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Abstract Il

Abstract

In dem vom BMBF geforderten Projekt ,Entwicklung von Weizen-, Roggen- und
Gerstenproteinen ohne Zodliakietoxizitat und deren Verwendung zur Herstellung von
Lebensmitteln® (Forderkennzeichen 0312246C ) wurde von der Hypothese
ausgegangen, dald nur die Gliadine des Weizens, nicht aber die Glutenine
zoliakietoxisch sind. Der Beweis dafur sollte u.a. Uber die transgene Expression von
Gluteninen in Hefe gefihrt werden. Damit sollte es ermdglicht werden, an reine
Proteinfraktionen fir die notwendigen Toxizitatstests zu gelangen. Dazu wurden
Stamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae in einem Teilprojekt entsprechend

gentechnisch modifiziert.

Die vorgelegte Dissertation wurde im Rahmen des Teilprojekts ,Expression und
Produktion von Weizenspeicherproteinen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae*
erstellt, wobei eine Aufgabe darin bestand, diese Hefen zu propagieren und aus
ihnen die exprimierten Glutenine zu extrahieren sowie aufzureinigen. Die in den dafur
entwickelten Prozelschritten erhaltenen Gluteninpraparate wurden in anderen
Teilprojekten weiter aufgereinigt und anschlieBend fur Toxizitatstests eingesetzt.
Eine weitere Aufgabe bestand darin zu beweisen, dalR diese Glutenine
viskoelastische Eigenschaften besitzen und demzufolge backtechnisch funktionell
sind. Damit wurde sich ein von der Vermehrung von Getreide unabhangiger Weg
eroffnen, Kleberprotein ohne Zdliakietoxizitat herzustellen, so dall Lebensmittel mit
sensorischen Eigenschaften hergestellt werden konnten, die sonst nur Produkten auf

Weizenbasis eigen sind.

Es ist gelungen, die gentechnisch modifizierten Hefestdmme erfolgreich zu
vermehren. Auf dieser Grundlage war es moglich, Uber die Entwicklung eines
Aufarbeitungs- und Anreicherungsprozesses ausreichende Mengen gluteninhaltiger
Praparate herzustellen, die einen Gluteningehalt von bis zu 68% aufwiesen. Durch
die Produktion von Weizenspeicherproteinen in Hefe gelang es, einzelne
Speicherproteine und Kombinationen von einzelnen Speicherproteinen in Form von
angereicherten Praparaten zu gewinnen. Diese wurden sowohl| fur Toxizitats- als
auch fur Funktionalitatstests eingesetzt. Mit dem Ergebnis der durchgefuhrten

Funktionalitatstests wurde bewiesen, dal® die hergestellten angereicherten
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Gluteninpraparate die fur das Backen erforderlichen funktionalen Eigenschaften

besitzen und sich als Zusatzstoff zur Herstellung von Gebacken eignen.
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Die Proteine der Getreide kann man aufgrund ihrer Loslichkeit in die Fraktionen Al-
bumine, Globuline, Prolamine und Gluteline aufteilen, wobei man weil3, dal® die
Prolamine die Ausloser der Zdliakie sind. Zdliakie ist eine Erkrankung der DUnn-
darmschleimhaut. Die in vielen Getreidearten vorkommenden Prolamine (Gliadin als
Fraktion des Kleberproteins Gluten im Weizen, Hordein in Gerste, Secalin in Rog-
gen) mit ihren pathogenetisch bedeutsamen glutamin- und prolinreichen Fraktionen
fuhrt aufgrund einer immunologischen Reaktion (Antikérperbildung) zu schweren
Veranderungen der Dunndarmschleimhaut, bis zur Zottenatrophie. Patienten mit ei-
ner Zoliakie entwickeln Antikdrper gegen Gliadin. Der Mangel an
schleimhautgebundenen Verdauungsenzymen und die Reduktion der Dunndarm-
oberflache fihrt zum Verlust der digestiven und adsorptiven Funktion des

Dunndarms fur Nahrstoffe, einschliel3lich Mineralien und Vitaminen [1].

Zoliakie kann mit Hilfe eines Bluttests diagnostiziert werden. Die beste Moglichkeit
der Diagnose ist jedoch die Entnahme einer Gewebeprobe von der Dinndarmwand
zur mikroskopischen Untersuchung. Die Struktur der Darmschleimhaut ist im gesun-
den Zustand sehr charakteristisch, bei einer Schadigung durch Gluten wird sie flach

und dunn. Die Abb. 1 zeigt Gewebeschnitte der DUnndarmschleimhaut.

Abb. 1: Gewebeschnitt durch eine Dinndarmschleimhaut bei 60 x Vergrofierung [9]

Bei der Abb. 1a) handelt es sich um einen Gewebeschnitt durch eine geschadigte
zottenlose Dinndarmschleimhaut. Die Abb. 1 b) zeigt Aufnahmen der intakten Dinn-
darmschleimhaut. Im gesunden Zustand sind die Darmzotten deutlich zu erkennen.
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Allen Patienten mit einer nachgewiesenen Zoliakie wird eine strenge lebenslange
glutenfreie Diat nachdrucklich angeraten. Es muld primar jede bewulte Zufuhr von
getreidehaltigen Produkten aus Weizen, Triticale, Roggen, Dinkel, Gerste, Grunkern
und Hafer vermieden werden. Die hochste nachgewiesene, nicht toxische Dosis flr
eine erwachsene Person liegt bei 2,4 mg Gliadin pro Tag [2]. Zur Behandlung der
Zoliakie sind keine medikamentosen Therapieformen verfugbar: Durch eine gluten-
freie Diat bilden sich die Dunndarmveranderungen jedoch zuruck. Bei dieser Diat
sind Produkte aus Reis, Mais, Kartoffeln, Buchweizen, Amarant, Johannisbrot und
Hirse erlaubt [3].

Aktuelle Studien in Italien, Schweden und den USA ergaben Pravalenz-Zahlen um
1:200. Es gibt jedoch auch Studien, die eine Pravalenz von 1:100 in Italien oder 1:20
bei Sahauris (Nordwestafrika) vermuten lassen. In Mitteleuropa leiden durchschnitt-
lich 0,1% und in Irland 0,3% der Kinder an Zdliakie [4, 5, 6, 7].

Diese Angaben erscheinen zunachst recht hoch. Das liegt vor allem daran, dal}
durch neue Screeningprogramme und immer sensiblere Labortests auch bei Patien-
ten, die noch keine typischen Symptome aufweisen, Zdliakie diagnostiziert wurde.
Nur bei ca. 40 % der Patienten fallt eine typische Symptomatik auf, die beim Antikor-
per-Screening positiv reagieren. Deshalb mul} von einer so genannten ,stummen®
Zoliakie ausgegangen werden [3]. Die Krankheit kann prinzipiell in jedem Lebensalter
auftreten. Am haufigsten tritt eine Ersterkrankung jedoch einerseits im Kindesalter bis
zum 8. Lebensjahr, und dann wieder im Erwachsenenalter zwischen dem 20. und
dem 50. Lebensjahr auf. Das Verhaltnis von positiv diagnostizierten Mannern und
Frauen liegt bei 1:2. Das mittlere Diagnosealter liegt bei ca. 33 Jahren [8]. In
Deutschland liegt die Haufigkeit der Zdliakieerkrankungen nach aktuellen Angaben
der Deutschen Zdliakie Gesellschaft (DZG) bei 330 000 Betroffenen. Das entspricht

einer Pravalenz von 1:250 [9].

In der Getreide- und Backindustrie sind die Weizenproteine unverzichtbar. Zur Her-
stellung von Backwaren wird bei der Zugabe von Wasser zu Mehl der Teig
aufgebaut. Gluten entsteht durch die Verbindung der im Weizenmehl enthaltenen
Proteine Gluteline (Glutenin) und Prolamin (Gliadin) mit Wasser [19]. Durch den
KnetprozelR werden die Kleberproteine (Gluten) gedehnt und es bilden sich Protein-
filme und Strange aus. Nur mit Weizenmehl kann durch Zugabe von Wasser und

unter Wirkung von Knetenergie ein viskoelastischer Teig gebildet werden. Die
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Viskoelastizitat ist auf die Ausbildung des Klebergertstes zurlickzuflihren, das zu 90
% aus Fraktionen der Gliadine und Glutenine, zu 8 % aus Lipiden und zu 2 % aus
Kohlenhydraten besteht. Das Klebergerust verleint dem Teig Gashaltevermogen, so
dal’ durch Gasbildung im Teig eine Schaumstruktur entsteht, die durch Backen zur

Krume und Kruste verfestigt werden kann [10,19].

Die Erforschung der die Zoliakie auslésenden Proteine ist Gegenstand vieler For-
schungsarbeiten, darunter auch in dem vom BMBF geférderten Leitprojekt
,verbundprojekt Zoliakie®. In diesem Projekt wurde von der Hypothese ausgegangen,
dal’ nur die Gliadine des Weizens, nicht aber die Glutenine die Erkrankung auslosen.
Der Beweis dafur sollte u.a. uber die transgene Expression nieder- (LMW) und
hochmolekularer (HMW) Glutenine in Hefe geflihrt werden. Die transgene Expressi-
on von Glutenin-Untereinheiten wirde es ermdéglichen an reine Proteinfraktionen fur
notwendige Toxizitatstests zu gelangen. Diese Reinheit ist unbedingt erforderlich, da
bereits geringe Kontaminationen mit zéliakieauslosenden Proteinen in den Toxizitats-
tests zu positiven Reaktionen fihren wirden. Die Isolation reiner Proteinfraktionen
aus Weizen ist mit proteinchemischen Methoden offenbar nicht méglich, da diese im

Klebereiweild haufig mit den Gliadinen kovalent verbunden vorliegen.

Dazu wurden Stamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae in einem Projektteil (Ar-
beitsgruppe Stahl/Hinzmann) entsprechend gentechnisch modifiziert [11]. Die
Aufgabe unseres Projektteils (Arbeitsgruppe Meuser), in dessen Rahmen diese Dis-
sertation erstellt wurde, bestand darin, diese Hefen zu propagieren und aus ihr die
exprimierten Glutenine zu extrahieren sowie aufzureinigen. Die in diesem Prozef
erhaltenen Gluteninpraparate sollten der Arbeitsgruppe Wieser zur weiteren Bearbei-
tung fur anschlielende Toxizitatstests (Arbeitsgruppe Ciclitira) zur Verfligung gestellt
werden. Aullerdem sollte bewiesen werden, dal} diese Glutenine viskoelastische Ei-

genschaften besitzen und demzufolge backtechnisch funktionell sind.

Somit wirde sich ein von der Vermehrung von Getreide unabhangiger Weg eroffnen,
Kleberprotein ohne Zdliakietoxizitat zu gewinnen. Mit diesem konnten Lebensmittel
mit sensorischen Eigenschaften hergestellt werden, die sonst nur Produkten auf

Weizenbasis eigen sind.
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2 Stand des Wissens und der Technik

Die vielseitigen und umfangreichen Projektaufgaben haben es erforderlich gemacht,
den Stand des Wissens und der Technik zum Verstandnis der experimentellen
Durchfihrung des Projektes auf die zugehoérigen wissenschaftlichen Grundlagen zu-
ruckzufuhren. Dies dient gleichzeitig der Einordnung und Hinfuhrung auf die Losung
der Aufgabenstellung. Deshalb werden hier zum Thema der Hefepropagation Aus-
fuhrungen  zur  allgemeinen Fermentationstechnik  und  Technik  der
Backhefeproduktion gemacht. Die Thematik der Anreicherung und Isolation von Pro-
teinen wird unter Bezugnahme auf Proteineigenschaften und Aufbereitungstechniken
abgehandelt und die Thematik der Charakterisierung der wichtigsten funktionellen
Eigenschaften von Weizenspeicherproteinen wird unter Berlcksichtigung ihrer Teig-

und Backeigenschaften beschrieben.

2.1 Proteinfraktionen des Weizens

Die Proteine des Weizens kdnnen anhand ihrer Loslichkeit in unterschiedlichen Lo-
sungsmitteln nach der von Osborne beschriebenen Methode in vier Proteinfraktionen
unterteilt werden (Tab. 1). In der mittleren Tabellenspalte sind die Bezeichnungen
der Proteinfraktionen nach Osborne speziell fur Weizen aufgefuhrt. Die mengenma-
Rige Verteilung der Fraktionen im Weizenprotein ist in der rechten Tabellenspalte
angegeben. Jedes dieser Proteine besteht aus noch weiteren Untereinheiten [12,
13].

Tab. 1: Fraktionierung von Proteinen nach Osborne [19].

Proteinfraktionen Osborne-Fraktionen des Weizens  Anteil im Weizen
Albumine Leukosin 14,7 %
Globuline Edestin 7,0 %
Prolamine Gliadin 32,6 %

Gluteline Glutenin 45,7 %
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Der Anteil von Albuminen und Globulinen an den Weizenproteinen liegt etwa bei
22% (Tab. 1). Sie kommen besonders reichlich in den Randschichten des Weizen-
korns vor und stammen wahrscheinlich in erster Linie aus Resten des Cytoplasmas
und anderen subzellularen Fraktionen [4]. Albumin ist in Wasser und Globulin in
walriger Salzlésung I6slich. Albumine haben ein Molekulargewicht von ca. 12.000 D
und Globuline eines von ca. 25.000 D [14, 15]. Teile dieser Proteinfraktionen besit-
zen als Enzyme eine biologische Funktion. Durch sie wird die Proteolyse der
Speicherproteine und die Hydrolyse von Starke bei der Keimung erst moglich. Albu-
mine und Globuline haben keine wissentliche Bedeutung flr die Backqualitat eines
Weizenmehls. Albumine und Globuline leisten jedoch durch ihren gegenlber den
anderen Proteinfraktionen erhdhten Gehalt an der essentiellen Aminosauren Lysin,
Methionin und Tryptophan einen entsprechend hdheren Beitrag zum Nahrwert [16,
17].

Prolamine und Gluteline machen etwa 80 % der Weizenproteine aus (Tab. 1). Die
Prolamine des Weizens werden als Gliadin und die Gluteline als Glutenin bezeichnet.
Es handelt sich um Reserveproteine, die im Endosperm des Kornes gebildet werden.
Die Gliadine und Glutenine haben eine ahnliche Aminosaurenverteilung. Sie sind

reich an Prolin und Glutamin und arm an basischen Aminosauren [8].

Prolamin (Gliadin) ist in Ethanol l6slich. Diese Fraktion ist aus monomeren Protein-
einheiten aufgebaut, wobei die Proteineinheiten durch intramolekulare
Disulfidbricken verknupft sind [5]. Prolamine weisen ein Molekulargewicht zwischen
10.000 und 70.000 D auf. Die Prolamine werden ihrer unterschiedlichen elektropho-
retischen Beweglichkeit im unteren pH-Bereich und ihrer N-terminalen Aminosauren-
Sequenz in a-, B-, y- und w-Gliadine unterteilt [18, 12]. Die einzelnen Gliadineinheiten
lassen sich in weitere Untereinheiten aufspalten: o in zwei, B in vier, y in drei und ® in

acht Untereinheiten.

Glutenin ist teilweise in verdunnter Essigsaure I6slich. Nach Dialyse des geldsten
Anteils verbleibt eine Fraktion, die als unlosliches Glutenin bezeichnet wird. Die Glu-
teninfraktionen werden nach Beweglichkeit ihrer Komponenten in SDS-PAGE in
niedermolekulargewichtige (LMW) und hochmolekulargewichtige (HMW) Einheiten
aufgeteilt [19]. Sie liegen im Weizen in einem Verhaltnis von ca. 2:1 vor [20]. Laut
GRAVELAND weisen sie Molekulargewichte von 10.000 bis 130.000 auf [21]. Nach
WIESER haben LMW-Glutenine Molekulargewichte von 28.000 bis 39.000, HMW-
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Glutenine dagegen von 90.000 bis 124.000 [22]. Auch die Gluteninfraktionen lassen
sich in weitere Untereinheiten aufspalten. LMW-Glutenine werden weiterhin unterteilt
in A-, B-, C- und D-Untereinheiten [18].

