

Salzkonzentration 359/l 9¢/l
Alter des Biokatalysatorsin Tagen 1 7 32 32
Vs [M@nitraMin™ g™ 2,0 1,9 0,3 1,6

Nach Erniedrigung der Salzkonzentration auf 9 g/l stieg die Reaktionsgeschwindigkeit auch
nach einer Lagerzeit von Uber 4 Wochen wieder stark an und erreichte mit mehr als das
Funffachen des zuletzt bei 35 g/l gemessenen Wertes wieder 80 % der Ausgangleistung des
ersten Tages. Die immobilisierten Bakterien konnen offensichtlich mehrere Wochen lang bei
Abwesenheit von Nitrat und Sauerstoff gelagert werden. Durch Uberfilhrung in eine
physiologische Kochsalzl 6sung kann die Aktivitét fast vollstandig wieder hergestellt werden.
Die Abbaurate v, die bei der Denitrifikation durch immobilisierte Mikroorganismen
gemessen wurde, war mit 2 mgnira/(Mingrv) alerdings deutlich geringer als mit freien
Zellen. Dieses ist durch verschiedene Faktoren zu begrinden. Zum einem sterben wahrend
der Immobilisierung Zellen ab, was zu einer Verringerung der effektiven Abbaurate fuhrt.
Zum anderen ist im Falle der Verwendung von immobilisierten Biokatal ysatoren immer damit
zu rechnen, dass eine Hemmung der Reaktion durch diffusiv kontrollierte Schritte vorliegt.
Dieses wird zwar bei der Verwendung von LentiKats® vermindert, kann aber nicht
ausgeschl ossen werden.

Welches Verfahren das wirtschaftlichere ist, 1&sst sich an dieser Stelle zur Zeit noch nicht
beurteilen. Bel der Verwendung der freien Zellen ist eine aufwendige Reinigung der Filter
notwendig, die erhebliche Kosten verursacht. Die Verwendung der immobilisierten Zellen
erleichtert zwar die Zellabtrennung, fuhrt aber zu einem erheblichen Verlust an katalytischer

Aktivitat. An dieser Stelle muss das Verfahren noch eingehend optimiert werden.
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5.4.2.3 Kombination beider Verfahren

Kernstiick des neuen Verfahrens ist die Kombination der beiden beschriebenen Stufen zur

Nitratreduktion in Molke. Uber diese Kombination sollte erreicht werden, dass

* der Nitratanteil in Molke zu Stickstoff umgesetzt wird,
* der verwendete Eluent im zweiten Verfahrensschritt recycelt und somit im ersten
Schritt erneut wieder verwendet werden kann und

» somit das Verfahren minimale Mengen an Abwasser produziert.

Eine solche Kombination konnte im Labor realisiert werden. Die chromatographische
Nitratabreicherung von Molkekonzentrat erfolgte in der in Kapitel 5.4.2.1 beschriebenen
Chromatographie-Saule. Um eine schnelle Nitratbeladung des lonentauschers zu
gewdhrleisten, wurde der Volumenstrom des Molkekonzentrats auf drei Bettvolumen pro
Stunde eingeregelt. Die Regeneration des Harzes wurde dem in Kapitel 5.4.2.1 beschriebenen
Eluenten mit einem Volumenstrom von 6,75 BV/h durchgefuhrt.

Bel dem Versuch wurden 4,7 Liter Eluent bendtigt. Dieser wurde in einen 5 Liter Reaktor
Uberfuhrt und mit ca. 0,4 g/l Biotrockenmasse P. denitrificans versetzt und 80 min bei einer
Temperatur von 37 °C unter anaeroben Bedingungen zur Reaktion gebracht. Anschlief3end
wurden mittels der in Kapitel 5.4.2.1 beschriebenen Mikrofiltrationsmoduls 4 Liter des
Eluenten von den Zellen abgetrennt. Mit diesem Eluenten wurde, nachdem mit frischem
Eluenten auf 51 aufgeflllt worden war, ein zweiter Regenerationzyklus gefahren (Abb.
5.4.18). In der Abbildung ist zu erkennen, dass sowohl die Nitratabreicherung von
Molkekonzentrat, als auch die Regeneration des Anionenaustauscherharzes im beiden Zyklen

einen fast identischen Verlauf zeigen.
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Abb. 5.4.18: Kombination der Nitratabreicherung von Molkekonzentrat

Chromatographie-Saule und mikrobieller Denitrifikation des Eluenten durch P.
denitrificans [319]

in ener

In der nachfolgenden Tabelle 5.4.4 ist die Bilanzierung des Nitrates aufgefuihrt. Die
Konzentrationen  des Nitrats im Eluenten wurde dabei Uber die Integrale der
Regenerationskurven berechnet. Diese Fl&chen sind in beiden Zyklen gleich, sie weisen nur
eine Differenz von 0,4 % zueinander auf. Die abgetrennten Zellen von P. denitrificans waren
in der Lage, nochmals mehrmals eine Modelllosung vollstandig zu denitrifizieren. Dieses

spricht deutlich dafUrr, dass die Kombination der beiden Verfahren moglich ist.

Tab. 5.4.4:  Nitratbilanz der Kombination von chromatographischer Nitratabreicherung von
Molkekonzentrat und biologischer Denitrifikation des Eluenten [319]
Cnitrat (Molkekonz.) [mg/l] Myitrat [M]
vor nach Cnitrat (Eluent) im Molke- im Eluenten
Zyklus- . .
Abreicherung | Abreicherung [mg/l] konzentrat
#
1 152 3 71 313 321
2 158 7 71 323 320
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54.3 Abschatzung der Auslegung einesindustriellen Prozesses

Fur die Abschatzung der Auslegung eines industriellen Prozesses, oder zu mindestens einer
Pilotanlage, sind bel der Denitrifizierung von Molke zwei Parameter von entscheidender
Bedeutung. Zum einem ist es der NVK-Wert des Harzes und zum anderen die Kinetik der
Denitrifizierung. Der erste Wert wird bendtigt, um die Dimensionierung der Saulen
festzulegen, der zweite Werte, um die notwendige Reaktorgrofle zu ermitteln.
Selbstverstandlich sind weitere Parameter wie maxima zu erbringende Pumpleistung,
Kuhlleistung etc. zu berticksichtigen. Diese Parameter sind aber von anderen Prozessen in der

molkeverarbeitenden Industrie bekannt oder kdnnen abgeschétzt werden.

Der hier vorgenommenen Abschdtzung liegt die Annahme zugrunde, dass bel der Firma
Biolac jahrlich 800.000 Tonnen Molke (entsprechend 160.000 t Konzentrat) mit einer
durchschnittlichen Nitratkonzentration von 250 mg/l anfallen. Zur weiteren Vereinfachung
wurde angenommen, dass die eingesetzte Molke eine Dichte von 1 g/l hat. Es wird weiterhin
davon ausgegangen, dass das gesamte Volumen denitrifiziert werden soll. Dieses ist
wahrscheinlich nicht notwendig, da fir viele Anwendungen insbesondere im
Futtermittelbereich keine nitratfreien Endprodukte angeboten werden mussen. Da die
Molkeverarbeitung kontinuierlich lauft (2 Tage Stillstand im Jahr) ergibt sich auf Grund
dieser Annahme ein durchschnittlicher Nitratfluss von 76 g/min bel einem mittleren
Volumenstrom von 304 I/min. Wie oben beschrieben wurde, kann das verwendete Harz mit
einem Volumenstrom von max. 3 BV/h belastet werden. Daraus berechnet sich ein benttigtes
Harzvolumen von 6,1 m>. Dieses ist in industriellen Ma3staben keine ungewshnliche GroRe.
Gangige Anlagen der Firma Applexion, Frankreich, zur Entmineralisierung von Molke haben
Volumina von 5 — 10 m*. Im Bereich der Melasseaufarbeitung (s. Kapitel 6.2) sind bei der
Firma Amino, Frellstedt, Chromatographieanlagen mit Bettvolumen von bis zu 60 m?® in
Betrieb. Ein solches Harzbett hdtte eine maximale Austauschkapazité von 5472 mol
(~340 kg) Nitrat. Der NVK-Wert wurde, wie in Kapitel 5.4.2.1 beschrieben, zu 15 % der
maximalen Austauschkapazitdt bestimmt. Unter der Berticksichtigung, dass sich dieser Wert
im Up-Scaling nicht verandert, wirde sich fur das erechnete Bettvolumen eine
Bindungskapazitat von ungefdhr 821 mol Nitrat ergeben. Dieses wirde bedeuten, dass die
Saule mit 206,84t Molkekonzentrat beladen werde konnte, bevor der Durchbruch erfolgt.
Dieses entspricht einer Beladungszeit von rund 11,3 h. Geht man davon aus, dass die Elution

mit dem zehnfachen Bettvolumen erfolgen kann, ergibt sich ein Bedarf von rund 61 m® Eluent
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(entsprechend 2,1 t Natriumchlorid). Fir die Elution werden vom Hersteller des Harzes 2 bis
8 BV/h angegeben. Im Labor wurden bei 40°C mit rund 7 BV/h gute Ergebnisse erzielt. Die
Elution wirde entsprechend mit einem Volumenstrom von 710 I/min erfolgen und ca. 1,5h
dauern. Realisiert werden konnte bisher im Labor eine Elution innerhalb von 180 min, so dass
hier noch weiterer Optimierungsbedarf besteht. Der Verlust an Natriumchlorid sollte dem
NVK-Wert der Saule entsprechend bei rund 48 kg (821 mol) liegen (2,2 %). Diese Menge an
Chlorid muss entsprechend vor dem néchsten Zyklus in Form von Salzsdure zugegeben
werden. Die Konzentration an Nitrat im Eluenten betrdgt nach der Elution 0,85 g/l. Fur die
nachfolgende biologische Denitrifikation muss der Eluent gepoolt werden. Das Harz muss
anschlieRend mit dem vierfachen Bettvolumen Wasser gewaschen werden (24,4 m®). Der
Waschvorgang kann mit bis zu 10 BV/h durchgefiihrt werden, so dass dieser Vorgang mit
ungefahr 25 min zu kalkulieren ist. Die Saule steht somit nach ca. 2 h zum erneuten Beladen
mit Molkekonzentrat zur Verfigung. Um kontinuierlich arbeiten zu kdnnen, ist somit eine
Zwillingsanlage notwendig. Schaltet die erste Saule auf Elution, so wird die zweite Saule
beladen.

Um fir diese Konzentration entsprechend die Denitrifikationsstufe auszulegen, muss die
Kinetik bekannt sein. Aus den oben genannten Kakulationen ergibt sich, dass mindestens
61 m* Eluent mit einer Konzentration von 0,85 g/l vorliegen. Dieser Eluent sollte innerhalb
von max. 9 h regeneriert werden, da er dann zur Elution des néchsten Zyklus auf der zweiten
Séaule bendtigt wird. Daraus ergibt sich ein Volumenstrom von 113 I/min mit einer Belastung
von 96 g/min Nitrat. Der Reaktor muss also so ausgelegt werden, dass er sowohl den
Volumenstrom bewerkstelligen als auch die benétigte Abbauleistung aufbringen kann. Darauf

soll nun an dieser Stelle etwas ausfiihrlicher eingegangen werden.

Zur Bestimmung der Kinetik wurde von der Michaelis-Menten-Kinetik ausgegangen. Die
Geschwindigkeit der Denitrifizierung wurde in Batchversuchen unter anaeroben Bedingungen
in der Anwesendheit von 35 g/l NaCl (entsprechend der Salzkonzentration des Eluenten)
ermittelt (s. Anhang 8.15).
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Abb. 5.4.19: Verlauf der Denitrifikation durch Paracoccus denitrificans bei 37 °C, pH 7,5;
CnaoH = 35 g/l; mit Acetat a's Elektronendonor [326]

Wie aus der Abbildung 5.4.19 zu erkennen ist, zeigen die Kurven unabhangig von der
eingesetzten Biomasse einen linearen Verlauf des Abbaues von Nitrat zu Stickstoff. Dieser
Verlauf ist insofern ungewohnlich, as das man eine asymptotische Anndherung an die
Konzentration von O ¢/l Nitrat erwarten wirde. Dieses ergibt sich aus den Annahmen der
Michaelis-Menten-Kinetik. Fur die vorliegende Abweichung liefert die Michaeglis-Menten-
Kinetik eine mogliche Erkldrung. Fir den Fall, dass die MichaelisKonstante K, klein
gegenlber der Substrakonzentration ist, ist Geschwindigkeit der Reaktion unabhéngig von der
Substratkonzentration (Kinetik Nullter Ordnung) und entspricht der Maximal geschwindigkeit.
In diesem Fall wirde sich fir den Nitratabbau die beschriebene lineare Abnahme ergeben. Bel
niedrigen Nitratkonzentrationen mussten alerdings Abweichungen vom linearen Verlauf
auftreten. Dieses wird durch die aufgenommenen Messwerte nicht bestétigt. Daraus kann

geschlossen werden, dass K, derart klein, dass die Abweichungen vom linearen Abbau erst

unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Analytik (2 mg/l bel 3,5 % NaCl) zum tragen
kommen.
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Aus diesen Ergebnissen ergibt sich die Annahme, dass die Denitrifikation bei einer
Salzkonzentration von 35 g/l im betrachteten Konzentrationsbereich einer Kinetik nullter
Ordnung gehorcht. Die aus der Steigung der Regressionsgeraden ermittelte
Reaktionsgeschwindigkeit entspricht somit der Maximalgeschwindigkeit viax bei einer
gegebenen Zelldichte im Reaktor. ES ist zu erwarten, dass eine Erhéhung der Zelldichte auch
eine grofRere Reaktionsgeschwindigkeit mit sich fuhrt. Daher bietet es sich an, dass man die
ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten v auf die Zelldichte normiert und somit eine auf die
Zdldichte  bezogene  Reaktionsgeschwindigkeit v,  berechnet  [326]. Die
Reaktionsgeschwindigkeit oder Abbaurate v gibt dabel definitionsgemal die Abnahme der

Nitratkonzentration pro Zeiteinheit an.

v=3¢ - dMya 1 (Gl.5.4.7)
at dt Vv
v, =Y =AMy L (Gl. 5.4.8)
D dt Mygien

Unter der Annahme, dass keinerlei Wechselwirkungen zwischen den Bakterien untereinander
vorliegen, sollte v, bei gleichen Reaktionsbedingungen eine Konstante und damit unabhangig
von der Zdldichte sein. Somit lief3®e sich aus der experimentell bestimmten
Reaktionsgeschwindigkeit v, durch Multiplikation mit der Zelldichte D die
Reaktionsgeschwindigkeit v fir andere Zelldichten berechnen lassen. Kinetische
Untersuchungen zeigen, dass mit dem momentanen Optimierungsstand der Verfahren eine

maximale Abbaurate von 5 mg/(I min) erzielt werden kann [330].