2.2 Loslichkeit und Fraktionierbarkeit von Weizenproteinen

Es ist bekannt, daly Weizenproteine nur sehr schwer in gewohnlichen Lésungsmit-
teln, z.B. Essigsaure, Harnstoff, SDS usw., 16slich sind. Durch Verwendung von z.B.
reduzierenden Substanzen ist es moglich, nahezu alle Proteine des Kornes zu |0sen.
Die Wahl geeigneter Extraktionsbedingungen ist von entscheidender Bedeutung fur
die Menge des extrahierbaren Proteins. Verschiedene Rihrverfahren beeinflussen
die Extraktion in einem sehr hohen Malie. Die Menge des extrahierten Proteins (in
0,5 M NaCl-Losung) hangt von der Ruhrzeit und von dem Ruhrertyp ab. Am wirk-
samsten ist die Extraktion mit einem Homogenisator. Weniger geeignet dagegen ist
beispielsweise die alleinige Verwendung eines Magnetrihrers. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dal} durch die Hochgeschwindigkeitshomogenisierung be-
stimmte Bestandteile mit hoheren Molekulargewichten zerstort und in kleinere
Fraktionen zerlegt werden, auch wenn sich im elektrophoretischen Verhalten keiner-
lei Unterschiede fanden. Wie die Untersuchungen weiterhin zeigten, gewinnt man
bereits mit dem ersten Extraktionsschritt mehr als 80 % des extrahierten Proteins.

Ein dritter Extraktionsschritt sei folglich vernachlassigbar [23].

In Patentschriften und wissenschaftlichen Arbeiten wurden bereits einige Methoden
beschrieben, Weizengluten in gliadin- und gluteninreiche Fraktionen aufzutrennen
[24, 25, 26, 27, 28].

Unter den fur die Lebensmittelverarbeitung zugelassenen Losungsmitteln wurden
walrige Alkohol- und Essigsaureldsungen im Labormalistab auf ihre Eignung hin
Proteinfraktionen zu trennen, untersucht. Mit diesen Extraktionsmethoden kdnnen

Fraktionen mit einem Gehalt an Gliadin von 80% und mehr erhalten werden [24].

Da der Gebrauch von leicht entflammbaren Losungsmitteln zusatzlicher Sicherheits-
maflnahmen bedarf, hat es sich als vorteilhaft erwiesen, auf solche Losungsmittel zu

verzichten.

Ein I6sungsmittelfreier Prozel ist in [25] beschrieben. Diese Anwendung beschreibt
eine Methode, Weizengluten zu fraktionieren. Zuerst wird Weizengluten bei einem

ersten sauren pH-Wert in einem walrigen Medium dispergiert. Das Ganze findet in
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Gegenwart eines Reduktionsmittels statt, um Disulfidbindungen zu reduzieren. Im
nachsten Schritt wird der pH-Wert des sauren Extraktes angehoben, um Glutenine
auszufallen, wahrend Gliadine in Losung verbleiben. Glutenin und Gliadin lassen sich
anschlieliend leicht voneinander trennen. Die Patentschrift [26] befal3t sich mit einer
Extraktionsmethode, bei der eine verdliinnte waldrige Lésung mindestens einer orga-
nischen Saure von pH < 4,5 verwendet wird. Neben den organischen Sauren wie

z.B. Zitronen-, Milch- und Essigsaure wurde auch Phosphorsaure verwendet.

BEROT [27] beschreibt einen Technikumsversuch unter Verwendung von essigsau-
ren Losungen fur die Fraktionierung von Gluten. Gemal dieser Publikation wird
Weizengluten in einer verdinnten Saureldésung durch einen Ultra-Turrax fur zwei Mi-
nuten einer hohen Scherkraft ausgesetzt und anschlieRend 30 Minuten kontinuierlich
geruhrt. Das Verhaltnis von walriger Losung zu Gluten variierte zwischen 7:1 und
16:1 (v/w). Die l6sliche, gliadinreiche Fraktion wurde mittels einer Dekantierzentrifuge
abgetrennt. Der Rickstand wurde erneut in Wasser bzw. verdunnter Saure suspen-
diert und in einem zweiten Schritt erneut zentrifugiert. Dies ergab eine gluteninreiche
und eine so genannte Zwischenfraktion. Die charakteristischen Eigenschaften dieser
Zwischenfraktion ahnelten denen von Weizengluten. Bezlglich der Gesamtausbeute

wird diese Zwischenfraktion als nachteilig gesehen [27].

In einer weiteren Patentschrift ist ein Verfahren beschrieben, welches als Ziel hat,
eine Methode fur die Gewinnung von gliadin- und gluteninreichen Fraktionen aus
Gluten in einem walirigen Medium in der Gegenwart von Saure zu liefern ohne den

Nachteil einer Zwischenfraktion zu beinhalten.

Dieses Ziel wurde folgendermalen erreicht: Gluten wird in ein waliriges Medium in
Gegenwart einer Saure, vorzugsweise Phosphorsaure, bis zu einem Trockensub-
stanzgehalt zwischen 10 und 15 % dispergiert. Der pH-Wert liegt um 4,6. Die
Dispersion wird fur 30 Minuten Scherhandlungen ausgesetzt, nach denen die Dis-
persion in gliadin- und gluteninreiche Fraktionen aufgeteilt werden kann. Nach
Zentrifugation finden sich Gliadine im Uberstand und Glutenine im Riickstand wieder.
Dadurch erhalt man gliadinreiche Fraktionen mit einem Verhaltnis Gliadin zu Glutenin
von mindestens 2,5 und gluteninreiche Fraktionen mit einem Verhaltnis Glia-
din/Glutenin von weniger als 0,8. In Weizengluten liegt das Gliadin/Glutenin—

Verhaltnis Ublicherweise zwischen 1 und 1,3 [28].
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2.3 Rheologie und Backeigenschaften

Bei der Herstellung von Teigen aus Weizenmehlen und Wasser kommt es durch den
Knetprozel® zum Abbau intramolekularer und zum Aufbau intermolekularer Disulfid-
bricken zwischen Subeinheiten des Gliadins und des Glutenins. Dadurch entsteht
ein Riesenmolekul, bestehend aus Fibrillen, das raumnetzartig den gesamten Teig
durchzieht und in das die Starkekorner mehr oder weniger eingelagert sind [5]. Die
Glutenineinheiten verleihen dieser Netzstruktur Festigkeit und Elastizitat. Gliadine
besitzen im Allgemeinen eine niedrigere Molekularmasse und eine geringere Elasti-
zitdt als Glutenine, daflr jedoch eine hdhere Dehnbarkeit als diese [16].
Wechselwirkungen zwischen Gliadin- und Glutenineinheiten sollen einen weiteren
Effekt auf die Brotqualitat haben: Gliadin lal3t den Teig plastischer werden, indem
sich Untereinheiten bspw. Uber Wasserstoffbricken verbinden und mit den Gluteni-
nen Uber kovalente Bindungen ein Netzwerk aufbauen. Weiterhin sind die Gliadine
fur die Stabilitat des Teiges bei Gasbildung wichtig. Gliadin Zugaben zum Teig ha-

ben einen ausgepragt positiven Einflu® auf das Brotvolumen [10].

Die Klebereiweile (Gluten) geben dem Teig in Verbindung mit Lipiden seine Koha-
sivitat und das viskoelastische Verhalten. Diese rheologischen Eigenschaften
ermoglichen beim Backen die Bildung eines pordsen, lockeren Gebacks mit elasti-
scher Krume. Hefen oder Backpulver bilden Kohlendioxid und sind fur die
schaumige, elastische Textur des Teiges verantwortlich. Der Backvorgang fihrt da-
zu, dal® das Glutennetz durch Kohlendioxid gestreckt wird. Auf diese Weise
bekommt das Geback eine feine Porung und wird gelockert. Dabei verleihen ihm die
feinen Proteinstrange der Klebermatrix Festigkeit, Elastizitat sowie guten Stand. Sie
verhindern, daf} es zu einem flachen Fladen ausfliet. Das Aussehen und die senso-

rischen Eigenschaften von Geback werden positiv beeinfludt [29].

Bei niedrigem Gluten Gehalten fehlen dem Geback die strukturgebende Funktionen
des Proteins und das Backvolumen wird reduziert. Die Zusammensetzung des Kle-
bers ist wichtig. Besondere backtechnologische Effizienz wird den HMW-, kaum
dagegen den LMW-Gluteninen, zugeschrieben [30, 31]. Versuche von SCHROPP
und WIESER [32] bestatigten die backtechnologische Bedeutung der HMW-
Glutenine, indem sie zeigten, dal deren Zusatz den maximalen Dehnwiderstand des

Klebers steigerte. In der Literatur existieren allerdings auch Beispiele, wonach das
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LMW-Glutenin in gleich starker Beziehung wie das HMW-Glutenin zu den Zugfestig-
keiten von Teig und Klebern steht [33].



2 Stand des Wissens und der Technik 10

2.4 Charakterisierung der Eigenschaften von Weizenteigen

Ublicherweise werden die physikalischen Eigenschaften eines Weizenteiges mit
rheologischen Messinstrumenten festgestellt. Es werden damit die viskoelastischen
Eigenschaften der Teige beschrieben. Diese treten in Abhangigkeit von der Bean-

spruchungsart und den -bedingungen als Stoffeigenschaft in Erscheinung [34].

Die Charakterisierung der rheologischen Eigenschaften von Weizenteigen wird u.a.
durch Knet- und Dehnungsversuche mit Farinographen und Extensographen ermog-
licht. Die zugehorigen praxisbezogenen MelRmethoden liefern ausreichend genaue
Hinweise auf den Verarbeitungswert eines Weizenteiges und sind daher sehr ver-
breitet. Vom MeRprinzip her wenden sie dulRere Krafte an, welche die Eigenschaften
und die Struktur der Stoffe wahrend der Messung beeinflussen. Die Mel3methoden
nehmen den Charakter einer Ein-Punkt-Messung ein, da sie die Messung nur unter
einer Mel3bedingung (einer konstanten Knetgeschwindigkeit, einer konstanten Deh-

nungsgeschwindigkeit) vornehmen.

2.4.1 Knetversuch

Mit dem BRABENDER-Farinograph werden im Laboratoriumsmalfistab aus Weizen-
mehl und Wasser Teige hergestellt, die von gleicher Konsistenz sind wie die Teige in
der Praxis der Brotherstellung. Mit diesem Kneter werden daruber hinaus Uber die
Messung des Drehmoments die eingebrachte Energie und die Veranderung der
Konsistenz des Teiges kontinuierlich registriert. Ein so aufgezeichnetes Zeit-Kraft-
Diagramm (Abb. 2) beschreibt die Entwicklung eines Teiges in Abhangigkeit von den
Mehleigenschaften durch den Eintrag der mechanischen Energie sowie weitere Re-
aktionen als Funktion der Knetdauer bei einer konstanten Knetgeschwindigkeit [35,
36]. Die wichtigsten Merkmale der Farinogramme sind die Wasseraufnahme, die zur
Erreichung einer Teigkonsistenz entsprechend Farinogramm-Einheiten (FE) erforder-

lich ist, Teigentwicklungszeit, Stabilitat und Teigerweichung (Abb. 2).
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Abb. 2: Farinogramm mit wichtigen Parametern [37]

2.4.1.1 Dehnungsmessungen

Die viskoelastischen Eigenschaften von Weizenteigen kdnnen durch Dehnungsver-
suche mit dem BRABENDER-Extensograph oder dem CHOPIN-Alveograph
beschrieben werden. Hierbei wird ein in einem externen Kneter hergestellter Teig
einem Zug-Dehnungs-Versuch unterzogen und seine viskoelastischen Eigenschaften
in einem Spannungs-Dehnungs-Diagramm, Extensogramm bzw. Alveogramm, wie-
dergegeben [35]. Die Anwendung der Methoden mit diesen Geraten ist in den ICC
Standards 114/1 und 121 beschrieben. Theorie und Praxis dieser Methoden sind in
Handbichern, aber auch in zahlreichen Veroffentlichungen mit ihren jeweiligen Vor-
und Nachteilen diskutiert [38, 39].

Im Wesentlichen unterscheiden sich beide Methoden (Extensograph, Alveograph)
durch die Teigbereitung: konstante Konsistenz beim Extensographen und konstante
Wasserzugulimenge beim Alveographen. Ein weiterer wesentlicher Unterschied be-
steht in der Anzahl moglicher Messungen mit einem Teig. Wahrend mit dem
Extensograph drei Messungen (nach 45, 90 und 135 min Ruhezeit) an einem Teig
mdglich sind, gestattet der Alveograph lediglich eine Messung (nach 28 min vom An-

teigen).

Da die Methode der Dehnungsmessung mit dem Alveographen in dieser Arbeit keine

Rolle spielte, soll auf diese Methode nicht weiter eingegangen werden.
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Die Deformation der Teige im Extensograph erfolgt durch eine uniaxiale Dehnung

eines Teigstranges. Als Messergebnis wird eine Dehnungskurve erhalten (Abb. 3).

Der maximale Dehnwiderstand (DW max) beschreibt die Festigkeit des Teiges und
kann als elastische Komponente seiner viskoelastischen Eigenschaft angesehen
werden. Die Dehnbarkeit (DB) des Teiges entspricht der Lange bis zu der sich der
Teig dehnen lafdt, bevor er zerreilRt. Demzufolge wird das viskoelastische Verhalten
des Teiges am deutlichsten mit der Verhaltniszahl DW / DB angezeigt. Die Deforma-
tionsarbeit wird aus der Flache unter der Kurve errechnet und als Indikator flr das
Gashaltevermdgen eines Teiges angesehen. Eine gute Mehlqualitat wird im Allge-

meinen durch hohe Werte flr Energie bei optimalen Verhaltniszahlen beschrieben.

In Veroffentlichungen wurde berichtet, dal’ die viskoelastischen Eigenschaften von
Teigen sowohl von Typ und Menge der Glutenin-Untereinheiten, als auch von Typ
und Menge der Gliadine abhangen [40, 41, 42, 43].

50 ‘
Dehrmwi derstand maimaler
bei5cm Dehnwiderstand
i A
LIJ ‘*..-d"r 1 __,,,.-—F"'"_
Teigenergie (¢m?) \"-::
. Dehnbarkeit Il‘-
)
1 A \ LY \'l " \
Millimeter

Abb. 3: Extensogramm mit wichtigen Parametern [38]

2.4.2 Rheometrie und Backversuche im Mikromaf3stab

Damit auch kleine Mengen Mehl und die daraus hergestellten Teige rheologisch be-
urteilt werden konnen, wurde dafur ein Verfahren im Mikromalistab entwickelt. Diese
Methode ermdglicht es, mit 10 g Mehl 6-8 Messungen durchzufihren. Sie kann ein-

gesetzt werden bei der Beurteilung von Neuzuchtungen von Weizen oder bei der
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Charakterisierung der rheologischen Einflisse von Mehlinhaltsstoffen oder Zusatz-

stoffen, die nur in kleinen Mengen zur Verfugung stehen.

Hierzu wird aus 10 g Mehl unter Zugabe von Wasser im Mikrofarinographen der Teig
bis zum Knetoptimum geknetet. Mit Hilfe einer speziellen Mel3vorrichtung lassen sich
daraus mit einem Texture Analyser sehr gut reproduzierbare Extensogramme gewin-
nen [44].

KIEFFER et al. haben ein Verfahren entwickelt und Zugversuche beschrieben, die fur
Kleber ahnliche Kraft-Weg-Diagramme liefern, wie sie fur Teig bekannt sind. Fur die-
se Zugversuche mit Kleber findet die gleiche Melvorrichtung Anwendung, wie sie bei

Teigen eingesetzt wird [45].

Die Einstufung der deutschen Weizensorten in Backqualitatsgruppen erfolgt nach
den beim Rapid-Mix-Test erzielten Gebackvolumina [46]. Aus apparativen Grinden
mussen pro Versuch 1000 g Mehl eingesetzt werden [47]. Aus dem Wunsch heraus,
fur Weizenztchtung und wissenschaftliche Zwecke mit kleineren Mehlmengen arbei-
ten zu konnen, wurde eine Mikrovariante des Rapid-Mix-Testes entwickelt, die mit
10 g Mehl pro Versuchsansatz Ergebnisse liefert, die eng mit den Ergebnissen des

Rapid-Mix-Testes korrelieren [48].

2.5 Expression von Gluten-Proteinen in transgenem Weizen

Verschiedene Autoren haben Versuche mit transgenem Weizen unternommen [49,
50], um die Auswirkungen einer veranderten Protein-Zusammensetzung des Glutens
im Weizen auf die funktionellen Eigenschaften der Mehle beziehungsweise der dar-
aus hergestellten Teige beurteilen zu koénnen. ROOKE et al. [49] haben in
transgenem Weizen den Gehalt an HMW-1Dx5 im Vergleich zum Kontrollversuch um
ca. 4x erhoht (10,7 % in transgenem Weizen vergleichend zu 2,7 % im Kontrollver-
such). AnschlieRend wurden die Verarbeitungseigenschaften des Mehles untersucht.
Im Vergleich zur Kontrolle erforderte der Teig des transgenen Weizens eine starkere
Knetarbeit und zeigte anschlieRend deutlich erhdhte Stabilitat. Diese Erkenntnisse
fUhrten zu dem Schluf3, dal® Mehle aus diesem transgenen Weizen fir das Backen
nicht geeignet sind, aber eventuell als Zusatz zur Anreicherung schwacher Mehle
oder anderer Lebensmittel, bei denen eine hohe Viskoelastizitat gefordert wird, ver-

wendet werden konnen.
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BUTOW et al. [50] hatten ebenfalls Versuche mit transgenem Weizen mit einem er-
hohten HMW-1Dx5-Gehalt durchgefuhrt. Die Angaben zu dem durch die
Uberexpression erreichten Gehalt an HMW-1Dx5-Untereinheiten im Weizen waren
nicht eindeutig. So wurden Angaben zur relativen Uberexpression an 1Dx5-
Untereinheiten pro Gramm Gesamtprotein gemacht, welche sich im Wertebereich
von 1,0 bis 6,47 bewegten. Die dazugehorigen Proteingehalte in den Weizenproben
bewegten sich im Bereich von 8,8 bis 15,9 %. Gegenstand der Untersuchungen war
die Wirkung des Mengenverhaltnisses der Glutenin-Untereinheiten 1Dx5 zu 1Dy10
auf die Teigeigenschaften. Durch Zusatz von aus Weizen isolierten 1Dy10-
Untereinheiten zu den aus transgenem Weizen hergestellten Mehlen wurde das Ver-
haltnis 1Dx5 zu 1Dy10 reduziert. Als Folge des geringeren Dx:Dy-Verhaltnisses war
die Teigstarke schwacher, der Dehnwiderstand geringer. Die Ergebnisse stimmten
mit der Hypothese Uberein, dal} fur eine gute Teig-Hydratation und Dehnbarkeit ein

geeignetes Verhaltnis von Dx:Dy bendtigt wird.

Andere Autoren [51] berichten Uber die Uberexpression von 1Dx5-Untereinheiten,
wobei durch die Uberexpression ein Gesamtproteingehalt von bis zu 22% im Weizen

ereicht wurde.

2.6 Expression von Gluten-Proteinen in transgener Hefe

Die Ubertragung von Weizenglutengenen in Hefen war bereits im Vorfeld des Projek-
tes fur Gliadingene gelungen [52, 53]. Die Zielsetzung in diesen Arbeiten war darauf
gerichtet, durch die Exprimierung des Weizengliadins die Moglichkeit zu schaffen, mit
dem aus der Hefe extrahierten Gliadin Funktions-Eigenschafts-Beziehungen unter-
suchen zu kdnnen. Dabei ging es aus analytischen Interesse im wesentlichen darum,
Hinweise auf die Abhangigkeit der physikalischen Eigenschaften des aullerhalb der
Pflanze exprimierten Gliadins von dessen chemischer Struktur zu erhalten. Die dabei
erhaltenen Ertrage an Weizengliadinen bewegten sich im Bereich von mehreren
100 mg a-Gliadin/L Hefepellet [52] bzw. 1-2 % y-Gliadin bezogen auf Hefezellprotein
[53].



2 Stand des Wissens und der Technik 15

2.7 Fermentationstechnik

Die Entwicklung und Nutzung industrieller Verfahren zur Erzeugung oder Umwand-
lung von Stoffen mit Hilfe biologischer Prozesse werden als Bioverfahrenstechnik
bezeichnet. Sie unterteilt sich, je nach Art der eingesetzten biologischen Verfahren,
in die Enzymtechnik oder Biochemische Verfahrenstechnik und die Fermentations-
technik. Die Fermentationstechnik hat die Nutzung der biochemischen Reaktionen
von lebenden Zellen zur Bildung oder Umwandlung von Stoffen im Rahmen indus-

trieller Produktionen und technischer Verfahren zum Ziel [58].

In der Fermentationstechnik haben lebende Zellen als Biokatalysatoren eine zentrale
Bedeutung. lhre Eigenschaften, Wachstumscharakteristiken und Stoffwechselvor-
gange bestimmen die anzuwendenden Verfahren und Prozelbedingungen. Im
Vergleich zu herkdbmmlichen (chemischen Katalysatoren) sind die Biokatalysatoren
jedoch temperatur-, druck-, stromungs- und pH- empfindlicher. Oftmals sind auch die
Produkte wenig stabil. Im allgemeinen sind die Reaktionsgeschwindigkeiten im Ver-
gleich zu chemischen Katalysatoren niedrig, so dal® mit groRen Reaktoren und

langen Reaktionszeiten gearbeitet werden muf} [54].

Im Grunde beschreibt dieser einfache Zusammenhang einen Fermentationsprozel3:

Substrat + Mikroorganismen - Produkte + mehr Mikroorganismen

Bei jeder Fermentation entsteht neben den Umwandlungsprodukten des Substrates
neues Zellmaterial (Biomasse). Bei jedem Verfahren sollen mit einem Maximum an
Sicherheit fur den Prozel3 und einem Minimum an Investitionen und Betriebskosten

Bioprodukte hergestellt werden [54].

Die Abb. 4 zeigt das Schema eines Fermentationsprozesses. Aus Nahrstoffen fur die
Mikroorganismen wird das Fermentationsmedium zusammengestellt. Eine Reinkultur
der Produktionsorganismen wird zur Impfkultur (Inokulum) vermehrt und zur Beimp-
fung des sterilisierten Mediums eingesetzt. Die Mikroorganismen wachsen und
vermehren sich im Medium und fuhren die gewunschten Umsetzungen aus. Je nach
Prozeldziel wird am Ende der Fermentation die Biomasse abgetrennt und es werden
evtl. die im Medium geléste Produkte Isoliert. Stellt die Biomasse das Produkt des

Prozesses dar, so wird Ublicherweise von einer Propagation gesprochen.
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Abb. 4:. Vereinfachtes Schema eines Fermentationsprozesses

2.7.1 Geschichtliche Entwicklung

Die Entwicklung der Fermentationstechnik kann grob in funf sich tGberlappende Pha-
sen eingeteilt werden (vergl. Tab. 2). Obwohl Bier schon im alten Agypten gebraut
wurde, entstanden die gro3en Brauereien erst nach 1700. Um 1860 wurde die Rolle
der Mikroorganismen bei der Garung durch Pasteur erkannt. Dies fuhrte zum Einsatz
von Reinkulturen und damit zu einer wesentlichen Verbesserung der Ausbeute, Pro-
duktqualitat und Beherrschbarkeit der Prozesse. Aseptische Arbeitsweisen wurden
relativ spat eingeflhrt. Die Anwendung von Prinzipien der chemischen Verfahrens-
technik fiel zeitlich zusammen mit der Entwicklung der Gentechnik, die zu einer
Renaissance der gesamten Biotechnologie fuhrte. Seitdem hat sich die Entwicklung

der Fermentationstechnik stabilisiert [54].
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Tab. 2: Entwicklung der Fermentationstechnik [54].

Periode Produkt Fermenter Mikroorganismus
<1900 | Alkohol, Essig Batch, Holz, spater Kupfer wilde Stamme,
Rezirkulation
> 1900 | Zitronensaure, Fed-Batch bis 200m?, Reinkulturen
Hefe, Butanol Ruhrer, Bellftung
> 1940 | Penicillin Aseptik, pH-Wert- und 0,- Stammentwicklung durch
Regelung Mutation
> 1960 | Einzellerprotein Einsatz der chem. Anfange des genetic
Verfahrenstechnik engineering
> 1980 | Insulin, Interferon Computereinsatz Einsatz von rDNA
Stammen

Der Einsatz von genetisch veranderten Mikroorganismen verursachte keine beson-
deren technischen Schwierigkeiten, der Entwicklungsschwerpunkt der letzten Jahre
liegt bei der ProzelRoptimierung u. a. durch Einsatz von Computern zur Prozel3steue-

rung.

2.7.2 Fermentationsorganismen

Die fur die Fermentation wichtigsten Organismen sind Bakterien, Hefen und Schim-
melpilze. Sie zahlen alle zum Pflanzenreich, obwohl sie kein Chlorophyll besitzen.
Hefezellen haben Abmessungen von 5-12 um, sie sind rund oder oval. Sie vermeh-
ren sich durch Sprossung und Teilung. Die Zellen leben einzeln oder in kleinen
Gruppen. Sie kdnnen aerob und anaerob wachsen, auch auf einfachsten Substraten
(z. B. Zucker, Kohlenwasserstoffe plus Stickstoffquelle). Sie gedeihen auch bei sehr
hohen osmotischen Dricken und konnen dadurch den Verderb zuckerhaltiger Pro-
dukte verursachen. Hefen wachsen auch noch bei niedrigen pH-Werten, wo
Bakterien wenig Konkurrenz fur sie darstellen. Hefen kdnnen jedoch wenig mehr als
Zellmaterial erzeugen. Hefezellen werden flr die Umsetzung von Zucker zu Alkohol
eingesetzt und in grollen Mengen fir Backereizwecke und Tierfutter erzeugt. Die He-

fe Saccharomyces cerevisiae ist z. B. fur die industrielle Produktion von Backhefe,
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Bier, Wein, Ethanol und Invertase im Einsatz. Hefen dienen aullerdem als Gastorga-

nismen fur genetisch veranderte DNA zur Erzeugung von spezifischen Metaboliten.

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ein wichtiger Modellorganismus fur zellbiolo-
gische Forschung. Er war der erste eukaryontische Organismus dessen Genom
vollstandig sequenziert wurde. Viele menschliche Krankheitsgene haben Homologien
in der Hefe. Aufgrund weitestgehender Ubereinstimmung der Stoffwechselfunktion ist
Hefe fur zellbiologische Studien hervorragend geeignet [55, 56].

2.7.3 Fermentationsarten
Bioreaktoren werden bezlglich ihrer Betriebsfuhrung in drei Verfahren unterschie-
den. Der Batch Betrieb wird als geschlossenes, der kontinuierliche Betrieb als

offenes und das Zulaufverfahren als teiloffenes System beschrieben [57].

2.7.3.1 Batch-Fermentation
Es handelt sich bei dieser Fermentationsart um ein geschlossenes System. Dem Sy-
stem wird nach Beimpfen mit einer bestimmten Menge Inokulum auf3er Sauerstoff,
Antischaummittel, Sauren und Laugen (zur pH-Wert-Regulation) nichts hinzugefugt
und nichts entzogen. Batch-Verfahren zeichnen sich daher meist durch einen gerin-
gen apparativen Aufwand aus. Durch den Stoffwechsel der Zellen andern sich jedoch
standig die Nahrbodenzusammensetzung, die Biomasse und die Metabolitenkonzen-
tration bis eine Limitierung z.B. durch das Substrat, ein Spurenelement oder die
Sauerstoffkonzentration einsetzt und das Wachsturm begrenzt. Daneben kann auch
die Inhibierung durch ein gebildetes toxisches Produkt zu einer Verringerung oder
zum Stillstand des Zellwachstums flhren. Batch-Verfahren kdnnen typischerweise
durch die in Abb. 5 dargestellte Wachstumskurve charakterisiert werden [58].
In der lag—Phase werden Zellen von einem Medium in ein anderes Uberfuhrt, sie be-
notigen in aller Regel Zeit, um sich den neuen Kulturbedingungen anzupassen. In
dieser Phase findet kein Zellwachstum statt. Die Wachstumsbedingungen, welche
sich fuir die Mikroorganismen bei der Uberimpfung &andern kénnen, sind z. B. der pH—
Wert des Mediums, das Nahrstoffangebot (Kohlenstoff- und Stickstoffquelle) und die
Temperatur.
Nach der Adaption an die Kulturbedingungen beginnt das Zellwachstum in der Zwi-
schenphase. Da nicht alle Zellen der Population gleichzeitig mit dem Wachstum

beginnen und nicht sofort mit der maximalen Geschwindigkeit wachsen, resultiert
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daraus die ansteigende Form der Funktion in Richtung der exponentiellen Wach-

stumsphase.

>

lag-Phase

Zwischenphase
exponentielle Phase
Ubergangsphase
stationdre Phase
Absterbephase

In (Biomassekonzentration)
=

Zeit

Abb. 5: Typischer Verlauf des Batch-Verfahrens [58]

In der exponentiellen Phase sind die Zellen an die Kulturbedingungen optimal an-
gepaldt und wachsen mit maximaler Geschwindigkeit. Das Zellwachstum wird in
dieser Phase nur durch zellinterne Faktoren begrenzt und folgt einer Kinetik 1. Ord-
nung, auf die in Gl. 2 eingegangen wird. Der Wert flr pmax entspricht der
Geradensteigung im Bereich der exponentiellen Phase bei einer halblogarithmischen
Auftragung (vergl. Abb. 5).

dx .
At — Mmax (Gl 1)

Mmax : maximale spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h'1]
X: Biomassekonzentration [g * L 7]
t: Zeit [h]

Da die Wachstumsgeschwindigkeit eine Funktion der Substratkonzentration ist, tritt
schon vor dem vollstandigen Verbrauch des Substrats in der Ubergangsphase eine

Verlangsamung des Zellwachstums ein. Das heil}t, die Gerade aus dem Bereich des
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exponentiellen Wachstums flacht in Richtung p = 0 ab (Abb. 5). Unter der Annahme,
dal} die Sauerstoffversorgung der Zellen gewahrleistet ist und nur eine Substanz das
Wachstum limitiert, kann die so genannte Monod—Gleichung als Hilfsmittel zur Be-

schreibung der Ubergangsphase verwendet werden [59].

_ Sl
M= H max S + K. (G1.2)

Umax: Maximale spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h™']
M spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [n™]
Ks: Sattigungskonstante des limitierenden Substrats [g * L™]

Si:  Konzentration des limitierenden Substrats [g * L]

Ist S| > K, folgt aus der Monod—Gleichung, dald p gegen pmax strebt und das Wach-
stum nur durch zellinterne Faktoren limitiert und daher exponentiell ist. Fur S, = Kg
folgt aus Gleichung 2, dal® die Substratlimitierung die Wachstumsgeschwindigkeit
halbiert und das Wachstum nun durch einen externen Faktor kontrolliert wird. Be-
sonders fur Substrate mit kleinen Ks—Werten, wie bei Glukose, ist die
Ubergangsphase sehr kurz.