Aus der bestimmten Maximalabbaurate fir Nitrat l&sst sich nunmehr die Reaktorgrofie
bestimmen, die notwendig ist, um den anfallenden Eluenten der chromatographischen Stufe
innerhalb von neun Stunden zu regenerieren. Man muss dafir die Annahme treffen, dass ein
kontinuierlich betriebener idealer Rihrkesselreaktor unter den gleichen Bedingungen
betrieben werden kann, bei denen die Versuche zur Bestimmung der Kinetik durchgefthrt
wurden (37 °C; pH 7,5; Cnaon = 35 ¢/l). Zur Bestimmung des Reaktorvolumens muss die
Design-Gleichung fur einen CSTR gel 6st werden.
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C
r= 70 W (Gl. 5.4.9)

mittlere hydrodynamische Verweilzeit in mi nt
Nitratkonzentration im Zulauf in mg/l

Umsatz

Reaktionsgeschwindigkeit in mg/ (1in)

<C@&® ~N

Unter der oben gemachten Voraussetzung, dass die Denitrifikation unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen im betrachteten Konzentrationsbereich nach einer Kinetik nullter
Ordnung ablauft, kann die Reaktionsgeschwindigkeit v as konstant und somit als vom
Umsatz unabhangig angesehen werden. Nach Ersetzen der Verweilzeit durch den Quotienten

V /V wird damit fiir das Reaktorvolumen V aus der Gleichung 5.4.9 die Beziehung erhalten:

Ve, U ml
V=——"0" = (Gl. 5.4.10)
Vv Vv
V = Volumenstrom durch den Reaktor in I/min
M = pro Zeiteinheit eingeleitete Nitratmenge in mg/min

Aus der chromatographischen Stufe wurde ein Volumenstrom von 113 I/min mit einer
Belastung von 96 g/min Nitrat ermittelt. Der Reaktor muss also so ausgelegt werden, dass er
sowohl den Volumenstrom bewerkstelligen als auch die benétigte Abbauleistung aufbringen
kann. Nach Gleichung 5.4.10 ergibt sich fur einen Umsatz von 0,992 — entsprechend einem
Abbau der urspriinglich in der Molke enthaltenen 250 ppm auf 2 ppm — mit der ermittelten

Maximal geschwindigkeit von 5mgniwa/(I min) ein benstigtes Reaktorvolumen von 19 m°.

Bei dieser Berechnung wird allerdings davon ausgegangen, dass die katal ytische Aktivitét der
Zéellen Uber den gesamten Zeitraum konstant bleibt. Dieses ist aber keineswegs der Fall. Wie
Untersuchungen der Kinetik gezeigt haben [330], nimmt die Aktivitét der eingesetzten Zellen
im Zeitraum von einer Stunde um den Faktor 0,07 ab. Der Aktivitétsverlust wurde tber einen
Zeitraum von 32 Tagen ermittelt. In dieser Zeit zeigte sich nahezu ein linearer
Aktivitdtsverlust. Dieser Verlust muss bel der Auslegung der biologischen Stufe
beriicksichtigt werden [326].
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Die zeitliche Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit kann nach Einfihren des

Verlustfaktors a nach folgender Gle chung beschrieben werden:

t
v(t) =a® [y, (Gl. 5.4.11)

Darin ist vp die Abbaurate frischer Zellen und © die Zeit, auf die der Verlustfaktor a bezogen
wird, in diesem Fall 1 Stunde. Um eine kontinuierliche Abbauleistung des Nitrates zu
gewahrleisten, mussen entsprechend des Verlustfaktors frische Zellen dem System zugefiihrt

werden. Hierflr gibt es prinzipiell zwel Moglichkeiten:

1. Die Denitrifikationsstufe wird in Hinblick auf den Biokatal ysator im Satzbetrieb gefahren,
d. h. nach X Zyklen des kontinuierlichen Abbaues von Nitrat wird der Prozess gestoppt
und die Zellen im Reaktor komplett ausgetauscht. In diesem Fall berechnet sich das
tatsachlich benttigte Reaktorvolumen nach Gleichung 5.4.12:

_ mi, W
V= o ( - (Gl. 5.4.12)
Vo %[ao —1}
Ina

2. Dem System werden kontinuierlich frische Zellen zugefihrt. Hier ergibt sich das

notwendige Reaktorvolumen nach Gleichung 5.4.13:

v=__ 1t (Gl. 5.4.13")
A Ina
+

ml O,

M = mittlere Massefluss von Nitrat in den Reaktor [mg/(I min)]

ts = Standzeit des Systems beim satzweisen Austausch der Zellen [min]
Vo = Abbaurate frischer Zellen [mg/(l min)]

© = Einheitszeit [60 min]

U =Umsatz

Vz = Volumenstrom der alten Zellen aus dem Reaktor [1/n]
"Herleitung der Formeln im Anhang 8.16

Aus dem ermittelten Kinetiken ergibt sich ein Verlustfaktor von 0,993, d h. nach 1 h sind
noch 993% der urspringlichen Aktivitdt vorhanden. FUr den momentanen

Entwicklungsstand des Verfahrens ergeben sich somit die folgenden Parameter zur
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Berechnung der ReaktorgrofRe bei Verwendung einer Biotrockenmasse von 1,2 g/l

Paracoccus denitrificans;

*  Vmax= 5 MOnitra/ (I'Min)
e M= 96.000 Mguiya/Min
« U=0,992

e a=0,993

Fir den ersten Fall, dem satzweisen Austausch der Zellen, ergibt sich bel einer Standzeit von

24 h ein Reaktorvolumen von 20,7 m®. Fir den zweiten Fall, der kontinuierlichen Zugabe

frischer Zellen, ergibt sich fur einen Zellstrom Vz von 300 I/h ein benétigtes Reaktorvolumen
von 34,4 m°. Es zeigt sich, dass insbesondere im Bereich der biologischen Denitrifizierung
noch Optimierungsbedarf besteht.

Welches Verfahren in einem industriellen Prozess realisiert werden kann, hangt neben diesen
berechneten Grof3en auch von der Praktikabilitét der beiden Verfahren ab. Bel der satzweisen
Erneuerung der Zellen entstehen Totzeiten durch das Entleeren und erneute Befillen des
Reaktors. Dadurch wird sich die Auslegung der Anlage andern, da am Anfang dieser
Betrachtungen davon ausgegangen worden ist, dass die chromatographische Stufe
kontinuierlich Gber eine Zwillingsanlage betrieben wird. Fir die Dentrifikation stehen bei
dieser Annahme keine Totzeiten zur Verfigung. Somit misste auch hier mit ener
Zwillingsanlage gearbeitet werden. Bel dem kontinuierlichen Austausch wére das nicht der
Fall. Hier ergibt sich aber das Problem, dass durch den Zellaustrag aus dem Reaktor der
Eluent mit den Zellen belastet wird. Diese mussen dann auf3erhalb des Reaktors Uber eine
Cross-Flow-Filtration bzw. Zentrifugation voneinander getrennt werden, wobel das Retentat
nicht in den Reaktor zurlickgefihrt werden darf. Fur diese Aufgabe konnten
Durchflussseparatoren mit Feststoffauswurf eingesetzt werden.

Bel al diesen Betrachtung darf natirlich auch nicht vernachldssigt werden, dass der
notwendige P. denitrificans mit einer entsprechenden Zelldichte in einem weiteren Bioreaktor
unter anaeroben Bedingungen kultiviert und geerntet werden muss, was an dieser Stelle
unberticksichtigt bleiben soll. Es wird durch das gezeigte Beispiel aber sehr deutlich, dass die
Bestimmung des Verlustfaktors fir die Prozessauslegung entscheidenden Einfluss hat.
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Bel dem Aufbau eines solchen Verfahrens darf aber nicht nur die Effizienz der Bindung des
Nitrates am Adsorberharz und die nachfolgende Denitrifizierung im Vordergrund stehen. Es
ist ebenso notwendig, dass untersucht wird, inwieweit das chromatographische Verfahren
Einfluss auf die Molke an sich hat. Es ist mdglich, dass weitere Bestandteile der Molke
(insbesondere Proteine) mit dem Harz interagieren und eventuell auf der Saule verbleiben und
sich dann im Eluenten anreichern. Es ist notwendig, dass eine solche Proteinentfernung
minimiert wird, um nicht spatere Ausbeuteverluste bel der Molkeverarbeitung zu verursachen.
Um einen ersten Eindruck Uber diesen Faktor zu erhalten, wurden von dem Molkekonzentrat
vor und nach der Chromatographie , Fingerprints® tUber die SDS-PAGE-Gelelektrophorese
angefertigt. Bei diesen sehr einfachen Untersuchungen konnte keine Veranderung der
Zusammensetzung der Molkeproteine durch den Prozess festgestellt werden. Weiterfihrende
detaillierte Versuche auf der Basis der MALDI-M S und der CE missen dieses Ergebnisin der
Zukunft noch bestétigen.

Denkbar ist auch ein alternatives Abreicherungsverfahren, bei dem die chromatographische
Stufe eingespart werden konnte. In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass unter der
Verwendung von immobilisierten Paracoccus denitrificans eine direkte Reduktion von Nitrat
zu Stickstoff in Molkekonzentrat moglich ist. Bei einem solchen Verfahren gilt es aber in

Zukunft folgende Bedenken eindeutig zu wiederlegen:

* Freisetzung von Paracoccus denitrificans in die Molke
* Freisetzung toxischer Stoffwechsel produkte

* Veranderung der Proteinzusammensetzung durch V erstoffwechselung

Betrachtet man den momentanen Entwicklungsstand des Verfahrens, so l&sst sich
zusammenfassend feststellen, dass eine Nitratabreicherung aus Molke auch im industriellen
Maldstab moglich ist. Dadurch wird der Einsatz nitratarmer bzw. nitratfreier Molkeprodukte
im Bereichen der Didtetik, Babynahrung, Nutraceuticals und Functional Foods ermdglicht.
Durch die Kombination mit der biologischen Denitrifikation kann der verwendete Eluent
regeneriert werden und somit die Salzfracht im Abwasser um fast 98% reduziert werden.
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55 Aufarbeitung von Kartoffelprotein

Kartoffelfruchtwasser (Abk. PPL = potatoe protein liquor) ist wie Molke und Melasse einer
der landwirtschaftlichen Reststoffe, die in Deutschland in gewaltigen Mengen anfalen. Die
jahrliche Verarbeitungskapazitdt von Kartoffeln zu Stérke liegt bel ca. 3,4 Millionen Tonnen.
Bei dieser Aufarbeitung falt das Kartoffelfruchtwasser (KFW) an. Aus diesem kodnnen die
Kartoffelproteine isoliert werden. Sie liegen im PPL mit einer Konzentration von ca. 20 ¢/l
vor. Bei der oben angegebenen Kartoffelverarbeitungskapazitdt werden z. Z. ca. 45.000 t/a
Kartoffelproteine durch Eiweil¥falung aus dem PPL gewonnen. Insgesamt verfligen die
Kartoffeln (solanum tuberosum) aber Uber einen Anteil von mindestens 68.000 t/a
Kartoffelproteinen, die potentiell gewonnen werden konnten. Die Proteinwertigkeit der
Kartoffel liegt hervorgerufen durch hohe Gehalte der essentiellen Aminosauren Leucin,
Lysin, Vain und Phenylalanin bei 71 (zur Proteinwertigkeit s. Kap. 5.3.1). Eine Nutzung der
Proteine fur die menschliche Erndhrung ist also durchaus sinnvoll. Insbesondere im Hinblick
auf eine Weiterverarbeitung, wie der Hydrolyse zu Aminosauren oder Peptiden, ist PPL somit

eine interessante Rohstoffquelle.

Uber die Kartoffelproteine an sich ist erstaunlich wenig in der Literatur beschrieben. Dieses
mag hauptsachlich daran liegen, dass die Kartoffel industriell zur Starke- und nicht zur
Proteingewinnung genutzt wird. Die Proteine der Kartoffel lassen sich in drei Gruppen
einteilen. Die erste Gruppe wird vom Patatin gebildet. Der Trivialname ,, Patatin“ bezeichnet
eine Familie von Glycoproteinen, die mengenmaldig das wichtigste Kartoffelprotein darstellt.
Die zweite grofRe Gruppe der Kartoffelproteine sind die Proteasen-Inhibitoren. Diese
Proteasen-Inhibitoren bilden einen Teil des Abwehrmechanismus der Kartoffel gegentiber
Insektenbefall und Mikroorganismen. Die dritte Gruppe der Kartoffel proteine wird von einer
grofRen Anzahl minorer Proteinfraktionen gebildet. Beispiele hierfur sind eine Reihe von
Enzymen, wie die Enzymsysteme der Stérkesynthese, die Protein-Kinasen, Phosphorylasen

oder die Phenoloxidasen [331].

Patatin wurde erstmals 1980 isoliert, ausfuhrlich untersucht, charakterisiert und beschrieben.
Die Primérstruktur des Patatins — seine Aminosauresequenz - besteht aus 362 Aminosauren.
Die Molekularmasse wird mit ca. 40 — 44 kDa angegeben. Im nativen Zustand bildet Patatin

Dimere mit einer Molekularmasse von 88 kDa aus. Die Biosynthese des Patatins wird von
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zwel Genklassen mit insgesamt ca. 50 — 70 Genen kodiert. Die Gene weisen laut Literatur mit
98 % eine hohe Homologie auf. Gegeben durch diese grof3e Homologie der Gene haben die
Isoformen des Patatins sehr dhnliche funktionelle Eigenschaften. Die bisher untersuchten
Isoformen des Patatins unterscheiden sich nur geringftigig in ihrer Priméarstruktur durch den
Austausch einzelner Aminosauren und bezlglich des Ausmales der N-glycosidisch
gebundenen Kohlenhydratketten. Die einzelnen Isoformen des Patatins lassen sich analytisch
mit elektrophoretischen Methoden wie der isoelektrischen Fokussierung IEF oder der
Kapillarelektrophorese sowie durch Chromatographiemethoden wie RP-HPLC (Reversed
Phase High-Performance Liquid Chromatography) unterscheiden. Fur die Trennprobleme wie
sie bei der Abtrennung der Kartoffelproteine wahrend des industriell durchgefihrten
Kartoffelstarkeprozesses auftreten, ist es sicher gerechtfertigt, die einzelnen Isoformen des
Patatins, insbesondere da sie sich auch hinsichtlich ihres thermischen Verhatens (Folding,
Unfolding) sehr @hnlich sind, technologisch as eine Gruppe zu betrachten [332]. Patatin
gehort zu der Gruppe von Glycoproteinen, die N-glycosidisch verknipft sind, also am Amid-
Stickstoff vorhandener Asparaginsaurereste Oligosaccharid-Seitenketten tragen. Eine bis drei
derartiger N-glycosidischer Verknipfungen werden fur das Patatinmolekil gefunden und
zwar an den Asparaginsaureresten der Positionen 37, 67, 181 bzw. 92 und 301 innerhalb der
Polypeptidkette des Patatins. Die gebundenen Oligosaccharid-Seitenketten bedingen eine
erhdhte Hydrophilie des Patatins. Daraus folgt eine sehr gute Loslichkeit des Patatins in
wal¥rigen Medien. Unter den ,denaturierenden” Bedingungen beim Kartoffelstarkeprozess
verlieren die Kartoffelproteine wie das Patatin weitestgehend ihre sehr gute Loslichkeit.
Bemerkenswert ist der relativ hohe Tyrosingehat des Patatins mit 17 Tyrosinresten,
gekoppelt mit einem hohen Lysingehalt. Dieser Umstand hat Auswirkung auf die irreversible
Prézipitation des Patatins aus dem Kartoffelfruchtwasser beim industriell durchgefihrten
Kartoffelstarkeprozess (s. unten). Patatin besitzt weiterhin eine enzymatische Aktivitéat. Es
wirkt als Lipid-Acyl-Hydrolase (LAH) [333].

Die zweite grof3e Gruppe der Kartoffelproteine sind die Protease-Inhibitoren. Das
Vorkommen von Protease-Inhibitoren in Pflanzen ist seit 1938 bekannt. Nach heutigem
Forschungsstand wird den Proteasen-Inhibitoren eine wichtige Funktion innerhalb der
Pflanzenabwehr gegeniiber Insektenbefall und Mikroorganismen zugeschrieben. So wird die
Anwendung von Proteasen-Inhibitoren als Bioinsektizide in transgenen Pflanzen diskutiert.
Weiteres Interesse an den Proteasen-Inhibitoren kommt von Seiten der Pharmaindustrie und

dem Markt der funktionellen Lebensmittel. Proteasen-Inhibitoren wird eine Blutzucker
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regulierende Wirkung, eine gewichtsregulierende Wirkung sowie ene gewisse
anticarcinogene Wirkung zugeschrieben. Da 20 — 30 % der aus der Kartoffel extrahierbaren
Proteine zur Gruppe der Proteasen-Inhibitoren gehoren, stellt die Kartoffel eine sehr gute
Quelle fur die Gewinnung eines breiten Spektrums von Proteasen-Inhibitoren dar. Die
Proteasen-Inhibitoren — die Kartoffelinhibitor I- und 11-Familien — haben die Fahigkeit, gleich
funf Hauptverdauungsenzyme (Trypsin, Chymotrysin, Elastase und die Carboxypeptidasen A
und B) bei hdheren Tieren und Insekten zu inhibieren. Aul3erdem zeichnen sich die Proteasen-
Inhibitoren durch eine hohe thermische Stabilitdt aus. Eine Inaktivierung der Proteasen-
Inhibitoren gegentber Trypsin erfordert eine Temperatur von 130°C und eine
Einwirkungsdauer von 30 Minuten. Das kommerzielle Interesse an den Proteasen-Inhibitoren
kommt auch darin zum Ausdruck, dass in der neueren Patentliteratur Verfahren beschrieben
werden, die es gestatten, die Proteasen-lnhibitoren effektiv aus der Kartoffe zu
extrahieren [334]. Die Molekularmassen der Proteasen-Inhibitoren der Kartoffel liegen in
einem Bereich von 9 - 25 kDa. Es werden aber auch Agglomerate von ca. 40 kDa gebildet. Im
Unterschied zur Patatin-Fraktion zeigt die Proteinfraktion der Proteasen-Inhibitoren nahezu
keine Abhangigkeit der Loslichkeit vom pH-Wert. Untersucht wurde der pH-Bereich von
pH 2 bis 12. Die Patatin-Fraktion zeigt ein Minimum der L&slichkeit im Bereich pH 4 bis 5.
Gegenuber thermischer Denaturierung, wobel als Mal3 fur die Denaturierung die Loslichkeit
betrachtet wurde, zeigt sich die Proteinfraktion der Proteasen-Inhibitoren resistenter als die
Proteinfraktion des Patatins. Temperaturen zwischen 20 — 60°C haben keinen Einfluss auf die
Loslichkeit der Proteasen-Inhibitoren. Erst ab 80°C verringert sich je nach Salzgehalt der
Losung ihre Loslichkeit [331].

Bei der irreversiblen Prazipitation der Kartoffelproteine, wie sie bel der Abtrennung der
Proteine wahrend des Kartoffelstérkeprozesses stattfindet, kann mit ziemlich hoher
Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass ein groer Teil der Proteasen-
Inhibitoren zusammen mit dem Patatin ausgeféllt wird. Ein Teil der Inhibitoren wird aber
wohl auch noch nach der Ublichen Heil3dampf-Injektion, die mit 110 - 115°C durchgefihrt
wird, im Kartoffelfruchtwasser gelost zurtick bleiben. Aufgrund ihrer hohen thermischen
Stabilitét ist es durchaus denkbar, dass ihre Proteasen hemmende Aktivitét erhalten bleibt. Bei
einer nachgeschalteten Behandlung des Kartoffelfruchtwassers mit Proteasen ist daher
durchaus die Moglichkeit gegeben, dass eingesetzte Proteasen in ihrer Wirkung gehemmt
werden. Auch in den beim Kartoffelstarkeprozess gewonnenen Kartoffelproteinisolaten
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kénnen mitgeféllte Proteasen-Inhibitoren moglicherweise eine nachfolgende Hydrolyse der

Kartoffel proteine mittel s Proteasen negativ beeinflussen.

Neben der Proteinfraktion des Patatins und der Proteinfraktion der Proteasen-Inhibitoren gibt
es ene grole Zahl minorer Proteinkomponenten in der Kartoffdl bzw. im
Kartoffelfruchtwasser. Einzeln gesehen représentieren sie zwar jeweils fir sich nur einen
verschwindend kleinen Anteil am Gesamtproteingehalt der Kartoffeln, in ihrer Gesamtsumme
sind diese minoren Proteine aber bedeutend. Ihr Anteil wird mit ca 20 — 30 % am
Gesamtproteingehalt der Kartoffel angegeben. Zu den minoren Proteinen zahlen viele
Enzyme wie z.B. die Enzyme de Starkesynthese, die Protein-Kinasen oder die
Phosphorylasen. Eine interessante Verbindungsklasse sind die in Kartoffeln vorhandenen
Lectine oder Phytohdmagglutine. Unter anderem bewirken sie die Mitose - die indirekte
Zellteilung. Die meisten der minoren Proteine der Kartoffel sind bisher noch nicht

charakterisiert und beschrieben worden [331].

Eine weitere wichtige Substanzklasse im PPL bilden die Polyphenoloxidasen. Andere Namen
fir diese Enzyme sind Catechol-Oxidasen oder Tyrosinasen. Diese Enzyme gehdren zur
Familie der sogenannten Typ-3-Kupferproteine. Polyphenoloxidasen oxidieren allgemein
Phenole zu Diphenolen sowie durch nachfolgende Oxidation die Diphenole weiter zu

Chinonen.

Kartoffeln enthalten neben der Stdrke und den beschriebenen Proteinen eine Vielzahl
phenolischer bzw. polyphenolischer Verbindungen, die sich ebenfals im Fruchtwasser
wiederfinden lassen. Die mengenmdldig wichtigsten Vertreter dieser Gruppe sind die
Chlorogensdure und Isochlorogensauren. Weiterhin  kommen héaufig die Kaffeesaure,
Ferulasaure und p-Cumarsdure vor, sowie die in Pflanzen allgemein weit verbreiteten
Farbstoffe aus der Gruppe der Flavone und Anthocyane, Aromastoffe wie Cumarinderivate
und Vanillin und des weiteren hochpolymere polyphenolische Makromol ekile wie Tannin —
ein Glycosid der Galussdure — und Lignin as Gerlstsubstanz der Zellwénde. Eine
Sonderrolle nimmt die Aminosdure Tyrosin ein. Tyrosin kommt sowohl frei als Aminoséaure
im Kartoffelfruchtwasser vor als auch gebunden a's Bestandteil der Polypeptidkette (d.h. in

der Primérstruktur) des mengenmaldig wichtigsten Kartoffel proteins, des Patatins.
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55.1 Proteingewinnung beim Kartoffelstarkeprozess— Stand der Technik

Derzeitiger Stand der Technik ist, dass aus dem Rohstoff Kartoffel neben dem Hauptprodukt
Starke as Nebenprodukte nur die Kartoffelproteine als Gesamtfraktion wahrend des
industriell durchgefuhrten Kartoffel stérkeprozesses gewonnen werden. Die Kartoffel proteine
werden dabel Uber Heil3dampf-Injektion bel einer Temperatur von 110 — 115 °C bei einem
pH-Wert von 4,8 bis 5,2 — also am isoelektrischen Punkt der Kartoffelproteine— aus dem
Kartoffelfruchtwasser ausgefdlt (koaguliert) [335]. Ein entsprechendes Prozessschema ist in
der Abbildung 5.5.1 dargestelit.

; toffel Dekanter

artoffe .

" ———| Reibe —p Abtrennungdes | | Umkehrosmose
Wasche Fruchtwassers

Separator ‘{érke und
Auswaschen Faserstoffe KFW “
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\ 4
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o’® 4———— Eindampfung € Dampfinjektion
rotein _ _ ca.110° C
Liquor enteiweildtes
(ca.200 g/L) l ¥ Fruchtwasser
- eKFW Kartoffeleiweil?
Klaranlage

Abb.55.1:  Prozessschema zur Gewinnung von Kartoffelprotein (Quelle: Emslandstérke)

Der Mechanismus bei der thermisch induzierten Proteinféllung aus dem Kartoffelfruchtwasser
beim industriellen Kartoffelstarkeprozess ist bisher weitestgehend unbekannt. Man kann aber
davon ausgehen, dass unter den Bedingungen der Proteinausfélung im Kartoffelfruchtwasser
die Kartoffelproteine mit zahlreichen Begleitkomponenten, die ebenfalls im
Kartoffelfruchtwasser  enthalten  sind, reagieren.  Als  wesentliche,  reaktive
Begleitkomponenten sind hier zu nennen: Phenole, Polyphenole, Tannin, sowie die

verschiedenen Kohlenhydrate.

Wichtig bei diesem Prozess sind auch die konformativen Anderungen der Kartoffelproteine.

Erste Anderungen der Tertiarstruktur von Patatin wurden bereits bel Temperaturen oberhalb
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28 °C beobachtet. Zwischen 25 und 35 °C ist die Enzymaktivitét als Lipid-Acyl-Hydrolase
maximal. Bei Temperaturen oberhalb 45 °C beginnt die Entfaltung der Sekundérstruktur.
Zwischen ca. 50 und 55 °C setzt die Entfaltung der a-Helix ein. In diesem Temperaturbereich
geht auch die Enzymaktivitdt nahezu vollsténdig verloren [336]. Reines Patatin zeigt ein
anderes Verhaten. Auch bel Temperaturen von 90 °C bleibt eine L6sung von reinem Patatin
klar. Es wurden keine Aggregate des Patatins mittels Methoden wie Circulardichroismus
(CD), Infrarot- oder Fluoreszenzspektroskopie gefunden. Reines isoliertes Patatin erleidet
keine Prazipitation bei Erhitzung, ganz im Gegensatz zu der irreversiblen Prazipitation real im
Kartoffelfruchtwasser. Die Prazipitation im reden Kartoffelfruchtwasser wird bei
Temperaturen oberhalb der Denaturierungstemperatur des Patatins, also nach seiner
Entfaltung des Proteinmolekils, beobachtet. Nach der Entfaltung hat das Proteinmolektil die
Moglichkeit, mit den zahlreichen Verbindungen im realen Kartoffelfruchtwasser zu reagieren.
Insbesondere Reaktionen mit den zahlreich im Kartoffelfruchtwasser enthaltenen
phenolischen Verbindungen wie z.B. Chlorogensaure, Kaffeesdure, Tyrosin usw. werden als
Grund fur die irreversible Prézipitation der Kartoffelproteine im Reamedium

K artoffe fruchtwasser vermutet.

Das komplexe System aus phenolischen bzw. polyphenolischen Verbindungen wie z.B. der
Chlorogensaure oder der Aminosaure Tyrosin, der Enzymgruppe der Polyphenol oxidasen und
der Kartoffelproteine im Kartoffelfruchtwasser spielt generell wohl eine entscheidende Rolle
bei der irreversiblen Ausfalung der Kartoffelproteine wie sie bei der Heil3ddampf-Injektion
wéhrend des Kartoffelstarkeprozesses durchgefiihrt wird. Verbindungen wie die
Chlorogensdure werden durch die Phenoloxidasen zu ihren entsprechenden Chinonen
oxidiert. Diese Chinonderivate der Chlorogensaure reagieren mit vorhandenen Proteinen im
Kartoffelfruchtwasser [337]. So konnen sich hochmolekulare, komplex aufgebaute
Agglomerate aus den Kartoffelproteinen und den zu ihren entsprechenden Chinonderivaten
oxidierten Polyphenolen im Kartoffelfruchtwasser bilden. Die Folge ist, dass ein mehr oder
weniger groRer Tell der Proteine, die beim Kartoffelstérkeprozess aus dem
Kartoffelfruchtwasser mittels Heil3ddampf ausgefélt werden, eben diese Polyphenole
gebunden hat. Bei der Bindung der Polyphenole Uber ihre Chinonstufe handelt es sich um
weitestgehend rein kovaente chemische Bindungen. Die Proteine liegen also in einer
strukturell stark verénderten Form vor und werden aus diesem Grund ihre urspringlichen
funktionellen Eigenschaften mehr der weniger verlieren. Dieser Vorgang, die Reaktion

zwischen Protein und Polyphenol, entspricht mehr einer Proteinmodifizierung as dem
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Prozess, der durch den Begriff der , Proteindenaturierung” zu beschreiben wére. Unter dem
Begriff ,, Proteindenaturierung” wird jede Verdnderung der Konformation der Proteine im
Bereich ihrer Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur verstanden, die ohne Veradnderung der
Primérstruktur abléuft. Allerdings werden die Kartoffelproteine bei der Heil3dampf-Injektion,
die bel einer Temperatur von 110 — 115 °C durchgefuhrt wird, durchaus thermisch

denaturiert.