Sobald das Hauptsubstrat verbraucht ist oder ein anderer Faktor limitierend wirkt,
setzt die stationdre Phase ein. In der Phase findet kein Wachstum der Population
mehr statt. Die Energie fur den Erhaltungsstoffwechsel wird durch Verbrauch von
intrazellularen Speicherstoffen erhalten. Lysierte Zellen dienen als Substrat fur die
verbleibenden Zellen, wodurch die Uberlebensfahigkeit der Gesamtpopulation erhéht
wird.

In der Absterbephase sind die Energieressourcen der Biomasse aufgebraucht. Ana-
log zur exponentiellen Wachstumsphase ist das Sterben der Zellen als Gerade in der

halblogarithmischen Auftragung zu erkennen.

2.7.3.2 Fed-Batch-Fermentation (Zulaufverfahren)

Das Fed-Batch-Verfahren ist eine Weiterentwicklung der geschlossenen Batch-
Verfahren. Beim Fed-Batch-Verfahren werden die kritischen Nahrldsungsbestandtei-
le zunachst in geringeren Konzentrationen als im Batch-Ansatz vorgelegt. Wahrend

der Produktionsphase wird dann frisches steriles Substrat kontinuierlich zugegeben.
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Es konnen ein oder mehrere Medienbestandteile wahrend der Fermentation zudo-
siert werden. Durch die Zudosage kann die Phase des Wachstums verlangert
werden. Die Phase des optimalen Wachstums liegt im letzen Drittel der exponentiel-
len Phase (vergl. Abb. 5). Es kommt durch die Wachstumsverlangerung zu einer
hoheren Biomassekonzentration im Reaktor, und dadurch kann eine hohere Pro-
duktbildungsrate erwartet werden. Der Ubergang in die stationire Phase setzt
kontrolliert, durch Unterbrechung der Substratzufuhr, am Fermentationsende ein.
Das Zulaufverfahren bietet also die Mdoglichkeit, den Fermentationsprozel} langer
unter Optimalbedingungen zu betreiben und damit die biosynthetische Gesamtlei-

stung der Biomasse zu erhéhen bzw. so weit wie mdglich auszuschépfen [54, 58].

2.7.3.3 Kontinuierliche Fermentation

Diese Art der Fermentation ist eine Modifikation des Fed-Batch-Verfahrens. Es han-
delt sich um ein offenes System, bei dem sterile Nahrlésung kontinuierlich dem
Bioreaktor zugegeben und gleichzeitig die gleiche Menge umgesetzte Nahrldsung
mit Mikroorganismen dem System entnommen wird. Es gibt eine Vielzahl unter-

schiedliche Typen von kontinuierlicher Fermentation [54, 58].

2.8 Einfuhrung in die Technik der Backhefeproduktion

Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae vergart unter anaeroben bzw. sauerstoff-
limitierten Bedingungen Zucker (Glucose, Fructose, Maltose, Saccharose) zu Alkohol
und Kohlendioxid. Bei der Vergarung von Zuckern wird CO, gebildet, als Nebenpro-
dukt entsteht immer Ethanol. Die Hefe soll den Teig durch ihre

Kohlendioxidproduktion auftreiben.

Hefebiomasse wird in Fermentationsanlagen vermehrt (propagiert). Durch Variatio-
nen von Beluftung und Zuckerzufuhr laf3t sich die relative Ausbeute an Hefe und
Alkohol verandern. Unter anaeroben Bedingungen gart Hefe sehr intensiv, wachst
aber kaum. Bei Bellftung geht die Garung zugunsten der Atmung zurtick und somit
nimmt die Zellvermehrung zu. Diese Eigenschaften von Hefezellen, sich unter aero-
ben Bedingungen zu vermehren (Pasteur-Effekt) sowie ab einer Zuckerkonzentration
von >100mg/L trotz aerober Bedingungen Ethanol zu bilden (Crabtree-Effekt), mus-
sen zur Erreichung eines schnellen Zellzuwachses und einer optimalen
Rohstoffausnutzung wahrend der Backhefeproduktion berucksichtigt werden. So laf3t

sich durch eine intensive Beluftung der Fermentationslésung bei einer geregelten,
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limitierten Zuckerzufuhr die Ausbeute an Backhefe maximieren. Der Ausbeutekoeffi-
zient bei Verwendung von Glucose als Kohlenstoffquelle kann ein maximalen Wert
von 0,54 erreichen. Das entspricht einer Hefetrockenmasse von 0,54 kg pro kg Glu-

cose [60].

2.8.1 Pasteur Effekt

Louis Pasteur fand 1861 heraus, dal® Hefe unter anaeroben Bedingungen mehr Glu-
kose assimiliert als unter aeroben Bedingungen in der gleichen Zeiteinheit. Dagegen
bildet Hefe aus einer vorgegebenen Menge Zucker unter aeroben Bedingungen etwa
20 mal mehr Hefebiomasse als unter anaeroben Bedingungen [60]. Bei einigen He-
fen laRt sich die Garung durch kraftige Belluftung fast vollig unterdriicken. Die Garung
ist ein alternativer Stoffwechselweg, der manchen Organismen hilft, lebensfeindliche
Zeiten zu Uberstehen, obwohl dies energetisch ungunstig ist. Steht der Zelle Sauer-
stoff zur Verfiigung, so besteht die Moglichkeit, NAD" in einer ausgedehnten
Reaktionsfolge (Glykolyse-Citratzyklus-Atmungskette) zu regenerieren und dies bei
fast zwanzigfacher Energie- (ATP- ) Ausbeute. Am Beispiel der Hefe liel3 sich bei
Sauerstoffzufuhr die Umstellung von anaerobem auf aeroben Stoffwechsel beobach-

ten. Dies ist ein Phanomen, das als "Pasteur-Effekt" in die Literatur eingegangen ist.

2.8.1.1 Crabtree- Effekt

Der ,Crabtree-Effekt" kann als Sonderfall, bzw. Erweiterung des Pasteur Effekts ge-
sehen werden. Er ist im Katabolismus der Hefe eine Art "Uberlaufreaktion" bei der

auch unter Anwesenheit von Sauerstoff (aerob) Ethanol produziert werden kann.

Eine wichtige stoffwechselphysiologische Eigenschaft der Hefe Saccharomyces ce-
revisiae besteht in ihrer Fahigkeit plotzlich von vollstandiger Veratmung des
Substrates (ohne Alkoholbildung) auf Garung umzuschalten. Dieser Effekt wird nach
dem Entdecker als ,Crabtree-Effekt” bezeichnet. Das plétzliche Umschalten erfolgt
nach Erhéhung der Glukosekonzentration > 100 mg/L in glukose-limitierter Prozel}-
fuhrung unter aeroben Bedingungen. Bei der aeroben Produktion von Backhefe ist
die Alkoholbildung unerwunscht, da sie zu einer Verminderung des Ausbeutekoeffi-
zienten fuhrt. Die Zuckerkonzentration im Medium mul} aus diesem Grund immer
unter der fur die Alkoholbildung erforderlichen kritischen Konzentration liegen. Fur
eine schnelle Vermehrung der Hefebiomasse wird zusatzlich die maximale Wach-

stumsrate angestrebt bei der gerade keine Alkoholbildung auftritt. Dieses Ziel kann
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dadurch erreicht werden, dal® das Substrat nicht vorgelegt, sondern dem Fermenter

kontinuierlich gemafl dem Fed-Batch Verfahren zudosiert wird [61, 62].

2.9 Aufbereitungstechnik

Nach der Fermentation folgt in der Regel die Aufbereitungstechnik. Die gewlnschten
Fermentationsprodukte missen durch geeignete Trennverfahren aus der Fermenta-
tionsmasse isoliert werden. Dieses so genannte "Downstream-Processing", die

Aufarbeitung und Entsorgung, ist Teil der Bioverfahrenstechnik.

2.9.1 Extraktion

Unter Extrahieren ist das Trennen einer fest-flissigen Phase oder zweier ineinander
unléslicher flissiger Phasen durch selektives Herauslosen einer oder mehrerer
Komponenten mit Hilfe eines Extraktionsmittels (Lésungsmittels) zu verstehen. Das

Prozel3ziel besteht in der Abtrennung bestimmter Komponenten [63].

Die Einteilung von Extraktionsmethoden erfolgt zunachst Gber den Aggregatzustand
des Extraktionsmittels: Ist es eine Flussigkeit so wird von z. B. von Flussigextrakti-
onsverfahren gesprochen. Als weiteres wird der Aggregatzustand der Probe
angegeben, so dald man fur feste Proben von Flussig-Festextraktion und fur flissige
Proben von Flussig-Flussigextraktion spricht. Die beiden Phasen der Probe kdnnen
fest und flissig, unmischbare Flussigkeiten, unmischbare flissige Phasen oder fest
und gasférmig sein. Die Trennprozesse umfassen jeweils zwei Stufen. Die Extraktion
macht sich die physikalischen Phanomene Diffusion, Loslichkeit und Gleichgewicht
zu nutzen. Bei der FlUssig-Fest-Extraktion mufd das Losungsmittel in die feste Phase
diffundieren. Der zu I6sende Stoff geht in das Losungsmittel Gber. Er muld aus dem
mit Lédsungsmittel gesattigten Feststoff in die duliere Lésungsmittelphase diffundie-
ren. Die Diffusionsgeschwindigkeit bestimmt die Zeit, die zum Einstellen eines

Gleichgewichtes zwischen den Phasen notig ist [64].

In einem Endextrakt aus einer Extraktionsanlage entspricht die Sattigungskonzentra-
tion der hdchstmdglichen Konzentration an gelosten Stoffen. Das Verhaltnis von
Lésungsmitteln zu Feststoff mu® hoch genug sein, damit die Zufuhr von frischem
Losungsmittel zu frischem Feststoff die sich bildende Losung ein Gleichgewicht un-
terhalb der Sattigungskonzentration fur den gelosten Stoff ausbildet. In Anlagen, in

denen Feststoffe wiederholt mit rezykliertem Ldsungsmittel extrahiert werden redu-
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ziert eine hohe Léslichkeit die Zahl der Loésungsmittelumlaufe, die zum gewtlinschten

Entzug der zu I6senden Stoffe naotig ist [64].

2.9.2 Prazipitations-Methoden

In den frGhen Tagen der Proteinreinigung waren Prazipitationsmethoden von Protei-
nen, basierend auf Veranderung der L&sungsmitteleigenschaften die einzig
verfugbare Strategie der Anreicherung. Dies zeigt sich bis heute in einigen urspring-
lichen Proteinbezeichnungen (z. B. Globuline, Albumine, Prolamine).

Die Loslichkeit eines Proteins in einem Ldsungsmittel wird u. a. von der Verteilung
hydrophiler und hydrophober Strukturmerkmale auf seiner Oberflache bestimmt. Ob-
wohl hydrophobe Strukturelemente bevorzugt im Inneren des Proteins vorliegen,
befindet sich (je nach Proteintyp) eine nicht unbedeutende Menge von ihnen auf der
Oberflache und geraten in Kontakt mit dem Ldsungsmittel. Das Losungsmittel der
Prazipitationsmethoden ist in den meisten Fallen Wasser. Die Losungseigenschaften
von Proteinen kénnen durch Anderungen der lonenstarke, des pH-Wertes, der Tem-
peratur, durch Zugabe wasserl0slicher organischer Losungsmittel, organischer
Polymere oder einer Kombination verschiedener Faktoren verandert werden. Am ge-

brauchlichsten ist dabei die Verwendung neutraler Salze [67].

2.9.2.1 Loslichkeit von Proteinen bei niedrigen Salzkonzentrationen

Die meisten Proteine liegen im Zellinneren in geloster Form vor. Das Cytoplasma
beinhaltet dabei eine hohe Konzentration verschiedenster Proteine, unter physiologi-
schen Bedingungen (lonenstarke 0,15 — 0,2 M, neutraler pH-Wert). Durch Extraktion
des Zellinhaltes konnen die Bedingungen verandert werden. Die Ldslichkeit eines

Proteins ist das Resultat mehrerer Effekte:
— polarer Wechselwirkungen geladener Strukturelemente mit dem Losungsmittel
= ionischer Wechselwirkungen mit geldéstem Salz
= abstolRRender elektrostatischer Krafte zwischen gleichgeladenen Molekilen

Einige Proteine (z. B. Globuline) bilden bereits Prazipitate, wenn die lonenstarke des
Mediums zwischen 0 und dem physiologischen Wert liegt. Dies kann zwei Ursachen-
haben. Zum einen vermindern grof3e hydrophobe Oberflachenanteile polare und

ionische Wechselwirkungen mit Losungsmittel bzw. Salz. Zum anderen minimiert



2 Stand des Wissens und der Technik 25

eine Nettoladung von Null (isoelektrischer Punkt) elektrostatische AbstoRung und

begunstigt hydrophobe Wechselwirkungen untereinander.

Proteine besitzen ihre geringste Loslichkeit im Bereich des isoelektrischen Punktes
und lassen sich (ausreichend niedrige Ldslichkeit vorausgesetzt) durch entsprechen-

de pH-Anderung prézipitieren [67].

2.9.2.2 Proteinfallung durch Aussalzen bei hohen Salzkonzentrationen

Der Effekt dieser Technik beruht primar auf dem Vorhandensein hydrophober Ober-
flachenstrukturen. Ein geeignetes Modell zur Veranschaulichung ist folgendes:
Wassermolekile orientieren sich in direkter Nachbarschaft einer hydrophoben Ober-
flache und bilden geordnete Hydrathillen. Dadurch wird die Annaherung und
Assoziation zweier solcher hydrophober Oberflachen verhindert. In dem Malie wie
nun Salz einem solchen System zugefugt wird, werden die Wassermolekule zur Hy-
dratisierung der wesentlich polareren lonen bendtigt und zunehmend von der
Proteinhllle abgezogen. Die freien hydrophoben Flachen kénnen nun aggregieren,
das Protein fallt aus. Proteine mit einem hohen Anteil hydrophober Oberflachenstruk-
turen aggregieren bei steigender Salzkonzentration entsprechend fruh. Die Art der
lonen spielt beim Aussalzen eine grofl’e Rolle. Glnstig sind Salze aus mehrwertigen
Anionen (Sulfat, Phosphat) und einem, zum Protein chemisch unwirksamen, Katio-
nen (Ammonium, Kalium, Natrium). Ammoniumsulfat ist aus mehreren Grinden das

am haufigsten benutzte ionische Fallungsmittel:
= ausreichend gut wasserloslich (bis 4 M)
= keine signifikante Losungswarme
= gunstige Dichte (zum Abzentrifugieren wichtig)
= stabilisiert Enzymaktivitaten
= verhindert mikrobielles Wachstum

Flr das Aussalzen von Proteinen existieren verschiedene Methoden. Ist das Volu-
men der Proteinlésung grol3, empfiehlt sich die Fallung mit festem Salz. Es wird in
fein pulverisierter Form unter Ruhren des gekuhlten Fallungsansatzes portionsweise
zugegeben, bis die gewiinschte Konzentration erreicht ist. Nach ausreichender Aqui-

librierung wird Prazipitat und Losung durch Zentrifugation getrennt [67].
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2.9.2.3 Proteinfallung durch organische Losungsmittel

Die Fallung von Proteinen durch wasserldsliche organische Ldsungsmittel (z. B.
Ethanol, Aceton, Methanol, Propanol) findet vergleichsweise geringe Anwendung. Da
diese Art der Fallung auf anderen Phanomenen beruht als die Fallung durch Aussal-
zen, stellt sie eine zusatzliche Moglichkeit zur Anreicherung dar. Ein Vorteil von
Wasser/Losungsmittel-Gemischen ist die Moglichkeit des Arbeitens bei Temperatu-
ren unter 0°C, was notwendig wird, falls bei Temperaturen oberhalb 10 °C

Denaturierungseffekte auftreten [67].