Eine Sonderstellung bel diesem Vorgang nimmt die Aminosaure Tyrosin ein. Tyrosin wird
ebenso wie die anderen Phenol- bzw. Polyphenolverbindungen von den im
Kartoffelfruchtwasser vorhandenen Polyphenoloxidasen Uber die Stufe des Diphenols (Dopa)
zum Dopachinon oxidiert. Dies fuhrt einerseits zu der bekannten Melaminbildung mit der
daraus resultierenden Pigmentbildung. Weiter kann das Dopachinon des Tyrosins mit einer
Vielzahl freier Aminosduren, die im Kartoffelfruchtwasser vorhanden sind, reagieren.
Reaktionspartner sind dabei die NH,-Gruppen der Aminosauren. Bedeutungsvoller fur das
Problem der irreversiblen Prazipitation der Kartoffelproteine wahrend des industriell
durchgefuihrten Kartoffelstérkeprozesses dirfte allerdings sein, dass innerhalb des
mengenmal3ig wichtigsten Kartoffelproteins, des Patatins, die dort im betréchtlichen Umfang
vorhandenen Tyrosinreste zum Dopachinon oxidiert werden und es innerhalb des
Patatinmolekils zu Quervernetzungsreaktionen mit den NHx-Gruppen bevorzugt der
Aminosduren Lysin, Arginin und Histidin kommt. Auch konnen durch diese Reaktion
verschiedene Patatinmoleklle untereinander quervernetzt werden. Es bilden sich grofRere
Aggregate bis hin zu gelartigen Strukturen. Die Proteine bif3en auf Grund dieser Reaktionen
ihre funktionellen Eigenschaften wie z. B. ihre Lddichkeit ein. Als Stiitze fir den
beschriebenen Mechanismus kann gelten, dass fur das Gebiet der medizinischen Klebstoffe
tyrosin- und lysinreiche Proteinsequenzen, deren Vernetzung u.a. Uber Phenoloxidasen
gestartet wird, patentiert wurden [338, 339].

Es lasst sich somit feststellen, dass bel den bisher etablierten Prozessen zur
Kartoffelproteingewinnung die Proteine weitestgehend denaturieren und nahezu vollsténdig
ihre funktionellen Eigenschaften verlieren. Die Qualitét der so gewonnenen Proteinisolate, die
einen Proteingehalt von 80 — 85 % aufweisen, gestattet derzeit lediglich eine Verwendung al's
Viehfutter, verbunden mit entsprechend geringer Wertschopfung am Gesamtprozess.
Geschmack, Geruch und Aussehen der Proteinisolate sowie auch die geringe Loslichkeit der

Proteine — bedingt durch ihre Denaturierung — schlief?en deren Verwendung fur die
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menschliche Erndhrung und in der Nahrungsmittelindustrie derzeit aus, obwohl gerade die
Kartoffel proteine wegen ihres fir ein Pflanzenprotein hohen Lysingehaltes von 7,5 % sehr gut
fur die menschliche Erndhrung geeignet wéren. Produkte wie z.B. Backwaren kénnten so
hinsichtlich ihres Lysingehaltes aufgewertet werden. Ceredien-Proteine enthalten
vergleichsweise wenig Lysin [331]. Eine Einschrankung der Verwendung der Proteinisolate
in der Lebensmittelindustrie oder auch als Viehfutter kann sich dadurch ergeben, dass
derartige Proteinisolate Glycoakaloide, hauptsachlich Solanin, in einer Menge von 500 —
5000 mg pro kg Proteinisolat enthalten kdnnen. Die Glycoakaloide bewirken in héheren
Konzentrationen einen bitteren Geschmack und kénnen toxisch wirken, indem sie das Enzym
Cholinesterase hemmen [340, 341]. Solanin und verwandte Substanzen kénnen nach hoher
Exposition akut toxische Symptome ausldsen, so z.B. Erbrechen, Durchfall, Spasmen,
Apathien, in schweren Féllen Nierenentztindungen, Hamolyse, bis hin zu Koma und EXxitus.
Insbesondere werden teratogene Effekte diskutiert, die in der Frihschwangerschaft nach dem

Konsum Solanin-haltiger Lebensmittel auftreten konnen.

Neben der thermisch induzierten Proteinausfallung bieten sich Membrantrennverfahren wie
die Ultrefiltration oder die Mikrofiltration fir die Abtrennung von Proteinen aus
Kartoffelfruchtwasser an. Allerdings konnten bisher die fir die Trennung von Milchproteinen
im groRen Umfang genutzten beiden Membrantrennverfahren Ultrafiltration und
Mikrofiltration (s. Kapitel 5.3) fur die Abtrennung bzw. Auftrennung der Kartoffelproteine
noch nicht wirtschaftlich eingesetzt werden. Die Grinde hierfir sind, dass derzeit die
realisierbaren Filtrationsleistungen fir das gegebene Trennproblem noch zu gering sind.
Insbesondere Foulingprobleme reduzieren die Filtrationsleistung. Die Entwicklung neuer
Membrantypen wie keramische Membranen mit optimierten Strémungsbedingungen kénnen
hier eine Verbesserung der Filtrationdeistung erbringen [342]. Ein Vortell der
Membrantrennverfahren ist sicherlich, dass dabel die Proteine weder thermisch belastet
werden, noch besonderem mechanischen Stress ausgesetzt sind. Die Proteine behalten ihre
funktionellen  Eigenschaften  wie  Lodlichkeit,  Wasserbindungsvermdgen,  und
Emulsionseigenschaften (s. hierzu auch Tabelle 5.3.2 am Beispiel der Molkeproteine).

Eine Anzahl von Arbeiten wurde unter dem Aspekt durchgefiihrt, die Kartoffelproteine
wahrend des industriellen Kartoffelstérkeprozesses moglichst nativ zu gewinnen. Eingesetzt
wurden hierfir neben einer Reihe verschiedener Sduren wie Zitronensaure, Essigsaure,

Phosphorsdure, Salzsdure oder Schwefelsdure auch Salze wie FeClz oder Alx(SOg)s zur
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Prézipitation der Proteine, ebenso spezielle Koagulationsmittel wie Carboxymethylcellulose
(CMC) oder Bentonite. Mit diesen Methoden konnte zwar eine effiziente Protein-Prazipitation
erreicht werden, die funktionellen Eigenschaften der Proteine blieben dabel jedoch nicht in
ausreichendem Malie erhalten [343, 344].

5,5.2  Gewinnungvon Aminosauren aus Kartoffelprotein

Es lasst sich somit feststellen, dass es bis heute keinen industriell eingesetzten Prozess gibt,
der es erlaubt, Kartoffel proteine bzw. Kartoffelproteinisolate in einer fir die Verwendung in
Lebensmitteln geeigneten Qualitét zu erzeugen, so dass die Proteine fur die menschliche
Erndhrung bzw. in der Lebensmittelindustrie bisher nicht einsetzbar sind. Deshalb riickt eine
andere Art der Nutzung dieser Proteine in den Mittelpunkt des Interesses. Uber eine
Hydrolyse der Proteine zu Aminosauren oder Peptiden lief3e sich zu mindestens der
erndhrungsphysiologische Wert der Proteine erhalten. Im Allgemeinen ist die Versorgung mit
Aminosauren bel der in Deutschland tblichen Erndhrungsweise im Bevdlkerungsdurchschnitt
mehr as gesichert. Es existieren alerdings zahlreiche Situationen, in denen die gezielte
Aufnahme hochwertiger Proteine oder Aminosauregemische von Vorteil bzw. notwendig sein
kann. Hierzu zadhlen die Erndhrung von Kleinkindern, Zusatznahrungen fur alte Menschen,
Formelnahrungen fur die enterae Erndhrung, Formuladidgten zur Gewichtsreduktion sowie
Diden bei Manutrition, der Muskelaufbau bei Sportlern oder die Erndhrung bei
verschiedenen Erkrankungen, die mit einem erhohten Proteinbedarf eingehen (z.B.
Krebserkrankungen, AIDS). Hierbel muss sichergestellt werden, dass eine ausreichende
Verfugbarkeit der Aminosduren gewdhrleistet ist und keine verarbeitungsbedingte
Hitzeschadigung im Sinne einer vermehrten Bildung von Lysinoalanin oder anderer
verénderter ungewohnlicher Aminosauren auftritt. Lange Zeit wurden zu diesem Zweck
neben den bereits beschriebenen Milch- und Molkeproteinen verschiedene Sojaproteine
eingesetzt. Die Diskussionen um maogliche Risiken durch ,,Gen-Soja‘* haben dazu gefihrt,
dass eine zunehmende Zahl von Verbrauchern diesen Rohstoff ablehnt und somit neue

Proteinquellen erschlossen werden missen.

In der Tabelle 55.1 ist der geschétzte Bedarf an essentiellen Aminosauren fir einen
Erwachsenen mit dem Gehalt an Aminosduren in der Kartoffel gegentiber gestellt. Es lasst

sich sehr gut erkennen, dass der Gehat an Aminosauren im Kartoffelprotein eine
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ausgezeichnete Basis zur Formulierung der oben genannten Spezialerndhrungen darstellt. Wie
bereits im beschriebenen Fall der Molkeproteine kann hier ein landwirtschaftlicher Reststoff
durch bioverfahrenstechnische Veredelung zur Herstellung von hochwertigen Komponenten

fUr die Lebensmittel- und Pharmaindustrie herangezogen werden.

Tab.5.5.1; Geschétzter Bedarf an essenziellen Aminosduren fur einen Erwachsenen mit
einem Korpergewicht von 70 kg und Gehalt in 100 g Kartoffel [345]

Aminosaure Téaglicher Bedarf Gehalt
[mq] [mg/100g K artoffel]
Isoleucin 700 100
Leucin 980 140
Lysin 840 130
Methionin u. Cystein* 910 50
Phenylalanin u. Tyrosin* 980 180
Threonin 490 90
Tryptophan 280 30
Valin 700 130

*Met und Cys bzw. Phe und Tyr kdnnen im Stoffwechsel ineinander Uberfihrt werden.

Zur Produktion der Aminosduren, die neben den beschriebenen Anwendungsbereichen auch

in grof3en Mengen fir die Tiererndhrung benttigt werden, existieren folgende Verfahren:

» Extraktion (aus nattirlichen Quellen und Proteinhydrol ysaten)
» Chemische Synthese
* Produktion mit Hilfe von Mikroorganismen

* Enzymatische Katalyse

Durch Extraktion (in Sinne von Isolierung durch beispielsweise lonenaustausch und
fraktionierte Kristallisation) aus Proteinhydrolysaten lassen sich beinahe alle proteinogenen
L-Aminosauren gewinnen. Rohstoffe hierflr sind proteinreiche Produkte, wie z.B. Keratin,
Federn oder Blutmehl. Bei der industriellen Herstellung von Olen aus Olsaaten von Raps,
Hanf und Soja fallen Uberdies proteinreiche Riuckstande an, die zu ca. 30% aus Proteinen
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bestehen. Eine der bestverfigbaren natlrlichen Quellen fir Aminosauren ist die

Zuckerribenmelasse. Auf diesen Prozess wird ausfihrlich in Kapitel 6.2 eingegangen.

Bel der chemischen Synthese entsteht im Allgemeinen ein racemisches Gemisch. Im Falle
von D,L-Methionin fir die Tiererndhrung kann dieses direkt vermarktet werden. Bei der
Verwendung fur die Humanerndhrung sind enantiomerenreine Aminosauren einzusetzen. In
Einzelfdllen lasst sich die L-Aminosaure direkt durch chirale Synthese aus einer prochiralen
Vorstufe darstellen. Durch die Verwendung von Mikroorganismen in Fermentati onsprozessen
lassen sich optisch reine Aminosduren darstellen. Als Kohlenstoffquelle werden hier
Saccharose (aus Melasse) oder Glucose (aus Stéarkehydrolysat) engesetzt. Die
Stickstoffquelle bildet entweder Harnstoff oder Ammoniumsulfat. Wildstdmme fuhren zu den
Aminosauren Glutaminsdure, Alanin, Valin [346]. Durch rekombinante oder gezielt
selektierte Mikroorganismen zugangliche Aminosduren sind Lysin, Threonin, Arginin,
Citrullin, Ornithin, Homoserin, Phenylalanin und Histidin. Der Zusatz von Precursern zur

Fermentation liefert bei spielsweise Aminosauren wie Threonin, Isoleucin und Tryptophan.

Zur enzymatischen Katalyse werden entweder ganze Zellen oder aktive Zellkomponenenten
(welche die entsprechenden Enzyme enthalten) eingesetzt. Bei  kontinuierlicher
Reaktionsfiihrung ist zusétzlich eine Immobilisierung der Biokatalysatoren nétig. Zuganglich
sind durch diese Methode unter anderem Tryptophan, Lysin, Asparaginsaure, Alanin und D-

p-Hydroxyphenyl-glycin.
Eine Ubersicht Uber die bisher publizierten industriellen Darstellungsmethoden und die

geschétzten Produktionsmengen von Aminosduren in den Jahren 1986 bzw. 1996 ist in der
Tabelle 5.5.2 dargestellt.
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Tab.5.5.2:  Jahresproduktion an  Aminosduren 1986 und 1996; publizierte
Darstellungsmethoden [347, 348]
Aminosaure Produktion 1986 |Produktion 1996| Produktionsmethoden
(jato) (jato)
Japan | Wetweit Weltweit F E| C| C|Ex
+

Glycin 3.500 6.000 8.000-100.000 X, 0 .
L-Alanin 150 100-1.000 X, 0 X
DL-Alanin 1.500 X
L-Asparaginsaure | 2.000 4.000 8.000-100.000 X, 0
L-Asparagin 30 100-1.000 X X, 0
L-Arginin 700 1.000 1.000-8.000 X, 0 X, 0
L-Cystein 300 1.000 1.000-8.000 X |o X, 0
L-Glutaminsdure  |80.000 |340.000 |100.000-800.000 (x, 0
L-Glutamin 850 100-1.000 X, 0 0
L-Histidin 250 100-1.000 X, 0 0
L-Isoleucin 200 100-1.000 X, 0 0
L-Leucin 200 100-1.000 0 X, 0
L-Lysin 30.000 |70.000 |100.000-800.000 |x,0 [x
L-Methionin 150 100-1.000 o] X
DL-Methionin 30.000 |250.000 |[100.000-800.000 X, 0
L-Phenylalanin 1.500 3.000 8.000-100.000 X, 0 X
L-Prolin 150 100-1.000 X, 0 X, 0
L-Serin 60 100-1.000 X, 0 X, 0
L-, DL-Threonin 200 8.000-100.000 X, 0 X
L-, DL-Tryptophan | 250 1.000-8.000 X, 0 | X X X X
L-Tyrosin 60 100-1.000 X, 0
L-Valin 200 100-1.000 X,0 |0 X

(F) Produktion mit Mikroorganismen (Fermentation), (E) Enzymatische Katalyse, (C) Chemische Synthese, (R)
Enantiomerentrennung, (Ex) Extraktion x = 1986 0 = 1996

Produktionsschatzungen fir Aminosauren sind wenig spezifisch, da die Produktionsdaten in

diesem Sektor infolge einer starken Konzentration der Geheimhaltung unterliegen; allein die

von den Unternehmen verdffentlichten Unternehmensdaten kdnnen zur Ermittlung des
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Produktionsniveaus herangezogen werden. So Ubersteigt das Produktionspotential das
Produktionsvolumen derzeit um durchschnittlich 50 Prozent, und dennoch geht der Trend in
Richtung Produktionsausweitung: Marktfuhrer wie Degussa erhthen nicht nur die
Marktpreise, sondern dehnen ihr Produktionsvolumen beispielsweise mit dem Bau der
weltweit gréften Methionin-Anlage mit einer Kapazitét von 150.000 Tonnen pro Jahr und
einer Verdoppelung der L-Threonin-Kapazitdt deutlich aus. Auf Basis dieser Daten liegt der
geschétzte Umsatz bei Aminosauren auf dem US-amerikanischen Markt beispielsweise bel
1,1 Mrd. US-Dallar, wobel eine steigende Nachfrage von Uber 5 % jéhrlich zu beobachten ist.
Den grofdten Wachstumsmarkt weltweit stellen bei der Nachfrage Energiegetréanke und
kraftspendende Nahrungsmittel der Fitnessindustrie sowie Diétetika dar, wahrend bei der
pharmazeutischen Industrie in Zukunft eine Ausdehnung der Geschéaftsaktivitéten auf

nachfragestarke benachbarte Anwendungsgebiete wie Anti-Age-Kosmetika zu erwarten ist.

Der hohe Gehalt an essentiellen Aminosauren in Proteinproben (z.B. Leucin 0,12 %, Lysin
0,96 %, Phenylalanin 0,08 %) aus dem Kartoffelverarbeitungsprozess belegt das grol3e
Potential zur Isolierung und Nutzung dieser biologischen Komponenten. Denn gerade die
Aminosduren sind neben ihrer positiven physiologischen Wirkung auch aufgrund ihrer
Eignung als natirliche Aromastoffe und Geschmacksverstérker gefragt und auch in der
Kosmetikindustrie als Basis hochwertiger Hautcremes geschétzt. Eine Abschétzung der
moglichen Ertrége bel Isolierung der Aminosduren aus verschiedenen nachwachsenden
Rohstoffen ist in Abbildung 5.5.2 dargestellt. Die Daten wurden anhand der Marktpreise der
Rohstoffe und der Marktpreise der zu gewinnenden Aminosauren berechnet. Hierzu wurde
angenommen, dass sich die in den Proteinen enthaltenen Aminosauren durch eine Hydrolyse
ohne Verlust gewinnen lassen. Dieses ist verfahrenstechnisch natirlich nicht moglich. Es
kann anhand der ermittelten Daten aber gezeigt werden, dass das Kartoffelprotein eine
hervorragende Aminosdurequelle darstellt. Vom zu erwartenden Gewinn her, wird das
Kartoffelprotein nur von Reiskleber, Sojaprotein und Weizenkleber Ubertroffen. Diese

Rohstoffe stehen in Deutschland nicht in grof3er Menge zur Verflgung.
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Abb.55.2:  Ertrage der Aminosauren bei Isolierung aus verschiedenen Rohstoffen

Um die Aminosauren aus dem Protein zu gewinnen, muss dieses hydrolysiert werden. Stand
der Technik bel der Herstellung von Proteinhydrolysaten sind saure Hydrolyseverfahren
[349], die zwar ausgereift sind, aber neben ener schlechten Energiebilanz auch hohe
Salzfrachten verursachen. Die sauren Hydrolyseverfahren sind von der Umweltbelastung aus
gesehen bedenklich. So fallen bei der Hydrolyse pro Tonne gewonnener Aminosaure ca. 0,75
Tonnen Natriumchlorid an. Nachteilig bei diesem Hydrolyseprozess ist aul3erdem, dass die
enantiomeren Reinheiten der Aminosauren verloren gehen und Aminosaureracemate
entstehen. Die Auftrennung der Aminosaurehydrolysate erfolgt durch lonenaustauscherharze.

Peptidreste werden insgesamt abgetrennt und nicht weiter verarbeitet.

Der Aufschluss aminogener Rohstoffe tierischen oder pflanzlichen Ursprungs geschieht durch
saure Hydrolyse in emaillierten Autoklaven in 5,8 molarer Salzsaure, je nach Rohstoff Uber
6 - 10 h bei 130°C, wobei pro mol Peptidbindung ca. 1,2 mol Protonen bendtigt werden. Nach
erfolgter Hydrolyse wird der Reaktionsansatz von unldslichen Bestandteilen (Faserstoffe,
Huminstoffe etc.) durch Filtration befreit und der Filterkuchen nachextrahiert [350].
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Der Hydrolysatriickstand kann in neutralisierter und gewaschener Form je nach Salzgehalt as
Bodenverbesserer eingesetzt, oder muss verbrannt oder deponiert werden. Das fllssige
Hydrolysat wird durch Aktivkohlefiltration entfarbt und neutralisiert. Dies geschieht entweder
durch Zugabe von Natronlauge oder mittels eines schwachbasi schen Anionenaustauschers auf
Polystyrol- oder Acrylbasis, der alerdings in Folge auch mit noch gréf3eren,

Uberstéchiometrischen Alkalienmengen (NHz; und NaOH) regeneriert werden muss.

Bel Erreichen eines pH-Wertes von 3,2, dem isoelektrischen Punkt der Glutaminsdure, |asst
sich diese antellmdaldig wichtigste Aminosaure durch Falungskristallisation zu 60 - 80%
abtrennen. Eine quantitative Abtrennung der sauren Aminosduren Asparaginsaure und
Glutaminsaure erfolgt dann bei pH 4,7 durch Bindung auf einem schwachbasischen
Anionenaustauscherharz in Chloridform, wéhrend sich die neutralen und basischen

Aminosauren im Durchlauf wiederfinden.

Die basischen Aminosauren Arginin und Lysin kdnnen dann analog bei pH 7 und Histidin bei
pH 7,7 auf einem schwachsauren Kationentauscher in H*-Form binden. Die aromatischen
Aminosauren werden schliefdlich durch Adsorption an spezifische Adsorberharze von den
anderen neutralen Aminosauren getrennt. Eine Trennung der verbleibenden aliphatischen
Aminosauren Leucin, Isoleucin, Valin, Alanin, Glycin sowie Threonin, Serin und Prolin kann
durch chromatographische Trennverfahren sowie Extraktions- und fraktionierte Fallverfahren
erreicht werden. Entsprechende Verfahren sind zumeist spezifisches Firmen-Know-How und

nicht immer in der Literatur adagquat beschrieben.

Die Sdureamide Glutamin und Asparagin sowie Cystein und Tryptophan werden grofenteils
bel den oben beschriebenen Hydrolysebedingungen zerstort und sind deshalb nicht

zuganglich. Die Gesamtausbeute Qas der einzelnen Aminosaure ist deshalb proportional zu

» dem Antell der jeweiligen Aminosaure an der Proteinzusammensetzung Xprot,
* der Ausbeute nach erfolgter Hydrolyse Qpyq SOWie

* der Ausbeute des verwendeten Aufreinigungsverfahrens Qse,

so dass sich folgende Gleichung ergibt:

Qas = Xprot * Qnya* Qsep (Gl.5.5.1)
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Somit mussen fur einige Aminosduren entweder sehr schonende Hydrolysen unter
Schutzgasatmosphére und Zusatz von Antioxidantien gewahlt, oder falls Xpor Sehr klein ist
(Methionin,  Tryptophan), alternative synthetische Verfahren (chemisch  oder
biotechnol ogisch) zu deren Herstellung verwendet werden. Zusammenfassend |asst sich somit
feststellen, dass die bisher verwandten sauren Hydrolyseverfahren folgende Nachteile

aufweisen:

* Hoher Chemikalieneinsatz

* Anfall grol3er Mengen an Sal zfracht

* Anfall von Stickstofffrachten

* Hoher Energieeinsatz

» Gewinnung von enantiomeren reinen Aminosauren schwierig

* Problematische Entsorgung des Hydrolysatriickstandes

Eine alternative Methode zur Hydrolyse von Proteinen findet sich in der Anwendung von
Enzymen (Proteasen). Die enzymatische Hydrolyse lauft unter moderaten Temperaturen und
Driicken ab. Der Einsatz von Chemikalien und die damit verbundene Salzfracht im Abwasser
ist stark reduziert. Die enzymatische Hydrolyse wird eher selten angewendet, da die Kosten
fr Enzyme in der Regel deutlich hoher sind als fur die entsprechenden Sauren. Bei einer
etwas differenzierteren Betrachtungsweise der beiden Verfahren (s. weiter unten) kann aber
festgestellt werden, dass enzymatische Hydrolyseverfahren auch im industriellen Mal3stab

sinnvoll sein kénnen.

Einer der Vorteile von enzymatischen Verfahren liegt darin, dass mit Asparagin und Glutamin
Aminosauren zuganglich sind, die bei einer sauren Hydrolyse zerstort werden. Ebenfalls
deutlich reduziert ist die Racemisierung der gewunschten Produkte [349]. Als Enzyme
werden Proteasen (EC 3.4.21.x) verwendet, die in der Lage sind die Peptidbindungen
zwischen den einzelnen Aminosauren zu spalten. Dabei werden sowohl Endo- als auch
Exoproteasen eingesetzt [351, 352, 353]. Der Aufbau eines solchen Verfahrens am Beispiel

der Hydrolyse von Kartoffel protein soll im Folgenden skizziert werden.
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5.5.2.1 Enzymatische Hydrolyse von Kartoffelprotein

In der Abbildung 5.5.1 ist das Prozessschema zur Gewinnung von Kartoffelprotein
dargestellt. Zur Zeit wird das Protein durch HeiRdampfféallung abgetrennt. Die entsprechenden
Nachteile dieses Verfahrens in Hinblick auf die Proteinaktivitdten ist in den vorhergehenden
Kapiteln erlautert worden. Durch dieses Verfahren ergeben sich aber auch Nachteile in
Hinblick auf die Hydrolyse zu den Aminosauren. Zum einem werden wie geschildert ein Teil
der Aminosauren durch oxidative Prozesse umgewandelt oder reagieren mit den phenolischen
Bestandteilen im Kartoffelfruchtwasser. Diese Bindungen werden bei der Hydrolyse nicht
wieder gelost, so dass der effektive Gehalt an zuganglichen Aminosauren herabgesetzt wird.
Zum anderen sind die denaturierten Kartoffelproteine nur schwer [6dlich und meist fur die
Proteasen schlecht verfligbar. Es bietet sich daher an, die Hydrolyse mit nativem
Kartoffelprotein durchzufihren. Dieses native Protein liegt im Kartoffelfruchtwasser vor. Fir
die hier skizzierten Untersuchungen stand industrielles KFW der Firma Emslandstérke mit
einem Proteingehalt von 24 g/l zur Verfigung. Dieses KFW wurde vor den
Hydrolyseversuchen per SDS-PAGE-Gelelektrophorese auf die Proteinzusammensetzung hin
untersucht (Abb. 5.5.3).

w1 2 3 4 5 6 7 8 |yw Abb553
[Da] | . [Pal 125 %ige SDS-PAGE-Gelektro-
. fgglﬁ phorese von K artoffel fruchtwasser in
231 - & 105k verschiedenen Verdiinnungen [354]
67 - . & 7k Bahnen:
~ 454 - - . l;gllz 1=STD 2= KFW pur
, . L4 rﬂk 3=KFW 1:2 4=KFW 1.5
s 5= KFW 1:10 6= KFW 1:20
PR . 2 }35 7= KFW 1:50 8=STD

Durch die Verdinnungsreihe lasst sich eine quantitative Abschétzung der Anteile der
unterschiedlichen Proteinfraktionen im verwendeten KFW machen. Die deutlichste Bande,
die auch bei einer Verdinnung von 1:50 a's einzige noch klar zu erkennen ist, liegt bel einem
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Molekulargewicht von ca. 45 kDa. Anhand der vorliegenden Literaturdaten (s. Kapitel 5.5.1)
kann mit grof3er Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um das
Patatin handelt. Weitere Bandenintensitdten, die bis zu einer Verdinnung von 1:20 zu
erkennen sind, liegen zwischen 10-30 kDa. Hierbel sollte es sich um die beschriebenen
Proteaseinhibitoren handeln. Eine direkte Zuordnung zu bestimmten Proteine ist durch diese
Untersuchungen nur schwer moglich, da lediglich ein Molmassenvergleich erfolgen kann. Es
ist aber zu vermuten, dass die Banden um 20 kDa dem Trypsininhibitor (22 kDa) [355] und
dem Kunitz-Typ-Serin-Protease-Inhibitor (22 kDa) [334] zuzuordnen sind. Bei geringen
Verdinnungen ist eine Bande im Bereich von 70 kDa zu sehen. Hier kdnnte es sich um einen
Vertreter der minoren Polyphenol oxidasen handeln (Laccase; 60-69 kDa) [356]. Des weiteren
sind einige wenige Banden im Bereich um 100 bis 160 kDa vorhanden. Hier ist keine weitere
Zuordnung Uber einen Literaturvergleich moglich. Wahrscheinlich handelt es sich um Protein-
Agglomerate, die nicht vollstandig denaturiert worden sind.

Die Hydrolyse des KFW erfolgte mittels enzymatischer Spaltung. Hierbel wurden technische
Proteasen eingesetzt, da ein kostengunstiges Verfahren zur Gewinnung der Aminosauren
aufgebaut werden sollte. Die Effizienz der enzymatischen Hydrolyse wurde im Verhdtnis zur
sauren Hydrolyse bestimmt (Gleichung 5.5.2). Die jeweiligen Versuchsvorschriften finden
sich im Anhang in Kapitel 8.17.

mgASausenz. Hydrolyse
mg ASaussaurer Hydrolyse

DH[%] = (Gl. 5.5.2)

DH = Hydrolysegrad
AS = Aminosiure

Es zeigte sich relativ schnell bei den Untersuchungen, dass die Aktivitdt der im KFW
vorliegenden Proteaseinhibitoren so grof3 ist, dass fast ale zum Einsatz gebrachten Proteasen
inhibiert worden sind. Es konnten lediglich Hydrolysegrade von 20 % erreicht werden. Dieses
schliefd eine wirtschaftlich sinnvolle Welterentwicklung des Verfahrens aus. Solange kein
effizientes industrielles Verfahren zur Verfigung steht, um die Inhibitoren aus dem KFW
ohne Denaturierung der anderen Proteine zu entfernen, kdnnte lediglich eine saure Hydrolyse
— mit den beschriebenen Nachteilen - eingesetzt werden. Daher wurde zum Aufbau des
enzymatischen Hydrolyseverfahrens auf das mit HeiRdampf geféllte Kartoffelprotein
(Kartoffelkleber) zurtickgegriffen, dass bel der Starkeproduktion in grof3en Mengen bei der
Firma Emslandstérke anféllt.
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Der Proteingehalt dieses Substrates wurde mittels der sauren Hydrolyse zu 68 % bestimmt. Er
liegt durch die Konzentrationsschritte bei der Herstellung um den Faktor drei hoher als im
Kartoffelfruchtwasser. Die Aminosaurezusammensetzung der sauer hydrolysierten Proteine
wurde mittels HPLC (s. Kap. 8.17) ermittelt. Da Trp, GIn und Asn wahrend der sauren
Hydrolyse zersetzt werden, sind die Werte fir diese Aminosauren nicht erhdtlich. Die
Aminosduren Cys und Pro sind mit der angewendeten OPA-Methode mittels HPLC nicht
messbar. Asn und Gln werden zum Teil in Asp und Glu umgesetzt, so dass diese Werte zu
grofl3 erscheinen. Auch der Wert fur Lysist zu grof3, was allerdings ein bekanntes Problem der
OPA-Methode ist. Die fur die Isolierung interessanten Aminosauren wie Leu, lle, Phe, Tyr
und Ser sind alle mit mehr als 5% im Protein des Kartoffelklebers enthalten, wobei Leu sogar
Uber 10% des Proteins ausmacht. Abbildung 554 zeigt die ermittelte
Aminosaurezusammensetzung des Hydrol ysates.