2.9.2.4 Proteinfallung durch Denaturierung; Hitzefallung

Besitzt das aufzureinigende Protein eine Uberdurchschnittliche Hitzestabilitat
(= 50°C), ist die Hitzefallung eine aulierordentlich einfache Moglichkeit der Anreiche-
rung. Proteine, die durch die Hitzeeinwirkung koagulieren, kdnnen leicht abgetrennt
werden [65, 66, 67].
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3 Material und Methoden

In diesem Kapitel werden ausschlieBlich allgemeingultige Verfahrensweisen und
Versuchbedingungen beschrieben. Detaillierten Beschreibungen der Versuchsdurch-
flUhrungen erfolgen im wobei variierende

nachfolgendem Kapitel,

Versuchsbedingungen gleichzeitig mit den Ergebnissen diskutiert werden.

3.1 Hefen, Nahrmedium und Propagation

3.1.1 Verwendete Hefen

Als Ausgangsmaterial flr die durchgefiihrten Versuche dienten transgene Stamme
der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Die Hefetransformanten wurden von der Ar-

beitsgruppe Stahl/ Hinzmann zur Verfugung gestellt. Fur die Versuche Nr. 1 und Nr.

28 wurde kaufliche Backerhefe vom Typ 2.200 verwendet.

Tab. 3: Codierung der eingesetzten Hefetransformanten.

Transformant Expression von

Bezeichnung

Spenderorganismus

Empfangerorganismus

(Code) (Glutenin-
Untereinheit)
A HMW-1Dx5 YpADH-HMW Dx5 Triticum aestivum Saccharomyces cerevisiae
leu2d/URA3 (Cheyenne) AH22ura3Apmt1
B LMW-a3 YpADH-LMWG6APst1 Triticum aestivum Saccharomyces cerevisiae
(Cheyenne) AH22ura3
(03 HMW-1Dx5 YpADH-HMW mI-HMW Dx5 Triticum aestivum Saccharomyces cerevisiae
leu2d (Cheyenne) AH22ura3Apmt1
D LMW-a3 YpADH-D1-y-LMW6 leu2d Triticum aestivum Saccharomyces cerevisiae
(Cheyenne) AH22ura3Apmt1Aprb1
E HMW-1Dx5 YpADH-HMW mI-HMW Dx5 Triticum aestivum Saccharomyces cerevisiae
+ leu2d (Cheyenne) AH22ura3Apmt1
HMW-1Dy10 Dy10 in die Delta Sequenzen
genomisch integriert
F LMW-a3 YpADH-D1-y-LMW6 leu2d . . Saccharomyces cerevisiae
+ Dy10 in die Delta Sequenzen  1'iticum aestivum AH22ura3Apmt1
HMW-1Dy10 genomisch integriert (Cheyenne)
HMW-1Dy10 YpADH-HMW mI-HMW Dy10  Triticum aestivum Saccharomyces cerevisiae
G
leu2d (Cheyenne) AH22ura3Apmt1
H - pYex-Bx - Saccharomyces cerevisiae

AH22ura3Apmt1
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Zur Vereinfachung der weiteren Betrachtungen wurden den verschiedenen Hefe-
transformanten ein entsprechender Code in alphabetischer Reihenfolge zugewiesen.

Die genauen Bezeichnungen und Details sind in Tab. 3 aufgelistet.
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3.1.2 Herstellung des Fermentationssubstrates/ Medienvorbereitung

Alle Versuchshefen wurden mit DS-Medium propagiert. Die Nahrstoffzusammenset-
zung des DS-Mediums, welches fur die Batch- und die Fed-Batch-Propagation

eingesetzt wurde, ist in Tab. 4 aufgefuhrt.

Tab. 4: Zusammensetzung des DS-Mediums fur die Hefepropagation im Batch- und
Fed-Batch-Verfahren.

Nahrstoffe Batch-Substrat [g/L] | Fed-Batch-Substrat [g/L]
Saccharose 50 100
Ammoniumsulfat [(NH4),SO4] 5 7,0
Natriumglutamat (Monohydrat) 10 20
Ammoniumdihydrogenphosphat 3,2 1,9
[(NH;)H2PO4]

Kaliumchlorid [KCI] 1,5 -
Magnesiumsulfat [MgSQO, * 7 H,O] 0,75 1,0
Calciumchlorid [CaCl, * 2 H,O] 0,1 -
Myo-Inositol 0,1 0,2
N-Z-AMINE A (Sigma) 5,0 10,0

Die Nahrstoffe des DS-Mediums wurden in Leitungswasser geldst und fur 20 min bei
121 °C autoklaviert. Die anschlieBende Sterilisation des Batch-Substrates erfolgte im
Fermenter. Hierfir wurde die vorbereitete Substratidsung in den Fermenter Uberfihrt
und dieser im Sterilisationsmodus betrieben. Wahrend der Sterilisationszeit wurden
gleichzeitig der Zu- und Abluftfilter sowie die Peripherie des Substratzulaufes vom
Dampf durchstromt und dadurch sterilisiert. Im Anschluf® wurde der Fermenterinhalt
auf die voreingestellte Propagationstemperatur abgekuhlt. Die Sterilisation des Fed-
Batch-Substrates erfolgte aul3erhalb des Fermenters. Dazu wurde die vorbereitete
Substratlosung in ein handelsubliches Edelstahlbierfal® mit 50 L Fassungsvermogen
uberfuhrt und dieses im Autoklaven sterilisiert. Im Anschlu® wurde das Fal bis auf

Raumtemperatur im Autoklaven abgekuhlt. Die anschlieRende Zugabe von Vitamin-,
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Spurenelemente- und Eisensulfatldsung (2 g/L FeSO4 * 7 H,0) zum DS-Medium er-
folgte erst nach Abkuhlung auf Raumtemperatur. Die vorbereiteten Losungen wurden
durch Filtration Uber einen Sterilfilterspritzenaufsatz (Sartorius Minisart SM 16534 mit
0,2 ym Trennungsscharfe) entkeimt und direkt in den Fermenter bzw. in das Bierfal}
zum sterilen, abgekihlten DS-Medium zugegeben. Die Tab. 5 gibt eine Ubersicht zu

den Komponenten und Nahrstoffmengen der Vitamin- und Spurenelementldosung.

Tab. 5: Zusammensetzung der Vitamin- und Spurenelementldosung.

Nahrstoffe Vitaminlésung Spurenelementlésung

[o/L] [9/L]

Biotin 0,0115

Kalzium-D-Pantotenat 2,0

Pyridoxin 2,0

Thiaminhydrochlorid 2,0

Nicotinsaure 2,0

Zinksulfat [ZnSO,* 7 H,0] 7,0

Kupfersulfat [CuSO, * 5 H,0] 0,4

Natriummolybdat [NaMoO, * 2H,0] 0,4

Mangansulfat [MnSO, * H,0] 7,0

Die bendtigten Losungsmengen waren fur das Batch- und das Fed-Batch-Substrat
verschieden. Tab. 6 zeigt die zugegebenen Mengen der Vitamin-, Spurenelemente-

und Eisensulfatiésung pro Liter DS-Medium.

Tab. 6: Zugabemengen der Vitamin-, Spurenelemente- und Eisensulfatlésung.

Ldsung Batch-Substrat [mL/L] | Fed-Batch-Substrat [mL/L]
Vitaminldsung 4 8
Spurenelementlésung 4 8
Eisensulfatlésung 1 2
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3.1.3 Herstellung des Inokulums, Anzucht der Hefestamme

Bei allen Versuchen erfolgte die Anzucht des Inokulums in drei Stufen. Ausgehend
vom Plattenabstrich der Versuchshefe mittels Impfose wurden 10 mL steriles Batch-
Substrat im Erlenmeyerkolben beimpft. Nach 24 h Schitteln bei Raumtemperatur
wurde der Kolbeninhalt in einen mit 250 mL sterilem Batch-Substrat vorbereiteten
Erlenmeyerkolben Ubergeimpft. Nach 24stindigen Schutteln bei Raumtemperatur

wurde bei den einzelnen Versuchen differenziert vorgegangen.

Bei den Versuchen 1 bis 5 wurde der Kolbeninhalt in einen mit 2500 mL sterilem
Batch-Substrat vorbereiteten Erlenmeyerkolben Ubergeimpft und anschlielRend weite-

re 48 h bei Raumtemperatur geschuttelt.

Bei den Versuchen 6 bis 8 wurde der Kolbeninhalt in einen mit 3000 mL sterilem
Batch-Substrat vorbereiteten Erlenmeyerkolben ubergeimpft und anschlieRend weite-

re 48 h bei Raumtemperatur geschuttelt.

Bei den Versuchen 9 bis 29 erfolgte das Uberimpfen in eine mit 5 Liter sterilem
Batch-Substrat vorbereitete 10 Liter Steilwandflasche (Abb. 6) mit BelUftungsrohr. Im

Anschlul® wurde 60 h bei Raumtemperatur unter steriler Beluftung inkubiert.

Abb. 6: Letzte Phase der Inokulumanzucht in einer 10 L Steilwandflasche

Die Herstellung des Inokulums wurde im Parallelansatz durchgeflihrt, so dal® zur Be-

impfung des Fermenters 6, 7 bzw. 10 Liter zur Verfligung standen.
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3.1.4 Beschreibung der Propagationsanlage A

Zu Beginn der Projektarbeit wurden vier Propagationsversuche in einer bereits in
einem friheren Projekt entwickelten und fur das Verfahren modifizierten Fermentati-
onsanlage durchgefuhrt. Die Propagationsanlage ist in der Abb. 7 dargestellt. Der
dazu gehorige Fermenter bestand aus einem Doppelmantelbehalter aus Edelstahl.
Er hatte ein Durchmesser-Hohenverhaltnis von 1:5. Das Nutzvolumen betrug ca. 50
Liter. In der Kopfplatte war ein Ruhrwerk mit einer doppelten, kondensatgeschmier-
ten Gleitringdichtung eingebaut. Als RuUhrorgane dienten drei achtblattrige
Scheibenrlihrer. Der Fermenter wurde mit atmospharischem Dampf sterilisiert. Der
Fermenterinhalt wurde Uber den Doppelmantel des Kessels mit Wasser uber einen

Thermostaten temperiert.

Die Sauerstoffversorgung wurde durch Einblasen von Druckluft realisiert. Die Keim-
freiheit der Luft wurde durch einen Sterilluftfilter (CPM Ecofiltersystem Typ: PSF-
8206) gewabhrleistet. Die Einfuhrung der Luft in den Fermenterinhalt wurde durch ei-
ne Edelstahl-Sinterplatte im Bodenbereich des Kessel (unterhalb der unteren
Ruhrwerksscheibe) realisiert. Dabei erfolgte die Einstellung der zugeflhrten Luft-

menge manuell.

Der geloste Sauerstoffgehalt im der Fermentationsflissigkeit wurde laufend mit ei-
nem Sensor (YOKOGAWA SM31) erfaldt.

Das Substrat wurde Uber sterilisierbare Membran-Kolbenpumpen (Jesco: ML 75) zu-
gefuhrt. Zum Schaumabbau wurde dem Fermenter eine Entschaumerlésung mit

einer Schlauchpumpe (Masterflex: 7518-10) zugeflhrt.

Die Aufnahme des pH-Werts erfolgte durch eine Elektrode (Mettler Toledo: InPro
3000). Der Ethanolgehalt wurde mit einem WiderstandsmefRsystem (Kempe: Silicon-
Tubing-Sonde) erfal’t. Der Fullstand des Fermenters wurde indirekt Uber die Be-
stimmung des Gewichtes des Fermenters ermittelt. Dazu war am Ful® des
Fermentationsbehalters eine DruckmefRdose (Schenk: Ecocont) angebracht.
Schaumentwicklung wurde durch eine am Schauglas des Abluftrohres angebrachte
Lichtschranke (Eigenbau) festgestellt. Uber eine Steuerung (HP VEE) wurde dann

bei Bedarf Entschaumer zugegeben.
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Abb. 7: Aufbau der Propagationsanlage A

Der Substratzufluf® wurde mit einem PC (HP: Vectra 500) gesteuert. AuRerdem wur-
den alle MeRgroRen vom PC aufgenommen und weiterverarbeitet. Dazu wurde als
Programmieroberflache das Programm HP VEE (Hewlett Packard) genutzt. Dieses
Programm nahm die MeRwerte Uber eine A/D-Wandlerkarte in den Rechner auf und
sendete die daraus errechneten Regelwerte Uber eine D/A-Wandler- und eine Re-
laiskarte an die Fermentationsanlage. Die genannten Karten (Meilhaus) waren im PC

bzw. im Schaltschrank eingebaut.

Nachfolgend wird diese Propagationsanlage zur Differenzierung der Propagationser-
gebnisse gegenlber der mit dem neu angeschafften Propagationsanlage als

Fermenter A bezeichnet.
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3.1.5 Beschreibung der Propagationsanlage B

Die Fortfuhrung der Projektarbeit erfolgte mit dem neu angeschafften Fermenter (Typ
P; Bioengineering AG), der zur Propagation der Hefen als Produktionseinheit einge-
setzt wurde. Diese Propagationsanlage wird nachfolgend als Fermenter B
bezeichnet. Die Beschaffung der Propagationsanlage B wurde notwendig, da sich
deutliche Mangel an der bestehenden Propagationsanlage A bemerkbar machten.
Trotz Dampfsterilisierbarkeit der gesamten Anlage A war eine sterile Arbeitsweise
wahrend der Hefepropagation nur kurzzeitig moglich. Grund hierflr sind bauliche
Mangel der Eigenkonstruktion. Somit ist war kaum maoglich, konstante und reprodu-
zierbare Verhaltnisse zu schaffen, die flir die weitere Optimierung des
Vermehrungsprozesses dringend notwendig waren. Zudem begrenzte das geringe
Nutzvolumen von 50 Liter sowie eine ungenugende Sauerstoffversorgung durch er-

wahnten Konstruktionsmangel die Hefeerntemenge auf ca. 1kg Trockensubstanz.

Die Abb. 8 zeigt die wesentlichen Anlagenteile Propagationsanlage B. Zur Anlage
gehort ein Mel3- und Regelschrank, welcher Uber die nétige Hard- und Software (HP-
VEE ) verflgt. Der Fermenterkessel (Doppelmantelbehalter) hat ein Gesamtvolumen
von 150 Liter und ist aus saurebestandigem Stahl gefertigt. In den Kesselboden ist
ein Ruhrwerk mit einer doppelten Gleitringdichtung mit Glycerinuberlagerung einge-

baut. Die Ruhrorgane sind zwei sechsblattrige Scheibenruhrer.

Die Kesselgeometrie betragt 3:1 (Hohen-Durchmesserverhaltnis). Das Nutzvolumen
entsprach 100 Liter. Seitlich am Kessel sind finf Normstutzen angebracht, diese die-

nen der Aufnahme der Mel3sensoren sowie des Probenahmeventils.
Der Fermenterfullstand wurde Uber eine hydrostatische Fullstandsmessung ermittelt.