12

104

[ee]
1

Aminosaureantei| [%]
T

AspGluAsn Ser GInHisGly Thr AlaArgTyrMetVa TrpPhe lle LeuLys -- CysPro

Abb.554:  Aminosdurezusammensetzung des sauren Hydrolysates von Kartoffelkleber;
die Summe aler Anteile ist 100 % [357]

Dem Aufbau des enzymatischen Verfahrens lag die Idee zugrunde, dass das Protein Uber
einen zweistufigen Prozess hydrolysiert wird. Im ersten Schritt sollte eine Endoprotease die
Proteine in kleinere Bruchstticke zerteilen und somit die L6éslichkeit des Kartoffelproteins zu
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erhohen. Uber eine anschlief’end zugesetzt Exoprotease sollten diese Bruchstiicke dann weiter

in die einzelnen Aminosauren gespalten werden.

Kartoffelprotein

<«— Endoprotease
(Kartoffelkleber)

v
Hydrolysat
(Protein-Peptid-Gemisch)

l

Aminosauren

<— EXoprotease

Abb.555: Verfahrensschema zur enzymatischen Gewinnung von Aminosduren aus

Kartoffelprotein

Das Ergebnis eines entsprechenden Screenings nach geeigneten Proteasen ist in der Tabelle
5.5.3 wiedergegeben. Es zeigte sich, dass Subtilisine (EC 3.4.21.X) (= Endoproteasen, die im
alkalischen Bereich arbeiten) das Substrat am besten hydrolysierten. Als Exoprotease konnten
die besten Ergebnisse mit Flavourzym der Firma Novo Nordisk, Danemark, erreicht werden.
Als Vergleich zu diesen industriellen Proteasen wurde Pronase E as Endo-
Exoproteasegemisch eingesetzt. Mit diesem Enzymgemisch lie3en sich die groften
Hydrolysegrade (60 bis 70 %) erzielen. Allerdings muss angemerkt werden, dass Pronase E
fUr ein industrielles Verfahren zu teuer ist und somit lediglich im Labormalistab als Vergleich
eingesetzt werden kann.

Tab.5.5.3:  Effizienz unterschiedlicher Proteasen bel der Hydrolyse von Kartoffelprotein

[357]

Protease pH-Optimum DH [%] restliches Substrat [%]
Alcalase’ 8-9 3,6 47,2
Bromealin 4,6 15 72,3
Esperase’ 9 3,0 28,1
Papain 6,5 0,7 88,3
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Protease pH-Optimum DH [%] restliches Substrat [%]
Neutrase" 6-7,5 0,4 90,3
Flavorzym® 5-7 38 57,5
Pronase E 7-85 65 17,8
Savinase' 9-10 3,2 32,1
Pepsin 2 73 35,7

Protease bzw. Proteasegemisch von Novo Nordisk, Danemark

Die Endoproteasen vom Subtilisintyp sind in der Lage kleinere Proteinketten aus dem

Kartoffelkleber in Lésung zu bringen. Die Exoproteasen hydrolysieren geloste Proteine

leichter as das Protein im ungelGsten Substrat. Die Fahigkeit das Protein gut in Losung zu

bringen ist der erste entscheidende Schritt fur die Hydrolyse bis zu den Aminosduren.

Pronase E hat mit einem Hydrolysegrad von 65 % schon einen Grofdteil der Aminosauren

freigesetzt. Bei der Verwendung von Flavourzym (Exoprotease) kann ein Hydrolysegrad von

38% erreicht werden. Das Muster der Aminosiurezusammensetzung unterscheidet sich

deutlich von dem der sauren Hydrolyse, wie in den Abbildungen 5.5.6 und 5.5.7 zu sehen ist.

Aminosaureanteil [%]

Asp Glu Asn Ser GIn His Gly Thr Ala Arg Tyr Met Va Trp Phe lle Leu Lys

Abb. 5.5.6:

Aminosaurezusammensetzung des enzymatischen Hydrolysates (Pronase E)

von Kartoffelkleber; die Summe aler Anteileist 100 % [357]
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Abb.55.7:  Aminosdurezusammensetzung des enzymatischen Hydrolysates (Flavourzym)
von Kartoffelkleber; die Summe aller Anteileist 100 % [357]

Aufféllig bel der Verteilung im Falle der Pronase E ist der geringe Gehalt an Arg und Thr.
Die Exoprotease(n) der Pronase E sind offensichtlich nicht in der Lage terminal auftretendes
Arg oder Thr abzubauen. Um dieses Problem zu umgehen sollte der Kartoffelkleber vorher
mit einer anderen Endoprotease hydrolysiert werden, um der Exoprotease mehr Kettenenden
anzubieten. Die Exoprotease aleine ergibt bereits deutlich mehr Arg und Trp. Bel der
eingesetzten Exoprotease ist auffalig, dass sehr wenig Ser freigesetzt wird.

Um optimal e Hydrol yseergebnisse zu erzielen, musste eine geeignete Kombination von Endo-
und Exoproteasen gefunden werden, die an die Hydrol ysegrade der Pronase E heranreicht und
sich auch im industriellen Mal3stab einsetzen lasst. Daher wurden unterschiedliche technische
Endoproteasen getestet. Neben der Savinase (Novo Nordisk), die bereits beim ersten
Screening getestet worden war, wurden Alcalase und Novopro D (beide Novo Nordisk) als
mogliche Alternativen fir Savinase getestet. Alcalase wird haufig fir die Behandlung von
Lebensmitteln eingesetzt. Sie ist mit ca 20 €/kg etwas gunstiger as Novopro D, besitzt
alerdings nur 60 % der Aktivitat von Savinase oder Novopro D. In der Abbildung 5.5.8 sind
die freien Proteinkonzentrationen dargestellt, die wahrend der Hydrolyse mit Alcalase,
Savinase und Novopro D erreicht werden. Die Hydrolysen wurden in 200 ml Wasser mit 12 g

Kartoffelprotein (= 6 % w/v, ca. 16 g Kartoffelkleber) bei 50 °C durchgefihrt. Die Verlaufe
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der freien Proteinkonzentrationen sind nahezu identisch. Nach ca. 90 Minuten ist ene

Proteinkonzentration von 35 g/l erreicht. Der maximal erreichbare Wert liegt bel 60 g/l. Somit

ist jede der Proteasen in der Lage, nach 90 Minuten ca. 58 % des eingebrachten Proteins zu

[6sen und so fur Exoproteasen fur den weiteren Abbau leichter zuganglich zu machen.

gelostes Protein [g/l]

w B
ol o
!

N N W
o (] o
! ! !

15
10

—— Alcalase —#— Savinase - - # - - Novopro D
0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [min]
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Abb. 5.5.8: Hydrolyse von Kartoffelprotein mit Alcalase, Savinase und Novopro D
bei 50°C [357]

Um festzustellen, ob bei diesen Hydrolysen unterschiedliche Proteinfragmente entstehen,

wurden SDS-Gele von Hydrolysen, mit Savinase und Alcalase als Endoprotease im ersten

Hydrolyseschritt, erstellt. Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei

beiden Proteasen hauptséchlich Peptide mit Molekulargewichten kleiner als 15 kDa entstehen.
Nach Zugabe von Flavourzym werden diese Peptide, unabhdngig von der eingesetzten

Endoprotease, zu immer kleineren Peptiden und Aminosauren abgebaut. Es stehen somit

verschiedene technische Endoproteasen zur Verfigung, die im ersten enzymatischen

Hydrolyseschritt eingesetzt werden kdnnten.

Im zweiten Hydrolyseschritt erwiesen sich die Exoproteasen Flavourzym (Novo Nordisk) und
Corolase LAP (R6hm Enzyme GmbH) als effizienteste Enzyme. Neben der Hydrolyseleistung

ist hierbei der Kostenfaktor der verwendeten Enzyme zu berlicksichtigen. Flavorzym ist mit
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knapp 38 €/kg deutlich teuer als Corolase LP mit ca. 25 €/kg. In der Tabelle 5.5.4 sind die
Hydrolysel eistungen der unterschiedlichen Enzymkombinationen gegentiber gestellt.

Tab.5.5.4:  Hydrolysegrade fur Hydrolysen mit Flavourzym und Corolase LAP bei Einsatz
unterschiedlicher Endoproteasen [357]

Eingesetzte Exoprotease | Vorbehandlung mit | Vorbehandlung mit
in % (w/w) zur Savinase Alcalase
Proteinmenge

3 % Corolase LAP 14,8 % 20,7 %

4 % Corolase LAP 19,3 % 20,8 %

5% Corolase LAP 18,1 % 23,6 %

6 % Corolase LAP 20,1 % 21,6 %

49,5 U/g Protein 41,6 % 43,9 %

Flavourzym 1000 L

49,5 U/g Protein 23,8% 19,2 %

Corolase LAP

Als geeigneteste Kombinationen in Hinblick auf den Hydrolysegrad konnten die Kombination
von Alcalase oder Savinase mit Flavorzym ermittelt werden. Bel der Verwendung von
Corolase LAP lag der erreichbare Hydrolysegrad um 50% niedriger, so dass der
wirtschaftliche Vorteill durch die geringeren Enzymkosten wahrscheinlich bei  einer
industriellen  Umsetzung keinen Ausschlag geben diurfte. Durch Erhdhung der
Enzymkonzentration im Falle des Flavourzyms konnten letztendlich Hydrolysegrade von bis
zu 60% erreicht werden. In Tabelle 5.5.5 sind die Eigenschaften der geeigneten Enzyme

zusammengefasst.

Tab. 5.5.5: Ubersicht tiber die getesteten technischen Proteasen

Protease Hersteller Preis Proteasetyp | Aktivitéat pH-
[€/kd] endo/exo [U/g]* Bereich
Alcalase Novo Nordisk 15-25 endo 17151 8-11
Corolase LAP | Rhm Enzyme GmbH 20-25 exo 0,47 --
Flavourzyme Novo Nordisk 38 endo & exo 372,8 5-8
Savinase Novo Nordisk 15 endo 3636,2 8-10

Gemessen in Bezug auf die Hydrolyse von Casein
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Auf die enzelnen Optimierungsschritte bezlglich Puffer, Temperatur, pH-Wert,
Enzymkonzentrationen und -verhaltnisse und Hydrolysezeit [205] soll an dieser Stelle nicht
naher eingegangen werden. Abbildung 5.5.9 zeigt den Einfluss der Substratkonzentration auf
die Effizienz der enzymatischen Hydrolyse.

DH [%]

—ml— 7,5 % Substrat
—A— 6,0 % Substrat

4,0 % Substrat
---Hl-- 2,0 % Substrat

\‘\‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘\
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Zeit [h]

Abb. 55.9:  Hydrolyse von Kartoffelkleber mit Savinase und Flavourzym [357]

Die Hydrolyseexperimente mit 2 und 6 % Proteingehalt zeigten hohe Hydrolysegrade. Die
Hydrolyse mit 4 % Proteingehalt im Reaktor wies dagegen nur Hydrolysegrade bis ca. 45 %
auf. Bel diesem Versuch dauerte die erste Hydrolyse etwas langer as bei den anderen
Versuchen. Dadurch war der pH-Wert von 7,0 zum Zeitpunkt der Flavourzymzugabe etwas
niedriger als der pH-Wert der anderen Versuche (zwischen 7,1 bis 7,3). Wie spétere Tests
zeigen sollten, ist dies ein moglicher Grund fir die niedrigeren Hydrolysegrade als bel den
Versuchen mit 2 und 6 %. Bei Erhthung des Anteiles des Substrates tber 6% geht der
Hydrolysegrad deutlich zurtick. Eine solche , Substratgrenze® wird auch von dem Hersteller
der Enzyme angegeben. Grinde fir den sinkenden Hydrolysegrad kénnen erreichte

Loslichkeitsgrenzen der Produkte oder aber auch Produkthemmungen der Enzyme sein.
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Bel der enzymatischen Hydrolyse werden die Aminosauren nicht gleichmafdig freigesetzt. Die
Kettenenden der Peptide und Proteine werden von den Exoproteasen unterschiedlich schnell
angegriffen. Je nach endstandiger Aminosaure kommt es zu unterschiedlichen Umsetzungs-
geschwindigkeiten fur die Exoprotease. Setzt man die Aminosdauremenge der sauren

Hydrolyse als Bezugswert ein, so kann man partielle Hydrolysegrade fir jede Aminoséure

angeben. Tabelle 5.5.6 zeigt einen derartigen Vergleich.

Tab. 5.5.6: Vergleich der sauren und enzymatischen Hydrolyse [357]

enz. Hydrolyse saure Hydrolyse Hydrolysegrad
[Mol/g Kartoffelkl.] | [Mol/g Kartoffelkl.] [%]

Asp 7,80E-05 5,70E-04 13,683
Glu 7,93E-05 4,84E-04 16,382
Asn 2,41E-04 -- --
Ser 2,11E-04 3,92E-04 53,787
GIn' 1,23E-04 - -
His* 1,16E-04 9,09E-05 127,422
Gly 1,68E-04 5,26E-04 31,879
Thr 1,99E-04 3,23E-04 61,468
Ala 2,28E-04 4,09E-04 55,693
Arg 1,38E-04 2,20E-04 62,758
Tyr 1,13E-04 2,17E-04 52,124
Met 6,62E-05 1,07E-04 61,579
Val 2,88E-04 3,57E-04 80,536
Trp 4,04E-05 -- --
Phe 1,96E-04 2,65E-04 74,131
lle 2,22E-04 2,67E-04 83,173
Leu 4,59E-04 5,47E-04 83,912
Lys 2,47E-04 5,18E-04 47,736
Summe: 0,00321 0,00529 60,681

* die Peaks fir Gln und His liefen zusammen; -- nicht mef3bar

Fur Aminoséuren wie Leu, Ile, Phe und Val werden deutlich hohere Hydrolysegrade erzielt
als der mittlere Hydrolysegrad von 60,7 % vermuten lasst. Fur die Gewinnung dieser
Aminosauren aus Kartoffelkleber scheint dieser Prozess aso besonders geeignet. Des
weliteren sind Uber die enzymatische Hydrolyse Aminosduren zuganglich, die bel der sauren
Hydrolyse zerstért werden (Asn, Trp).

Da die enzymatische Hydrolyse selbst bei sehr hohen Hydrolysegraden unter den gewahiten
Bedingungen nicht vollstéandig abléuft, erhdt man neben den Aminosduren fast ebensoviel

Peptide. Diese Peptide lassen sich eventuell ebenfalls vermarkten. Proteinhydrolysate mit
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hohem Peptidanteil werden schon lange in der Sportlererndhrung eingesetzt, wo sie vor allem
wegen ihrer anabolen Wirkungen gefragt sind. Hier werden in der Regel Komplettprodukte
angeboten, in denen ein lyophilisierter Cocktail verschiedener bioaktiver Peptide angereichert
ist. Es existieren aber auch isolierte Produkte, wie Creatin, welches im Organismus aus den
Aminosduren Glycin, Arginin und Methionin synthetisiert wird, aber auch oral zugefihrt
werden kann. Es ist ein Energiespeichermolekil, das den ATP-Zyklus in den Muskeln
unterstitzt, so dass kurzfristige extreme Leistungssteigerungen erreicht werden kénnen oder
bel langer Verabreichung in Kombination mit Intensivtraining ein erheblicher Muskel aufbau
stattfindet [358]. Ausgewéhlte bioaktive Peptide werden dariber hinaus in  der
NutztierfUtterung eingesetzt, wobei die Schweinemast und die Fischzucht als wichtigste

Anwendungen zu nennen sind.

5.5.2.2 Aufarbeitung der Hydrolysate

Um die Aminosauren aus den Hydrolysaten zu isolieren, mussten diese noch weiter
aufgearbeitet werden. Besonders die Peptide sollten abgetrennt werden, da sie als
Nebenprodukt noch einen hohen Marktwert besitzen und damit dazu beitragen, den Prozess
wirtschaftlich interessanter zu machen. Dazu wurde ein Aufarbeitungsschema verwendet,
welches einen industriellen Einsatz ermdglichen sollte (Abb. 5.5.10).

Filterpresse lonenausschluf3-
1. Hydrolyse S i
mit éndogrote& Abtrennen unl slicher Chromatographie
Bestandteile

Auftrennen des Filtratsin
Peptide und
Hydrolysat Filtrat Aminoséuren
— —

2. Hydrolyse
mit Exoprotease

i Filterrickstand

Tierfutter

Abb. 5.5.10: Prozessschema zur Gewinnung von Aminosauren aus Kartoffel protein [205]
Fur den industriellen Prozess stehen fur die Abtrennung Filterpressen zur Verfigung, mit
denen sehr dichte und trockene Filterkuchen erhalten werden. Diese Filterkuchen konnen als

Tierfutter verwertet werden. Im Laborversuch wurde die Abtrennung tber Zentrifugation und
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anschlieRende Rotationsverdampfung des Uberstandes durchgefiihrt, um ein aufkonzentriertes
Filtrat zu erhalten (Konzentrat). Die der Filtration folgende lonenausschluss-Chromatographie
liefert eine Auftrennung von Peptiden und Aminoséuren. Da bei diesem Verfahren nur
Wasser als Eluent verwendet wird, z8hlt es zu den umweltschonenden Methoden der
Aufarbeitung. Die gewonnenen Peptidfraktionen der lonenausschluss-Chromatographie
kénnen as Nahrungsmittelzusdize genutzt werden. Die Aminosaurefraktion sollte als

Ausgangsl ésung fur die schnelle Isolierung von Aminosauren mit Zeolithen dienen.

Grofdtechnisch l&sst sich lonenausschluss-Chromatographie nicht mit Materialien wie
Sephadex durchfiihren, da diese fir den Einsatz in grof3en Saulen zu druckempfindlich und
aus wirtschaftlicher Sicht zu teuer sind. Daher werden Kationentauscherharze aus Vinyl und
Divinylbenzol eingesetzt. Die Austauscher werden vollstandig mit Natriumkationen belegt. In
dieser Form werden Austauschvorgange weitgehend unterdrickt und die Trennung
aufgetragener Substanzen weitgehend durch die Porengrof3e des Materials bestimmt. Auf
diese Weise steht ein kostengiinstiges und stabiles Material fir lonenausschluss-
Chromatographie zur Verfiugung. Der Nachteil ist, das sehr basische Stoffe immer noch
Austauschvorgangen unterliegen und die Benzolgruppen des Austauschermaterials zusétzlich
far hydrophobe Wechselwirkungen sorgen. Bei den beschriebenen Versuchen wurden zwel
Chromatographiesdulen mit jeweils 200 cm Hohe und einem Innendurchmesser von 4 cm mit
einem Bettvolumen von 2 | (170 cm Schiitth6he) verwendet. Es wurden die Harze Finex CS
13 GC (Hersteller Fin sugar) und Amberlite CR 1310 (Hersteller Rohm and Haas SA.)
eingesetzt. Als Eluent dient VE-Wasser. Das gesamte System, Saule und Eulent, wurde auf 70

°C temperiert.

Fur die Versuche wurden 100 g erhitztes Konzentrat (TS-Gehalt 20-30 %) aufgetragen und
mit 0,5 Bettvolumen pro Stunde (BV/h) eluiert. In der Abbildung 5.5.11 ist das Ergebnis einer
auf diese Weise durchgefiihrten Ausschlusschromatographie unter der Verwendung von Finex
CS 13 GC als Saulenmaterial dargestellt.
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Abb.5.5.11: Auftrennung von Kartoffelprotein-Hydrolysat Uber Ausschlusschroma-

tographie mittels Finex CS 13 GC; Saulenabmessungen: 200 cm Hoéhe, 4 cm

Innendurchmesser, Bettvolumen 1971 cm® T = 70°C; Elution mittels VE-

Wasser [357]

In der Abbildung sind deutlich zwel verschiedene Fraktionen zu erkennen. In der Fraktion
von 0,3 bis 0,5 BV eluieren Salze und ein Teil der sauren Aminosauren. Des welteren liegen
in dieser Fraktion Proteine vor, die mittels eines Proteintests (Biuret; grine Rauten in der
Abbildung 5.5.11) nachgewiesen werden konnten. Diese Fraktion wurde mittels einer Peptid-
HPLC eingehender untersucht. Fir diese Analytik wurde eine Sdule der Firma Tosohaas
(2500 PW-XL. 300 x 7,8 mm) benutzt. Die Detektion der Peptide wurde bei 210 nm
durchgeftihrt. Da ein breites Spektrum an Peptiden wahrend der Hydrolyse entsteht, l&sst sich
auch mit dieser Analysenmethode nur eine Zuordnung fr Gruppen von Peptiden treffen. Die
maximal feststellbare Peptidgrofie liegt bei ca. 3000 Da. Der Hauptanteil aller Peptide besitzt
Molekulgréfen zwischen 2000 und 230 Da. Da die Detektion bel 210 nm durch Aminosauren
gestort wird, ist die Analytik fur kleine Peptide (<230 Da) nicht sehr aussagekréftig.
Betrachtet man den Anteil der eluierten Peptide bis 0,6 BV, so l&sst sich feststellen, dass ein
Grofdteil der Peptide abgetrennt ist, bevor die ndchsten Aminosduren eluiert werden. Im
Bereich von 0,6 bis 0,9 BV €eluieren dann eine Vielzahl der Aminosduren. Es zeigt sich
alerdings, dass auch nach 0,9 BV weder die basischen Aminoséuren (Lys & His) noch die
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aromatischen Aminosauren (Phe, Tyr & Trp) wieder eluiert werden. Aul3erdem sieht man,
dass eine Fraktionierung bis 0,9 BV nicht ausreicht um die Auftrennung vollstandig zu
verfolgen, da Leu, lle und Met noch nicht vollstdndig eluiert sind. Es wurden daher die
Versuche unter der Verwendung des Saulenmaterials Amberlite CR 1310 wiederholt. Das
Ergebnis dieser Ausschlusschromatographie ist in der Abbildung 5.5.12 wiedergegeben. Es
zeigt sich, dass das Elutionsprofil dem von Finex CS 13 GC sehr dhnlich ist.
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Abb.55.12: Auftrennung von Kartoffelprotein-Hydrolysat Uber Ausschlusschroma-
tographie mittels Amberlite CR 1310; Saulenabmessungen: 200 cm Hohe, 4
cm Innendurchmesser, Bettvolumen 2138 cm®; T = 70°C; Elution mittels VE-
Woasser [357]

Die senkrechten Linien in der Abbildung zeigen mdgliche Schnittgrenzen fur das weitere
Downstream-Processing an. Bis 0,6 BV erhdlt man die sauren Aminosauren und die Peptide.
Aul3erdem werden in diesem Bereich auch die Salze und die farblichen Verunreinigungen
eluiert. Zwischen 0,6 und 1,25 BV erhdt man die polaren und die neutralen Aminosauren. Ab
1,2 BV werden bei der Verwendung von Amberlite CR 1310 als Trennmaterial auch die

aromatischen Aminosauren (Phe und Tyr) eluiert.
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Zur Gewinnung von reinen Aminosauren muissten weitere Aufreinigungsschritte in dem
Prozess etabliert werden. Eine vollstandige Auftrennung in sémtliche Aminosauren wéare zwar
wissenschaftlich gesehen interessant, wirtschaftlich aber nicht rentabel, da viele der
Aminosauren auf anderem Wege besser zuganglich sind, bzw. einen zu geringen Marktwert
besitzen. Daher muss beim Design eines solchen Prozesses auch das entsprechende spétere
Marktsegment berticksichtigt werden. Aus diesen Grinden ware insbesondere die Gewinnung
der Aminosauren L-Isoleucin, L-Leucin, L-Phenylalanin und L-Tyrosin aus den Hydrolysaten
von Interesse. In Erganzung zu dem hier vorgestellten Verfahrens wurde der Einsatz von
Zeolithen zur Abtrennung einzelner Aminosduren untersucht. Entsprechende Verfahren
werden teillweise bereits im industriellen Mal3stab zur Trennung von Aminosduren und
Peptiden eingesetzt [359]. Anhand von Untersuchungen an Modellgemischen [360], auf die
an dieser Stelle nicht ndher eingegangen werden soll, konnte prinzipiell gezeigt werden, dass
ein solches Verfahren fur einzelne Aminosduren maoglich ist. Die durch die enzymatische
Hydrolyse erzielten Gemische aus Peptiden und Aminosduren kdnnen aber ebenfals in
etablierten industriellen chromatographischen Prozessen der Aminosduregewinnung
verwendet werden. Ein solcher Prozess wird in Kapitdd 6.2 am Bespid der
Aminosauregewinnung aus Zuckerriibenmel asse vorgestel It.

5.5.3  Wirtschaftliche Bewertung der enzymatischen Hydrolyse

Es konnte in Kapitel 5.5.2.1 gezeigt werden, dass eine enzymatische Hydrolyse von
Kartoffelprotein moglich ist. Hat ein solches Verfahren aber unter Gkonomischen und
Okologischen Gesichtspunkten in der Industrie Bestand? Bei dem vorhergehenden Beispiel
der Molkeveredelung konnten Marktchancen und Produktionskosten aufgezeigt werden, so
dass auch ein 6konomischer Nutzen der neuen Verfahren vorliegt. Im vorliegenden Fall ist
das Verfahren noch nicht soweit vorangeschritten, dass dieses genau abgeschétzt werden
konnte. Insbesondere die Aufarbeitung der Hydrolysate konnte erst im Labormal3stab getestet
werden und ist auch noch nicht so weit entwickelt, dass die gewlinschten Ziel-Aminosduren

Uber industrielle Verfahren isoliert worden sind.

Es ist daher zum momentanen Entwicklungsstand nur méglich eine solche Bewertung auf
Teilbereich des Verfahrens zu fokussieren. Zum einen auf den Vergleich der 6konomischen

und okologischen Effekte der Aminosdureproduktion mittels enzymatischer bzw. saurer
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Hydrolyse und zum anderen auf den Vergleich des ,nachhaltigsten® Rohstoffeinsatzes
innerhalb der jeweiligen Prozesse. Diese Untersuchungen wurden mit der Abteillung fir
Ordnungs- und Prozesspolitik (AK Prof. Mller) der Universitét Hannover durchgefihrt [361,
362]. Aus methodischer Sicht ist dazu eine modulare Aufspaltung und Unterscheidung der
Prozesse hinsichtlich der hypothetisch konkurrierenden Verfahren der sauren Hydrolyse auf
der einen und enzymatischen Hydrolyse auf der anderen Seite sinnvoll. Es wurden dabei
zunachst nur Aminosauren berticksichtigt, die sowohl eine hohe Marktchance haben als auch
in das Produktionsprogramm eines Unternehmens weitgehend problemlos integrierbar sind
(L-Isoleucin, L-Leucin, L-Phenylalanin und L-Tyrosin). Aufgrund der low-scale bedingten
Datenunsicherheiten wurden aternative Szenarien berticksichtigt und Abschétzungen tber die
okonomische Tragfahigkeit hinsichtlich der nachfolgenden Prozessschritte vorgenommen.
Hier zeigt sich, dass vor allem in der hoheren Qualitét der Koppel produkte der enzymatischen
Hydrolyse Ertragspotentiadle liegen, die das der sauren Hydrolyse um ein vielfaches
Ubersteigen. Letztlich wird dadurch die Rentabilitdt des enzymatischen Prozesses stark erhoht
und die Vorteilhaftigkeit gegentiber der sauren Hydrolyse steigt [205].