Der Zudosage von Substrat, Saure, Lauge und Entschaumerlésung wurde Uber die
Software HP VEE (Hewlett Packard) gesteuert. Dieses Programm nimmt die Mel3-
werte Uber eine A/D-Wandlerkarte in den Rechner auf und sendet Regelwerte Uber
eine D/A-Wandler- und eine Relaiskarte an die Fermentationsanlage. Die genannten
Karten (ME Meilhaus) sind im PC bzw. im Schaltschrank eingebaut. Alle Funktionen,
wie z.B. Kalibrierung und Parametrisierung wurden uber eine Menusteuerung am
Display realisiert. Das Informationsfenster zeigte den Sollwert und den Istwert sowie

den Alarmstatus und die Betriebsart an. Der angeschlossene PC diente als Anzei-
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gemodul fUr die der aufgearbeiteten MeRwerte. AuRerdem konnten samtliche Einstel-

lungen Uber die PC Steuerung vorgenommen werden.

1 Fermenter; 2 Autoklav, 3 Mef3- und Regeleinheit; 4 Dosage flir Substrat, Saure,
Lauge und Entschaumer; 5 Bierfal mit sterilisiertem Substrat

Abb. 8: Neue Propagationsanlage im Technikummalstab

Die Sauerstoffversorgung wurde durch Einblasen von Druckluft realisiert. Die Keim-
freineit der Luft wurde durch den im Fermenter integrierten Autosterilfilter
gewahrleistet. Die Luft wurde in den Fermenterinhalt durch ein perforiertes ringférmi-
ges Rohr im Bodenbereich des Kessel (unterhalb der unteren Riuhrwerksscheibe)
eingefuhrt. Dabei erfolgte die Einstellung der zugeflihrten Luftmenge manuell. Der
geloste Sauerstoffgehalt in der Fermentationsflussigkeit wurde laufend mit einem
Sensor (YOKOGAWA: SM31) erfaldt.

Die Entschaumung wurde Uber einen speziell konfigurierten IFM- Universalregler ge-
regelt. Dazu wurde das Schaumniveau von einer Sonde gemessen, die mit dem
Schaumregler verbunden war, so daf3 bei Bedarf Entschaumerlésung durch ansteu-
ern einer Schlauchpumpe (Masterflex: 7518-10) zudosiert werden konnte. Die
Entschaumerlésung wurde durch eine MembrananschluBtechnik mit Sterilhillse,

Stechnadel und Septum in der Kopfplatte des Fermenters zudosiert.

Die Saure bzw. Lauge wurde durch eine MembrananschluRtechnik mit Sterilhllse,

Stechnadel und Septum in der Kopfplatte des Fermenters zudosiert.
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Zur Messung und Regelung der Temperatur wurde der Temperaturregler der Firma
Bioengineering (IFM Regler) eingesetzt. Dieses Gerat besteht aus dem eigentlichen

Regler, dem IFM-Modul, und einem dazugehorigen graphikfahigem Display Modul.

Der Fermenterinhalt wurde Uber den Doppelmantel des Kessels mit Wasser Uber
einen Sekundarkreislauf temperiert. Dieser wurde primar Uber einen Plattenwarme-

tauscher mit Leitungswasser und Dampf gekuhlt bzw. beheizt.

Die Messung des pH-Wertes erfolgte durch eine Elektrode (Mettler Toledo: InPro
3000). Diese MeRgrolke wurde von der Regeleinheit erfalt und ausgewertet. Somit
war es maoglich durch Zudosage von Lauge bzw. Saure eine pH-Wertkorrektur
durchzufihren. Fur die Dosage von Lauge und Saure wurden dazu von der Regel-

einheit zwei Schlauchpumpen (Masterflex: 7518-10) getrennt angesteuert.

Ein Widerstandsmel3system diente zur Erfassung des Ethanol-Gehalts (Kempe Sili-
con-Tubing-Sonde). Diese MelRgroke wurde von der Regeleinheit erfal3t und
ausgewertet. Somit war es moglich, die Zudosage von sterilem Substrat in Abhan-
gigkeit vom Ethanolgehalt zu regeln. Die Dosage des Substrates erfolgte uber die
Ansteuerung einer Schlauchpumpe (Masterflex: 7518-10) Uber das vorhandene Ein-

lalRventil im oberen Teil des Fermenters.
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3.2 Beschreibung und Betrieb des Tellerseparators

Zur Aufkonzentrierung der Hefesuspension wurde ein selbstaustragender
Tellerseparator (GEA Westfalia Separator AG Nr. 1723 406 Typ SC 6) verwendet
(Abb. 9). Bei der Beschaffung der Anlage wurde grof3es Augenmerk auf die
aerosoldichtheit der Konstruktion gelegt. Nur diese Bauart gewahrleistete im Betrieb
die Einhaltung der S-1 Sicherheitsvorschriften. Der Separator besteht aus einer
Antriebseinheit (E-Motor und Getriebe), einer Steuereinheit (Schaltschrank) sowie
der Separatoreinheit. Die Separatortrommel erreichte bei einer Arbeitsdrehzahl von
11800 min™ eine Radialbeschleunigung von knapp 15000 * g am gréRten Radius des

Trommelinnenraumes. Das Schlammvolumen kann im Trommelinnenraum bis

maximal 1,8 Liter betragen.

Abb. 9: Ansicht des selbstaustragender Tellerseparators mit Funktionsschnittbild

Die Einstellung des optimalen Teilentleerungsintervalls des Schlammraums und die
Entleerungszeit mufdten experimentell ermittelt werden. Sie hangen vom Volumen-
strom der Suspension, deren Feststoffgehalt sowie dem Sedimentationsverhalten

des Feststoffs in der flussigen Phase ab.
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3.3 Beschreibung und Betrieb der Ringspaltkugelmihe
(CoBall-Mill)

Der mechanische Aufschlu® der Hefezellen erfolgte mit einer Ringspaltkugelmuhle
(Fryma, CoBall-Mill, Typ MS 12). Die Ringspaltkugelmihle sowie eine graphische
Darstellung ihrer Funktion zeigt Abb. 10. Die Mlhle besteht aus einem am Maschi-
nengehause befestigten, feststehenden Mahlbehalter (Stator), in den der durch einen
Elektromotor angetriebene Rotor hineinragt. Stator und Rotor der Ringspaltkugel-
muhle bilden einen w-féormigen Mahlraum, der bis zu einem gewissen Fullgrad mit
Mahlkugelnausgeflllt und vom in einer FlUssigkeit suspendierten Mahlgut durch-
stromt wird. Durch die konische Form von Rotor und Stator bildet sich ein Gradient
fur die Intensitat der Mahlwirkung aus, die mit dem Abstand des Mabhlspalts von der
Drehachse wachst. In dem Mahlspalt, der eine Hohe von 6,5 mm besitzt, werden die
Mahlkugeln (Material: ZrO,; 0,8 bis 1,0 mm Durchmesser) durch die Rotation des
Rotors von innen nach auf3en radial bewegt. Die kinetische Energie der Mahlkugeln
nimmt in der gleichen Richtung wie die Mahlintensitat zu. Die unter der Mahlwirkung

entstehende Warme wird Uber die Wassermantelkiuhlung abgefuhrt.

Abb. 10: Ansicht der Ringspaltkugelmuhle mit Funktionsschnittbild

Das Mahlgut wird mittels einer in die Muhle integrierten Schlauchpumpe zentral von
unten Uber einen Ringspalt an der Motorachse zugefihrt. Es durchstromt den Mahl-

raum von auflen nach innen und verlallt ihn in der Nahe der Rotorachse Uber ein
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Trennsieb, das die Mahlkugeln zurtickhalt, die durch Ruckfiihrkanale zum Eingang

des Mahlraums zurtckgefuhrt werden [68].

Die Kugelschittung im Mahlraum betrug fur den Aufschlu® der Hefezellen 280 mL.

Die Tab. 7 zeigt eine Ubersicht aller Merkmale und Parameter der verwendeten

Ringspaltkugelmuhle.

Tab. 7: Merkmale und Parameter der verwendeten Ringspaltkugelmuhle (Fryma,

CoBall-Mill, Type MS 12).

Merkmale und technische Parameter Spezifikation
Rotor- und Statorwerkstoff ZrSiO4
Mahlkorperwerkstoff ZrO;
Mahlspalt 6,5 mm
effektives Mahlraumvolumen 456 mL
Mahlkugeldurchmesser 0,8— 1,0 mm
Kugelfillgrad 62 %
maximale Drehzahl 2648 min"”
maximaler RotorauRendurchmesser 129,2 mm
maximale Umfangsgeschwindigkeit 17,7 m/s
Produktzufuhr variabel

Arbeitsmedium

Hefesuspension
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3.4 Beschreibung und Betrieb der Extraktionsanlage

Die Extraktionsanlage bestand aus dem Extraktionsbehalter, einem Ultra-Turrax (Sy-
stem Torner mit Zerkleinerungswerkzeug Typ S 50 KR-G 45 M, IKA-Werke) mit
DurchfluRzelle (Eigenbau) und einem Thermostaten. Der Behalter des Fermenters A
diente als Extraktionsgefall. Das Extraktionsmittel war ein Gemisch aus Wasser und
2-Propanol unter Zusatz von Reduktionsmitteln. Die Beheizung der Extraktionssus-
pension erfolgte Uber den Doppelmantel des Fermenters, welcher mit einem
Thermostaten bei 60°C temperiert wurde. Die Extraktionssuspension wurde wahrend

der zweistlndigen Extraktionszeit durch das integrierte Rihrwerk homogen gehalten.

Abb. 11: Extraktionsanlage mit den ProzefReinheiten: Extraktionsbehalter (1); Ultra-
Turrax (2) und Thermostat (3)

Zur Unterstutzung der Losungsvorgange wurde die gesamte Extraktionssuspension
wahrend der Extraktionszeit einer Ultra-Turrax-Behandlung bei 4200 min™ unterzo-
gen. Die Behandlung erfolgte am Teilstrom, wobei der Quotient des
Gesamtvolumens zum Volumenstrom ca. 5 min war, d. h. das Gesamtvolumen wur-
de innerhalb von 5 min einmal einer Ultra-Turrax-Behandlung unterzogen. Nach
beendeter Extraktionszeit wurde die Extraktionssuspension auf Raumtemperatur ab-
gekuhlt und mit Hilfe einer Becherzentrifuge (Fassungsvermégen von 4 Bechern = 3

Liter) von ungeldsten Feststoffen befreit.
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3.5 Beschreibung der Proteinprazipitation zu Herstellung der
WSP- Rohpraparate

Der WSP-haltige, alkoholische Uberstand aus dem ExtraktionsprozelR wurde in ei-
nem Proteinfallungsverfahren weiterverarbeitet, um die darin gelosten WSP als
WSP-Rohpraparate zu gewinnen. Ziel war es, die WSP mdglichst vollstandig zu pra-

zipitieren und aus dem alkoholischen Uberstand abzutrennen.

Die Prazipitation erfolgte bei einem Teil der Versuche durch weitere Zugabe von
wasserfreien oder 85%igen 2-Propanol zum Extraktionsiberstand bis eine 2-
Propanolkonzentration von > 80 Vol% erreicht wurde. Das Mischungsverhaltnis vom
alkoholischen Uberstand mit dem zugegebenen 2-Propanol wurde aus den 2-
Propanolkonzentrationen der beiden Mischungspartner ermittelt. Die Prazipitation
wurde in PE-Fassern mit einem Fassungsvermogen von ca. 150 Litern durchgefuhrt.
Im Anschluf} an die Propanolzugabe wurden die Fasser zur Sedimentation des Pra-
zipitates bei 4°C fur 2 Tage in einer Kuhlzelle eingelagert. Wahrend dieser Zeit
erfolgte eine vollstdndige Sedimentation des WSP-haltigen Prézipitates. Der Uber-
stand wurde durch Abpumpen vom Sediment dekantiert. Das Sediment wurde durch
Zentrifugieren (Becherzentrifuge, 5 min bei 5000 min™ = 5500 * g am maximalen Ra-
dius) verdichtet. Das verdichtete Sediment wurde im 10fachen seines Volumens in
Wasser aufgenommen und danach erneut zentrifugiert. Das so aufgereinigte Sedi-
ment bildete das feuchte WSP-Rohpraparat, das als Pellet in den Bechern der
Zentrifuge anfiel. Die Pellets wurden nach Resuspension im 5fachen ihres Volumens
mit Wasser in 1000 mL fassende Rundkolben gefullt und in einem Kihlbad unter Ro-
tation tiefgefroren. Die in den Kolben tiefgefrorenen Pellets wurden fur mindestens 48
h lyophilisiert (Gefriertrocknungsanlage Fa. CHRIST: BETA 1-16). Das trockene Pel-
let wurde durch Zerreiben im Morser zum WSP-Rohpraparat homogenisiert.

Ein wesentlicher Nachteil dieser Vorgehensweise besteht in der Handhabung der
grofRen Alkoholmengen die bendtigt werden, um den 30 bis 40 Vol% 2-Propanol ent-
haltenden Extraktionstberstand auf > 80 Vol% 2-Propanol aufzukonzentrieren.
Dieser arbeitstechnische Nachteil stellte aulerdem ein sicherheitstechnisches Risiko
und auch einen erheblichen Kostenfaktor fur die Gewinnung des WSP-Rohpraparats
dar. Dieser risikobehaftete Nachteil konnte weder auf Dauer der Projektdurchfihrung

getragen werden, noch wurde er fur die Umsetzung des Pilotmal3stabes in den tech-
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nischen Mal3stab angenommen werden kénnen. Es multe deshalb versucht werden,
den Nachteil durch die Entwicklung eines fur die WSP-Rohpraparatgewinnung ge-
eigneten Verfahrens zu tberwinden. Die Uberlegungen gingen in die Richtung, ein
Prazipitationsverfahren zu entwickeln, das im kleineren Volumenmalstab realisierbar
sein sollte und mdglichst ohne weiteren Verbrauch an 2-Propanol durchfihrbar sein

sollte.

Die Verfahrensentwicklung grindeten wir auf die von uns Uberraschend gemachte
Beobachtung, da® Mischungen aus 2-Propanol und Wasser durch die Zugabe von
Ammoniumsulfat in zwei Phasen getrennt werden kénnen, die sich so in der Dichte
unterscheiden, dal® darin prazipitierendes WSP auf der schwereren Phase auf-

schwimmen und in der leichteren absinken kann.

Es ergeben sich deshalb drei Phasen unterschiedlicher Zusammensetzung, die auf-
grund ihrer unterschiedlichen Dichte durch Dekantation voneinander getrennt werden
konnen. Der erfinderische Gedanke besteht demzufolge darin, den alkoholischen,
WSP-haltigen Extraktionsuberstand, in drei unterschiedlich zusammengesetzte und
verschieden dichte Phasen durch Anreicherung mit Ammoniumsulfat bis zur Satti-
gung dergestalt zu entmischen, dall die WSP gefallt werden und in die
volumenmalig kleinste Phase Ubergehen, deren Dichte kleiner als die der schwer-

sten und groRer als die der leichtesten der drei Phasen ist.

FUr die Entwicklung des Verfahrens war es ausschlaggebend, dal sich die Losung
aus 2-Propanol, Wasser und Ammoniumsulfat beim Erreichen der vom Wasseranteil
der Lésung abhangenden Sattigungskonzentration mit Ammoniumsulfat (Abb. 12) in
zwei Phasen entmischt. Der Volumenanteil der leichteren, oberen Phase folgt dabei
praktisch linear dem Volumenanteil des 2-Propanols in der Mischung (Abb. 13). Das
Gleiche qilt invers fur die untere, schwerere Phase. Dabei ist der Temperatureinfluf®
auf die Volumenanteile der beiden Phasen im Bereich von 20-30°C praktisch

vernachlassigbar klein.

Wichtig ist weiter, dal} die Ldslichkeit von Ammoniumsulfat in der sich beim Entmi-
schen bildenden oberen Phase sehr klein ist. Sie betragt im Bereich der
Volumenkonzentration des 2-Propanols in der Losung von < 30 bis 70 Vol% bei einer
Temperatur zwischen 20-30°C nur 0,5-0,3 g/L der Oberphase. Deshalb stellt sich die
2-Propanolkonzentration in der Oberphase in dem Konzentrationsbereich der Mi-

schung bei Sattigungskonzentration der Losung mit Ammoniumsulfat im
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Temperaturbereich von 20-30°C zwischen 82-84 Vol% ein, was einer Dichte von
0,836-0,833 kg/L entspricht (Abb. 14). Damit ist die Bedingung erfullt, dal} in der Mi-

schung gelostes WSP ausfallen muf3.
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Abb. 12: Verbrauch an Ammoniumsulfat zur Sattigung von 2-Propanol-Wasser-

Gemischen bei verschiedenen Temperaturen
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Abb. 13: Volumenverhaltnisse der Oberphase bei Sattigung von 2-Propanol-Wasser-
Gemischen bei verschiedenen Temperaturen
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Abb. 14: Dichte der Oberphase bei Sattigung von 2-Propanol-Wasser-Gemischen
bei verschiedenen Temperaturen

Gleichzeitig ist in der Unterphase die Ammoniumsulfatkonzentration so grof3, daf®
das in der Mischung gel6ste Protein auch ausgesalzt wird. Somit sind in der ent-
mischten Lésung zwei Wirkungsmechanismen fiur das Prazipitieren des Proteins
verantwortlich. Fur die Abtrennung von WSP ist es nun entscheidend, dal® die untere
Phase im Bereich von Ldsungen mit 2-Propanolkonzentrationen zwischen 30-50
Vol% nur 10 Vol% 2-Propanol enthalt (Abb. 15) und sie aufgrund ihrer grof3en Was-
ser- und Ammoniumsulfatkonzentration eine Dichte von > 1,5 kg/L hat. Damit ist die
Voraussetzung dafur gegeben, dal® das prazipitierte WSP aufgrund seiner Dichte
von ca. 1,2 kg/L sich an der Trenngrenze zwischen der oberen leichteren und der
unteren schwereren Phase als eine dritte Phase anreichert. Diese Phase kann durch
Zentrifugalabscheidung so verdichtet werden (Abb. 16), dal} das Protein (Glutenin)
als verdichtetes Prazipitat gewonnen werden kann, deren Volumenanteil an der

Oberphase deutlich < 10% ausmacht.

Hinsichtlich der Rickgewinnung des 2-Propanols ist dessen Verteilung auf die obere
und untere Phase wichtig. Da die untere Phase in dem flr das Verfahren besonders

interessierenden Bereich der 2-Propanolkonzentration von 30-40 Vol% in den Lo-
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sungen gegenuber der oberen Phase das deutlich groRere Volumen hat, gehen etwa

20% des 2-Propanols der Losung in die untere Phase Uber (Abb. 17).
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Abb. 15: 2-Propanolkonzentration der Unterphase bei Sattigung von 2-Propanol-
Wasser-Gemischen bei verschiedenen Temperaturen

i 1Prézipitat

Abb. 16: Verdichtetes Prazipitat nach der Trennung in einer Becherzentrifuge
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Abb. 17: Prozentuale Propanolmenge in der Unterphase bei Sattigung von 2-
Propanol-Wasser-Gemischen bei verschiedenen Temperaturen

Vorteile des Verfahrens:

Der wesentliche Vorteil des Verfahrens besteht darin, dal® in walrigem 2-Propanol
geléstes WSP auf einfache Weise aus diesem als Prazipitat durch Entmischen der
Losung gewonnen werden kann. Wir konnten durch SDS-PAGE-Gelanalyse zeigen,
dald praktisch das gesamte WSP als Prazipitat in der mittleren Phase anfiel und die

obere und untere Phase entsprechend praktisch frei von WSP war.

Das Verfahren ist einfach zu handhaben und besitzt einen wesentlichen wirtschaftli-
chen Vorteil. Der Materialkostenverbrauch, der im Wesentlichen die Kosten fiur das
Verfahren bestimmt, ist fir das neue Verfahren nur etwa halb so grof3 wie fur das

bekannte.

Von grol3er Bedeutung ist es auch, dal dieses Verfahren nicht nur auf die Gewin-
nung von Gluteninen angewendet werden kann, sondern von ganz allgemeiner
Bedeutung fur die Gewinnung von Proteinen und anderen in walrigen-
propanolischen Ldsungen ldslichen hochpolymeren organischen Verbindungen ist,
die bei steigender 2-Propanolkonzentration aus den Lésungen ausfallen. Das Verfah-
ren ist in diesem Sinne als ein ,spin-off‘ Produkt aus der Durchfliihrung des Projekts

zu verstehen.
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Aufgrund dieser positiven Ergebnisse wurden ab dem Versuch 13 alle Prazipitatio-

nen, die zum WSP-Rohpraparat fuhrten, nach dieser Methode durchgefuhrt.
Durchfiihrung des Fallungsverfahrens im TechnikumsmaRstab:

Dazu wurde der WSP-haltige Extraktionsuberstand mit 400 g Ammoniumsulfat pro
Liter in einem ca. 100 Liter fassenden doppelwandigen Edelstahlbehalter mit unte-
rem Auslauf fur 15 min verrahrt. Wahrenddessen wurde durch Beheizung mit Dampf
eine Temperatur von 30°C eingestellt, um Losungswarme zuzufuhren. Die Ammoni-
umsulfatsattigung des Gemisches wurde durch die Zugabe des Ammoniumsulfates
im Uberschul gewahrleistet, d.h. daR sich nach 15miniitigen Riihren bei 30°C immer
noch Ammoniumsulfatkristalle am Behalterboden sammelten. Ldste sich das zuge-
gebene Ammoniumsulfat vollstandig, so wurde noch zusatzlich Ammoniumsulfat bis

zu Sattigung hinzugegeben.

Im Anschlul® wurde das Gemisch fur mindestens 24h bei Raumtemperatur aquili-
briert. Danach war die Phasentrennung vollstandig abgeschlossen und das WSP-
haltige Prazipitat vollstandig an der Phasengrenze sedimentiert. Die beiden Phasen
wurde durch Abpumpen vom Prazipitat dekantiert. Das Prazipitat wurde durch Zentri-
fugieren (Becherzentrifuge, 5 min bei 5000 min™ = 5500 * g am maximalen Radius)
verdichtet (Abb. 16). Das verdichtete Prazipitat wurde im 10fachen seines Volumens
in Wasser aufgenommen und danach erneut zentrifugiert. Das so aufgereinigte Pra-
zipitat bildete das feuchte WSP-Rohpraparat, das als Pellet in den Bechern der
Zentrifuge anfiel. Die Pellets wurden nach Resuspension im 5fachen ihres Volumens
mit Wasser in 1000 mL fassende Rundkolben gefillt und in einem Kihlbad unter Ro-
tation tiefgefroren. Die in den Kolben tiefgefrorenen Pellets wurden fur mindestens 48
h lyophilisiert (Gefriertrocknungsanlage Fa. CHRIST: BETA 1-16). Das trockene Pel-

let wurde durch Zerreiben im Mdrser zum WSP-Rohpraparat homogenisiert.

Die hier beschriebene 2-Phasen-Prazipitationsmethode bot eine kostenglnstige und
einfach zu handhabende Mdglichkeit um 2-Propanolkonzentrationen von > 80 Vol%
an der Phasengrenze zu erreichen. Die WSP-haltigen Fraktionen konnten quantitativ

erfaldt werden.

Damit das Verfahren zusatzlich kostengunstige zu gestaltet werden konnte, wurden
die klaren propanolischen Oberphasen gesammelt, zur Reinigung einer Destillation
unterzogen und fur den Extraktionsprozely wiederverwendet. Ebenfalls hatte aus den

ammoniumsulfatreichen Unterphasen das Ammoniumsulfat durch Spriuhtrocknung
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leicht zuriickgewonnen werden kdénnen. Auf eine derartige Aufarbeitung der Ammo-

niumsulfatphase wurde jedoch aus arbeitstechnischen Griinden generell verzichtet.

3.6 Beschreibung der Spriihtrocknungsanlage

Zur Trocknung walriger Suspensionen aus Versuchen mit Nebenfraktionen wurde
ein Spruhtrockner (Niro/GEA Mobile Minor 2000) verwendet (Abb. 18). Die Zuflihrung
des Trockengutes erfolgte Uber einen pneumatisch betriebenen Zentrifugalzerstau-
ber. Die Trocknungsluft wurde mit dem elektrischen systemeigenen Lufterhitzer, der
eine Leistung von 7,5 kW hat erwarmt. Die maximal erreichbare Zulufttemperatur
betrug 180 °C. Die Ablufttemperatur stellte sich in Abhangigkeit des gewahlten Vo-

lumenstromes des Trockengutes ein.

-
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Abb. 18: Spruhtrocknungsanlage
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3.7 Beschreibung der Ultrafiltrationsanlage

Die Ultrafiltration (UF) von walrigen Suspensionen aus Versuchen mit Nebenfraktio-
nen wurde mit einem Crossflow-Filtrationsblock (Microdyn CMB 063) durchgefuhrt. In
der UF-Einheit wurde das Retentat mit einer zweistufigen Kreiselpumpe uber ein
Hohlfasermodul im Kreislauf geflhrt. Das Hohlfasermodul (Microdyn: MD 063 UP
03N), dessen Hohlfasern aus Polypropylenmembranen bestehen, sind aus 310 Hohl-
fasern mit einem Innendurchmesser von 1,5 mm aufgebaut. Die Membran hat eine
PorengréfRe von 0,03 um was einer Ausschlufdgrenze von 50 bis 80 kD entspricht.
Die Anstromflache des Moduls betragt 4,7 cm? und die innere Membranflache ist 0,9
m? grof3. Die Membran kann mit einem max. transmembranen Druck von 1,6 bar bei
25 °C und von 1,4 bar bei der maximal zulassigen Temperatur von 40 °C betrieben
werden. Die Volumenstrome sowie alle permeat- und retentatseitigen Dricke lassen

sich Uber Drosselventile steuern. Bei einem Retentatvolumenstrom von 1700 L/h be-

tragt die Stromungsgeschwindigkeit in den Hohlfasern 1 m/s.

< C‘;v;“_!_ l ﬂ
4

Abb. 19: Ultrafiltrationsanlage mit den ProzelReinheiten: Hohlfasermodul (1); Vorla-
gebehalter mit Retentat (2); Permeatablauf (3); Steuereinheit (4)
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3.8 Analysenmethoden

Alle Zwischen- und Endprodukte wurden soweit erforderlich mit chemischen, physi-
kalischen und mikrobiologischen Methoden analysiert. Dazu wurden uberwiegend
standardisierte oder in der Literatur beschriebene Methoden angewendet. Die ver-
wendeten  Analysemethoden und in  modifizieter Form  verwendete

Analysenmethoden sowie Standartmethoden sind nachfolgend aufgefihrt.

3.8.1 Photometrische Bestimmung der Zell- und Hefekonzentration

Die sich wahrend der Fermentation einstellende Zell- und Hefetrockenmassekonzen-
tration wurde indirekt Uber die optische Dichte der Suspension mittels Photometer
bestimmt. Hierfir wurden die Proben mit physiologischer Kochsalzlosung soweit ver-
dinnt, dal} ein Ablesen der optischen Dichte im linearen Bereich einer
Kalibriergerade erfolgen konnte. Es wurde bei A= 600 nm die Absorbanz (ODggo) ge-
gen physiologische Kochsalzldsung gemessen. Die Messungen wurden an einem
Photometer der Fa. Pharmacia: LKB Ultrospec lll durchgefihrt. Anhand der im Vor-
feld erstellten Kalibriergeraden konnte die jeweilige Biomassekonzentration mit

ausreichender Genauigkeit bestimmt werden.

Die Referenzwerte zur Herstellung der Kalibriergeraden flr die Zellkonzentration
wurden durch Zahlen der Hefezellen in einer Thomakammer mit einer Tiefe von 0,1
mm bestimmt. Die Zahlungen wurde mindestens einmal mit einer neu gefillten
Kammer wiederholt [69]. Die Referenzwerte zur Herstellung der Kalibriergeraden fur
die Hefetrockenmassekonzentration erfolgte durch Bestimmung der Trockenmasse
von Referenzproben durch Trocknen der Suspensionen gemaly ICC-Standard Nr.
110/1 (siehe 3.8.3).

3.8.2 Bestimmung des AufschluBgrades nach der Zelldesintegration

Der AufschluRgrad entspricht dem Verhaltnis der Zellkonzentration vor und nach
dem Aufschlu3. Der Quotient wurde durch Zahlen der Hefezellen in einer Thoma-
kammer mit einer Tiefe von 0,1 mm ermittelt. Die deutliche, starke Lichtbrechung von
intakten Hefezellen im Hellfeld wurde zur Differenzierung zwischen zerstorten und

intakten Zellen herangezogen. Die Zahlung wurde mindestens einmal mit einer neu
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geflllten Kammer wiederholt. Aus der Zellanzahl wurde die Zellkonzentration der He-
fe in Zellen/mL nach BRONN [70] berechnet und danach der Quotient gemaf der
Formel gebildet.

Zellaufschluferad = Zellkonzentration nach Aufschluf3 100 [%] (Gl. 3)

Zellkonzentration vor Aufschlufs

3.8.3 Bestimmung des Gehalts an Wasser und verdampfbaren Substanzen

Die Bestimmung des Gehalts an Wasser und verdampfbaren Substanzen erfolgte
gemal ICC-Standard Nr. 110/1: Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts. Die Bestim-
mung erfolgte in Abhangigkeit vom Probenmaterial gemal® der daflir gemachten
Angaben Uber den unter definierten Trocknungsbedingungen feststellbaren Ge-
wichtsverlust des Probematerials nach 24 h [71]. Die Trocknungstemperatur betrug
105 °C.

3.8.4 Bestimmung des Rohproteingehalts

Der Rohproteingehalt der Proben wurde uUber den Stickstoffgehalt nach dem Kjeldahl
Verfahren gemaR DIN EN ISO 3188 bestimmt [72]. Zur Umrechnung des Stickstoff-

gehalts in den Rohproteingehalt wurde der Faktor 6,25 verwendet.

3.8.5 Bestimmung des Gehalts an WSP-Untereinheiten

Die Konzentrationen an HMW- und LMW-Untereinheiten von Glutenin in den Prapa-
raten wurde mittels RP-HPLC nach dem Verfahren von WIESER bestimmt [73].
Diese Bestimmungen wurden von der Deutschen Forschungsanstalt fur Lebensmit-
telchemie, Garching, durchgeflhrt.

3.8.6 Bestimmung der Asche

Der Mineralstoffgehalt wurde gemaly dem ICC-Standard Nr. 104/ 1 (30) indirekt als
Asche bestimmt. [74] Dazu wurde das Probenmaterial im Muffelofen verbrannt und
der als Asche verbleibende Rickstand wurde gravimetrisch bestimmt und auf die
Trockenmasse der Einwaage bezogen. Die Proben wurden in Abweichung zur Stan-
dardmethode bei 560 °C verascht, um auch Natriumverbindungen mit zu erfassen,
die bei 900°C fluchtig sind.
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3.8.7 Bestimmung des a-Amino-Stickstoffs (FAN)

FUr die Bestimmung des a-Amino-Stickstoffes wurde die Ninhydrinmethode ange-
wendet. Ninhydrin ergibt mit dem Ammoniak aus desaminierten Aminosauren eine
blauviolette Farbung, die photometrisch bestimmt werden kann. Die Proben wurden

spektralphotometrisch bei 570 nm gegen den Blindwert gemessen [75].