Hinsichtlich der oOkobilanziellen Analyse ist aufgrund der Vielzahl umweltbedingter
Wirkungsketten die Generierung eindimensionaler Aussagekategorien nicht mehr moglich. Es
zeigt sich, dass der Beitrag der landwirtschaftlichen Rohstoffproduktion einen erheblichen
Anteil auf die 6kologische Gesamtbewertung der Verfahren hat. Aufgrund des bel der sauren
Hydrolyse hohen Bedarfs an Salzsdure und Natronlauge auf der Inputseite (jeweils tber 10 %
der Masseanteile) zeigt sich, dass bel der Berlicksichtigung der 6kologischen Wirkungen der
Produktion dieser Guiter die saure Hydrolyse sich in vielen Wirkungskategorien relativ zur
enzymatischen Hydrolyse als unginstiger erweist. Dieses zeigt sich besonders deutlich bei
den Salzfrachten, die bel der sauren Hydrolyse entstehen. Rechnerisch ergeben sich hier auf
Basis der Produktion einer Tonne Zielaminosdurefraktion (Phe,lle,Leu,Tyr) Salzfrachten in
Hohe von rund vier Tonnen. Da bei dem jetzigen Sachstand die Aminosaureproduktion aus
Kartoffelprotein im industriellen Mal3stab nicht darstellbar ist, wurde bei der 6kobilanziellen
Bewertung eine fiktive Unterteilung der einzelnen Lésungen der Hydrolysen vorgenommen.
So wurde die Annahme getroffen, dass die gesamte AS-Fraktion in Ziel-Aminosduren und
eine Restfraktion mit entsprechenden Koppelprodukten unterteilt werden kann. Diese
Annahme legt fest, dass bei der Produktion von rund 2.000 kg der Zielaminosduren (L-
Isoleucin, L-Leucin, L-Phenylalanin und L-Tyrosin) bei der sauren Hydrolyse eine

Restfraktion mit 5.500 kg anderer Aminosduren entsteht. Beim enzymatischen Prozess
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ergeben sich rund 3.000 kg Restaminosduren, 3.000 kg Ruckstand, welcher als Tierfutter

verwertet werden kénnte und 2.500 kg der weiter oben angesprochenen Peptidfraktion.

Darauf basierend ergeben sich Abschéatzungen zu den o©kologischen Auswirkungen des

enzymatischen Verfahrens, wie siein der Tabelle 5.5.7 aufgeftihrt sind.

Tab.5.5.7:  Abschétzungen der 6kologischen Auswirkungen der enzymatischen Hydrolyse
von Kartoffelprotein im Vergleich zur sauren Hydrolyse [361, 362]; Daten
beziehen sich auf die Produktion von 1.000 kg der Ziel-Aminoséuren; bei der
enzymatischen Hydrolyse ist ein Hydrolysegrad von 57 % angenommen
worden

Mengen [kg]
Enzymatische Hydrolyse Saure Hydrolyse

Treibhauseffekt | Kohlendioxid 548,47 3.193,01

Methan 0,2 0,26
FCKW 11 K.A. K.A.
Ozonabbau Distickstoffoxid 1,53 2,05
Versauerung | Schwefeldioxid 8,28 38,16
NOy 3,48 19,79
NO K.A. K.A.
NH3 2,72 3,63

Energiebedarf | Erdol 13,93 208,18

Erdgas 59,13 274,92

Steinkohle 23,37 584,77

Braunkohle 2,07 2,76
Abfélle Abraum 557 164,31

Abfélle, 0,09 2,52

hausmullahnlich

Abfélle, 0,81 24,78

unspezifiziert

Aschen und 4,74 364,31

Schlacken

Sondermuill 38,74 0,05
Salzfrachten NaCl - 1.000

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich, ergibt sich bel der Einfihrung der enzymatischen

Hydrolyse von Kartoffelfruchtwasser eine deutliche Verbesserung der 6kologischen Faktoren

bei der Aminosduregewinnung. Bei der Gesamtbewertung muss beriicksichtigt werden, dass

aufgrund des geringeren Hydrolysegrades beim enzymatischen Verfahren ein hoéherer
Substratbedarf besteht. Aufgrund der bisher erzielten Ergebnisse kann aber die Empfehlung

gegeben werden, dass ein solches Verfahren weiterentwickelt werden sollte. Neben den
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monetdren Entscheidungen sollten hier auch insbesondere die 6kologischen Faktoren zum
tragen kommen. Die, auch weiter oben schon mehrfach angesprochene, Nachhaltigkeit
industrieller Prozesse kann mit Hilfe eines solchen Verfahrens konomisch sinnvoll erreicht

werden.

5.6  Fazit zur verbesserten Nutzung von Rohstoffen

Molke und Kartoffelprotein sind nur zwei der landwirtschaftlichen Reststoffe, die weltweit
jahrlich in enormen Mengen anfallen. Auch bel der Verarbeitung anderer landwirtschaftlicher
Glter wie Mais, Reis, Soja oder Weizen fallen dahnliche Nebenprodukte ab, die bisher nur im
geringen Mal3e welterverarbeitet werden. Obwohl schon seit l&ngerer Zeit in der Literatur
beschrieben, werden die Aufarbeitungsverfahren nur sehr zogerlich industriell umgesetzt. In
den vorangegangenen Kapiteln wurde aufgezeigt, dass aus den Reststoffen nicht nur billige
Massenprodukte wie Tierfutter erzeugt werden kénnen. Mit der Isolierung von Lactoferrin
aus Molke wird eine hochwertige Pharmakomponente gewonnen und auch die aus
Kartoffelprotein zu gewinnenden Aminosduren sind von grofdem Interesse fir medizinische
Applikationen. Dartber hinaus bieten die in der Literatur erlauterten Verfahren zur
Biokonversion nachwachsender Rohstoffe in Grund- und Feinchemikalien ein hohes
Wertschdpfungspotential.

Bel einer industriellen Umsetzung solcher Verfahren missen natlrlich auch unter dem
Gesichtpunkt der zunehmenden Globalisierung der Wirtschaft die zu leistenden Investitionen
zum Aufbau der Verfahren stark gewichtet werden. Was niitzt ein 6kologisch ausgewogenes
Produktionsverfahren, wenn der hiesige Anbieter durch billigere, eventuell auf Umwelt
unvertréglichem Wege hergestellte, Konkurrenzprodukte aus anderen Léndern vom Markt
gedrangt wird? Im Falle der Kartoffelproteinhydrolyse konnte aber aufgezeigt werden, dass
der Prozess in Hinblick auf die Kosten fur den Katalysator (Enzym statt Sdure) zwar deutlich
kostenineffizienter erscheint, dieser Malus durch hoherwertige Koppelprodukte aber
ausgeglichen werden kann. Uber die allgemeinen Innovationshemmnisse gegeniiber
biotechnol ogischen Verfahren ist bereits in Kapitel 3 berichtet worden. Die hier aufgezeigten
Beispiele sollten aber verdeutlichen kénnen, dass viele der Vorurteile wirtschaftlich nicht
begrindet sein konnen. Unter den aufgezeigten Produkten ist mit Abstand keins, welches die

Umsatzzahlen der Verbindungen im Bereich der roten Biotechnologie erfillen kann. Es sollte
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aber bedacht werden, dass die verwendeten Rohstoffe den meisten Betrieben , kostenlos"
durch bestehende Produktionsverbande zur Verfligung stehen. Durch die Integration neuer
Verfahrenschritte in  die bestehenden Produktionswege (Membranadsorber und
Denitrifizierung bel der Molkeaufarbeitung bzw. enzymatische Hydrolyse bel der
Kartoffelproteingewinnung) werden neue oder verbesserte Produkte fir diese Firmen
zuganglich. Es sollte auch an die enormen Mengen gedacht werden, in denen Molke und
Kartoffelprotein anfallen. Die beschriebenen Verfahren kdnnen nicht zum Aufbau neuer
Firmen genutzt werden, da sie nur in den bestehenden Produktionsverbadnden sinnvoll
einsetzbar sind. Sie erfullen aber sehr eindrucksvoll die so oft geforderte Nachhaltigkeit
industrieller Verfahren — sowohl 6konomischer als auch okologischer Natur. Ohne eine
stetige Weiterentwicklung biotechnologischer Verfahrenstechniken kame diese Entwicklung

zum Erliegen.
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6 Entwicklung und Einsatz bioanalytischer Systeme fir dieindustrielle Praxis

Wourden im vorhergehenden Kapitel neue Verfahren beschrieben, um mit Hilfe innovativer
biotechnologischer Verfahren neue Produkte herstellen zu kénnen oder in ihrer Qualitét zu
verbessern, soll in diesem Kapitel anhand einiger Fallbeispiele erlautert werden, dass durch
den Einsatz bioanalytischer Systeme bestehende industrielle Prozesse optimiert werden
konnen. Es geht dabel nun nicht mehr um die Produktion neuer Verbindungen, sondern um
das Monitoring und die Regelung der Produktionsprozesse. Durch den Einsatz bioanal ytischer
Systeme soll der Verlauf der Edukt- und Produktkonzentrationen verfolgt werden, um so
unerwlnschte Nebenreaktionen, falsch gesetzte Chromatographieschnitte und damit
verbundene Umweltbelastungen zu vermeiden. In einem einleitenden Tell werden zum
besseren Verstandnis der entwickelten Systeme generelle Erlauterungen zum Aufbau und zur
Funktionsweise biocanalytischer Systeme gegeben. Der Einsatz solcher Systeme wird
anschlieffend am Beispiel der chromatographischen Melasseentzuckerung und ihren
Folgeprozessen erlautert.

6.1 Bioanalytische Systeme

Biotechnol ogische Prozesse sind, wie anhand der Beispiele in den Kapiteln 4 und 5 gezeigt
wurde, in der Regel hoch komplex. Betrachtet man Kultivierungsprozesse, so mussen die
verwendeten Zellen und Mikroorganismen unter optimalen und definierten Bedingungen im
Bioreaktor kultiviert werden, um reproduzierbar Produkte hoher Qualitét erzeugen zu kénnen.
Der Zellmetabolismus und damit verbunden die Produktivitét und Aktivitét ist oftmals extrem
von den &uleren physikalischen und chemischen Einflissen (pH-Wert, Temperatur,
Substratkonzentrationen etc.) abhéngig und gegenseitig beeinflussbar. Um somit biologische
Systeme optimal nutzen zu kénnen, ist eine genaue Analytik und Regelung dieser auf3eren
Einflisse und der biologischen Systeme selbst unerldsslich. In der biotechnologischen
Forschung wurden daher in den letzten 15 Jahren eine immense Vielzahl von
Analysensystemen entwickelt, die hochselektiv und —sensitiv einzelne Substanzen selbst in
komplexen Proben erfassen [363, 364].
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Zusétzlich bestehen biotechnologische Prozesse, wie weiter oben gezeigt wurde, in der Regel
nicht nur aus Kultivierungsschritten sondern beinhalten Aufarbeitungsschritte, die oftmals den
"Bottleneck” des Gesamtprozesses darstellen. Bel diesen Downstream-Verfahren gilt es
Produkte aus einem hoch komplexen Reaktionsgemisch zu isolieren. Eine detaillierte
Analytik der Aufarbeitungsschritte ermdglicht auch hier eine optimale Produktausbeute und
-qualitét. Analytische Verfahren spielen somit eine zentrale Rolle bei dem Versténdnis und
der Optimierung biotechnologischer Prozesse und der anschlief3enden Qualitatskontrolle.
Weliterhin helfen diese Systeme gesetzliche, 6kologische Bestimmungen einzuhalten, was in
zunehmenden Mal3e an Bedeutung gewinnt.

Dabel helfen in neuer Zeit nicht nur die eigentlichen bicanalytischen Verfahren, sondern
vermehrt auch sogenannte "Softwaresensoren”. Aufbauend auf komplexen mathematischen
Verfahren wie der Multilinearen Regression oder Neuronalen Netzen [365, 366, 367], konnen
aus den Rohdaten der "Hardwaresensoren” eine Vielzahl von Informationen errechnet
werden, die die Anwendungsbreite der Anaysensysteme erheblich vergrofRern. Zusétzlich
sind Kombinationen aus Hard- und Softwaresensoren in der Lage Uber entsprechende
Programme Stérungen in dem Anaysensystem zu erkennen und mit in der Datenauswertung

Zu berlcksichtigen.

6.1.1 Prinzipien bioanalytischer Systeme

Generell kdnnen bioanalytische Systeme in zwei verschiedenen Modi eingesetzt werden, als
sogenannte In-Situ- oder Ex-Situ-Systeme (Abb. 6.1.1). Beide Systeme besitzen ihre Vor- und
Nachteile. In-Situ-Systeme werden direkt in den Bioreaktor eingebaut und liefern
kontinuierlich Informationen Uber den Bioprozess. Bekannteste Beispiele fiur diese Art von
Sensoren sind z. B. pH-, pO,-, Temperatur- und Druckfuhler. Vortellhaft bel dieser Art der
Sensoren ist die in der Regel kontinuierliche Signalerzeugung verbunden mit einer sehr
kurzen Verzogerungszeit. Diese Systeme mussen sterilisierbar sein, da sie in direkten Kontakt
mit dem Medium stehen. Diese Bedingung kann fir viele Sensortypen (z. B. Biosensoren)
nicht erfullt werden. Weiterhin besteht die Gefahr, dass auf der Sensoroberflache Biofilme
aufwachsen, die die Funktionsfahigkeit der Sensoren beeintrachtigen. Ebenso ist ein Fouling

von Sensormembranen durch hohe Proteinkonzentrationen im Medium nicht auszuschlief3en.
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Diese Probleme kdnnen umgangen werden, wenn Ex-Situ-Systeme zur Bioprozessanal ytik
eingesetzt werden. Diese werden aul3erhalb des Bioreaktor installiert und Uber ein
Probenahmesystem mit dem Bioprozess gekoppelt. Uber geeignete Probennahmesysteme
konnen in der Regel die meisten etablierten Analysensysteme wie HPLC, GC, CE etc. mit
einem Bioprozess gekoppelt werden. Je nach System kdnnen dabei zellhaltige oder zellfreie
Proben verarbeitet werden. Werden zellhaltige Proben verwendet, so ist es unerlésslich, dass
im Moment der Probennahme der Metabolismus der Zellen in der Probe gestoppt wird, da
ansonsten keine reprasentative Aussage Uber den Zustand des Bioprozesses getroffen werden
kann. Dieses geschieht in der Regel durch das Beimischen von Chemikalien.

| Sensor
—4r
Pumpe
Sensor
OO / OO
[ | I Probennahmesonde
In-situ Sensor Ex-situ Sensor

Abb. 6.1.1:  Prinzipieller Aufbau von In-Situ- und Ex-Situ-Sensorsystemen [364]

Zéellfreie Proben, wie sie beispielsweise Uber Filtrationssonden gewonnen werden kdnnen,
weisen das Problem der metabolischen Verdnderung der Probenbestandteile nicht auf und
koénnen daher einfacher verarbeitet werden. Allerdings besitzen derartige Probenahmesysteme
eine groflere Verzogerungszeit, so dass hier nur zeitversetzte Informationen Uber den

Bioprozess gewonnen werden kénnen.

Diese Verzogerungszeit stellt eines der grofdten Probleme bioanaytischer Systeme dar. Um
einen Prozess optimal regeln zu kdnnen, missen die analytischen Daten so schnell anfallen,
dass sie unterhalb des kritischen zeitlichen Parameters des Prozesses