3.8.8 Bestimmung des Ammoniumstickstoffs

Da die Proteine teilweise mit Ammoniumsulfat gefallt wurden war es notwendig, die
so gefallten WSP-haltigen Fraktionen auf Ruckstande von Ammoniumsulfat zu unter-
suchen. Da bei der Gesamtproteinbestimmung nach Kjeldahl der
Ammoniumstickstoff mit erfal3t wurde und dieser somit einen hdheren Gesamtprote-
ingehalt vorgetauscht hatte, wurde die Bestimmung vom Ammoniumstickstoff
notwendig. Die dabei ermittelten Ammoniumstickstoffwerte wurden vom Ge-
samtstickstoff subtrahiert. Dadurch konnte der Proteingehalt unverfalscht durch den

Stickstoffgehalt des Ammoniumsulfats errechnet werden.

Das Verfahren wurde nach dem Prinzip der Destillation von Ammoniak nach Kjeldahl
gestaltet. Dazu wurde durch Zugabe von Alkali das Ammoniak in freie Form Uberge-
fuhrt, in Wasserdampf abdestilliert und das ammoniakhaltige Destillat einer Vorlage
aus Salzsaure aufgefangen. Im Gegensatz zur Proteinbestimmung nach Kjeldahl
mufte jedoch die Ammoniakfreisetzung aus dem Ammoniumsulfat ,schonend® erfol-
gen, um Desaminierungsreaktionen der in den Proben vorhandenen Proteine zu
unterbinden. In Anlehnung an die Ammoniumstickstoffoestimmung in Fruchtsaften
wurde dazu als schwaches Alkali Magnesiumoxid verwendet sowie die Destillation im
Vakuum (10 mbar; 60 °C, im Vakuumrotationsverdampfer) durchgefuhrt [75].

Bei der Durchfuhrung wurden in einem 250 mL Rundkolben 25 mL 0,1 n HCI vorge-
legt. Der Kolben wurde an einen Vakuumrotationsverdampfer als Destillationsvorlage
angeschlossen. In einem zweiten 250 mL Rundkolben wurden ca. 1 g Probematerial
mit 100 mL dest. Wasser versetzt. Zur Vermeidung von Schaumbildung wurde ein
Tropfen Polypropylenglykol 2000 hinzugegeben. Nach der Zugabe von 2 g Magnesi-
umoxid wurde dieser Kolben unverziglich an den Vakuumrotationsverdampfer
angeschlossen. Die Destillation im Vakuumrotationsverdampfer erfolgte bis zur
Trockne des Gemisches (ca. 15 min). Im Anschlul® erfolgte die Titration des noch

vorhandenen Saureuberschusses im Vorlagekolben mittels 0,1 n Natronlauge bis



3 Material und Methoden 53

zum Farbumschlag nach rosa vom Phenolpthalein. Die Berechnung des Ammonium-
stickstoffes erfolgte aus der Differenz des titrierten Laugevolumens vom vorgelegten

Saurevolumen.

3.8.9 Bestimmung des Gebackvolumens

Das Volumen eines Gebackstlickes ist Ausdruck seiner Lockerung. Es wurde flr die
in den Abschnitten 4.9.1 und 5.1.3 beschriebenen Gebacke volumimetrisch durch
Messen des aus einem Gefal verdrangten Volumens Rubsamen ermittelt [76]. Das
Gebackvolumen der Gebacke aus den Mikrobackversuchen (vgl. Abschnitt 4.9.2.2)
wurde durch Wasserverdrangung der mit Paraffin Uberzogenen Gebacke gemessen
[48].

3.8.10 BRABENDER-Farinograph

Zur Bestimmung der Wasserabsorptionsfahigkeit der Backmischung und der Knetei-
genschaften des daraus hergestellten Teiges im Abschnitt 4.9.1.2 wurde die
Methode mit dem BRABENDER-Farinographen gemafy ICC-Standard Nr. 115 ver-
wendet [77].

3.8.11 Bestimmung des Mannosegehalts mittels HPLC

Fir den Aufschlul3 der Proben wurden jeweils 50 mg der Probe in 1,7 mL 2 M
Trifluoressigsaure (TFE, Sigma) 70 min bei 110 °C hydrolysiert (Schraubglaser 2mL
mit Teflondichtung, Wheaton, Thermolock-Inkubator: Typ LabLine, Subelco). Nach
der Hydrolyse wurden die unldslichen Bestandteile abfiltriert (Spitzenvorsatzfilter
0,45 um, Minisart, Sartorius) und die TFE im Stickstoffstrom bei 60 °C verdampft. Die

eingetrockneten TFE-Hydrolysate wurden in 2 mL Wasser aufgenommen.

Jeweils 20 uL der walrigen TFE-Hydrolysate wurden mittels Autosampler (Basic Ma-
rathon, Spark Holland) auf eine Anionenaustauschersaule (Carbopak PA 10
250x4mm I.D., Dionex) injiziert und bei einer Fluflrate von 1 mL/min (GP50-2 Gra-
dient Pump, Dionex) mittels eines mehrstufigen Gradienten aus bidestilliertem
Wasser (Eluent A), 0,15 M NaOH (Eluent B) und 0,15 M NaOH/ 0,5 M NaOAc
(Eluent C) eluiert.

Die Saccharide wurden mittels eines pulsierenden elektrochemischen Detektors
(Dionex) detektiert und die Chromatrogramme mit Hilfe der Software PeakNet 6.2

(Dionex) aufgezeichnet und ausgewertet. Als Standard Substanzen wurden die Mo-
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nosaccharide: Fructose, Arabinose, Rhamnose, Galactose, Glucose, Xylose, Man-
nose, Ribose, Galacturonsdure und Glucuronsaure in verschiedenen

Konzentrationen gemessen.

Bei der Auswertung der Chromatrogramme wurde mittels der Flachenmethode aus
den einzelnen Peakflachen von der PeakNet-Software der Anteile der Flachen der
einzelnen Peaks an der Summe aller Peakflachen ermittelt. Diese Flachenprozent
entsprechen bei der verwendeten elektrochemischen Detektion den molaren Anteilen
(Mol%) der einzelnen Monosaccharide im gesamten Gemisch. Die Bestimmung der
entsprechenden Masse der Monosaccharide erfolgte dann unter Bezugnahme auf

die Messungen der Standard Substanzen in verschiedenen Konzentrationen.

3.8.12 Bestimmung des Mercaptoethanolgehalts

Die Quantifizierung von 2-Mercaptoethanol in den Probelésungen erfolgte durch die
photometrische Bestimmung der im Mercaptoethanol vorhandenen freier Thiolgrup-
pen nach ELLMAN. Bei der Reaktion der Thiolgruppen mit 5,5-Dithio-bis-(2-
dinitrobenzoesaure) (DTNB) bildet sich ein gemischtes Disulfid aus. Gleichzeitig wird
bei dieser Reaktion im stochiometrischen Verhaltnis das gelb gefarbte Thionitroben-

zoat-Anion (NTB) freigesetzt, dessen Adsorptionsmaximum bei 412 nm liegt [78].

Der Mercaptoethanolgehalt wurde aus der gemessenen Extinktionen bei 412 nm

uber eine zuvor erstellte Eichgerade ermittelt.

Herstellung des Ellman’s-Reagenz: Es wurden 200 mg des DTNB in 45 mL 0,1 M
Phosphatpuffer nach Sérensen (pH 7) geldst und auf 50 mL aufgefullt.

Bei der Messung wurden 3 mL der Probelésung in eine 4 mL fassende Kivette mit 1
cm Schichtdicke vorgelegt und 0,1 mL Eliman-Reagenz hinzugefugt. Nach grundli-
cher Durchmischung erfolgte die Messung 10 min nach Zugabe vom Reagenz gegen
den Leerwert (Wasser). Die Mercaptoethanolkonzentration wurde mit Hilfe einer zu-

vor erstellten Eichgeraden ermittelt.
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3.9 Material und Methoden zur Aufreinigung der WSP-
Rohpraparate

Bei den im Projekt durchgefuhrten Versuchen mit den verschiedenen Hefetransfor-
manten war eine Vielzahl an WSP-Rohpraparaten angefallen (vgl. Tab. 52). Diese
unterschieden sich in der Art der WSP-Untereinheit und dem Gehalt an WSP in den
jeweiligen Rohpraparaten. Das Hauptziel der Aufreinigung dieser Rohpraparate be-
stand darin, WSP-Praparate mit moglichst hohem WSP-Gehalt zu erhalten. Damit
wurde die Voraussetzung zur Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften von

angereicherten WSP-Praparaten im Mikromalstab geschaffen.

Zur Aufreinigung wurde ein Verfahren entwickelt, welches sich durch hohe Reprodu-
zierbarkeit auszeichnet und universell zur Anreicherung aller WSP-Rohpraparate
angewandt werden konnte. Als Methode zur Anreicherung der WSP aus den Roh-

praparaten wurde deren hohes Ldslichkeitsprodukt bei tiefen pH-Werten genutzt.

In den WSP-Rohpraparaten enthaltene wasserlésliche Verunreinigungen wurden

zuvor durch verschiedene Waschschritte aus diesen entfernt.

3.9.1 WSP-Rohpraparate

Aus den verfiugbaren WSP-Rohpraparaten wurde eine Auswahl getroffen, welche
WSP-Rohpraparate aufgereinigt werden sollten. Der WSP-Gehalt in den verwende-
ten WSP-Rohpraparaten variierte zwischen 7,2 % (Propagation Nr. 25) und 34 %
(Propagation Nr. 21) (vgl. Tab. 8).

Zur Vereinfachung der weiteren Betrachtungen wurden den verschiedenen Hefe-
transformanten ein entsprechender Code in alphabetischer Reihenfolge zugewiesen.

Die genauen Bezeichnungen und Details sind in Tab. 3 aufgelistet.

Die gewahlten neun WSP-Rohpraparate stammten aus insgesamt vier Hefetransfor-

manten und enthielten vier verschiedene Kombinationen an Glutenin-Untereinheiten:

e HMW-1Dx5

e LMW-a3 und HMW-1Dy10
e HMW-1Dx5 und HMW-1Dy10
e HMW-1Dy10
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Tab. 8: Spezifikationen der fur die Aufreinigung verwendeten WSP-Rohpraparate.

Transformant Gehalt HMW- Gehalt LMW-a3 Gehalt HMW-  Gesamt-WSP-

Versuch Nr. 1Dx5 [%] [%] 1Dy10 [%] Gehalt [%]
12+13/2* C 17,8 - - 17,8
14 C 17,4 - - 17,4
21 F - 28,8 52 34,0
23 F - 20,7 44 251
24 F - 21,8 7.9 29,7
18 E 15,4 - 5,8 21,2
20 E 16,8 - 4,1 20,9
25 G - - 7,2 7,2
27 G - - 12,2 12,2

* Praparat, welches durch einen wiederholten Extraktionsprozel aus den Nebenfraktionen der ersten
Extraktion (Feststoffphasen) der Versuche 12 und 13 gewonnen wurde.

3.9.2 Verwendete Gerate
Die fur die Aufreinigung verwendeten Gerate sind Standard-Laborgerate:

e Becherzentrifuge 1: Varifuge 3.2RS, Fassungsvermogen 2,5 L, Zentrifugalbe-
schleunigung 5.500 * g, Heraeus Sepatech GmbH, Osterode

e Becherzentrifuge 2: Avanti J-25, Fassungsvermdgen 1,5 L, Zentrifugalbe-

schleunigung 24.000 * g, Beckman Coulter, Fullerton
o pH-Meter
e Analysenmuhle A10, IKA Labortechnik, Staufen
e Ultra-Turrax T 25 basic, IKA Labortechnik, Staufen
e RuUhr- und Heizgerate

e Gefriertrocknungsanlage LYOVAL GTB, CHRIST, Osterode

3.9.3 Anreicherungsverfahren

Die Aufreinigung der WSP-Rohpraparate wurde in zwei wesentliche Verfahrensab-

schnitte unterteilt:

Im ersten Schritt wurden zunachst wasserlosliche Stoffe aus den Rohpraparaten ent-

fernt und anschlieRend die WSP in einem Losungsmittel extrahiert. Der zweite Schritt



3 Material und Methoden 57

bestand aus der Prazipitation der durch Extraktion in Losung gebrachten WSP und

der anschlielenden Praparation zum hochkonzentrierten Trockenpraparat.

3.9.3.1 Waschung der Rohpraparate und Extraktion der WSP

Die Waschung der WSP-Rohpraparate und die Extraktion der WSP war in folgende

Verfahrensschritte unterteilt:

1.

Im ersten Schritt erfolgte unter Ruhren mit dem Magnetruhrer bei 35°C fur 20 min
eine Waschung der WSP-Rohpraparate in destilliertem Wasser im Verhaltnis 1/20

(m/V). Ziel dieses Schrittes war es, wasserlosliche Stoffe zu entfernen.

AnschlieRend wurde diese Suspension mittels Becherzentrifuge 1 fir 12 min bei
5.500 * g zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir spatere analytische Untersu-

chungen gefriergetrocknet.

Das erhaltene WSP-haltige Pellet wurde im anschlieRenden Verfahrensschritt Nr.

2 weiterverarbeitet.

. Das WSP-haltige Pellet wurde mit Hilfe eines Ultra-Turrax (8000 min™") in 0,1 M

EDTA-Na; Losung unter Zusatz von 1 Vol% 2—Mercaptoethanol suspendiert. Das
Verhaltnis Pellet/Losung betrug 1/6 (m/V).

Diese Mischung wurde bei 55°C 20 min mittels eines Magnetrihrers geruhrt und
anschlielend erneut mittels Becherzentrifuge 1 bei 5.500 * g fur 12 min zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde fiir spéatere analytische Untersuchungen

gefriergetrocknet.

Durch diese Behandlung sollten die WSP in eine reduzierte Form uUbergefuhrt,
Uber Disulfidbindungen mit den WSP verbundene Fremdproteine gelést und
gleichzeitig eventuell vorhandene, mit den WSP komplexbildende Erdalkali-lonen

unwirksam gemacht werden.

Das erhaltene WSP-haltige Pellet wurde im anschlieRenden Verfahrensschritt Nr.

3 weiterverarbeitet.

. Es folgte eine erneute Waschung des Pellets mit destilliertem Wasser nach dem

gleichen Schema der Waschung des ersten Schrittes mit anschlie3ender Zentri-

fugation (Becherzentrifuge 1).

Dadurch wurden Reste der eventuell noch vorhandenen wasserloslichen Stoffe

entfernt.
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Der Uberstand wurde verworfen, der WSP-haltige Waschriickstand (Pellet) im
Verhaltnis 1/6 (m/V) mittels eines Ultra-Turrax (8000 min™') in destilliertem Wasser

suspendiert.

4. Unter Zusatz von 1 Vol% 2-Mercaptoethanol wurde durch Zugabe 85 %iger
Phosphorsaure der pH-Wert dieser Suspension auf 2,25 herabgesetzt. Zur Ge-
wahrleistung einer optimalen Homogenisation und Losung der WSP erfolgte die
Extraktion unter Einwirkung eines Ultra-Turrax (8000 min™') bei 40° C und dauer-

te 45 min.

Mit diesem Schritt wurden die WSP geldst. Unter diesen Bedingungen unlésliche

Stoffe verblieben in suspendiertem Zustand.

Die anschlieRende Trennung erforderte eine starkere und intensivere Zentrifuga-
tionsarbeit, so dal® hier Becherzentrifuge 2 (24.000 * g) eingesetzt wurde. Die

Zentrifugation fand ebenfalls bei 40° C statt und dauerte 30 min.

5. Der erhaltene Extraktionsriickstand (Pellet) wurde anschlieRend unter gleichen
Bedingungen (Schritt Nr. 4) wiederholt extrahiert und anschlieRend zentrifugiert

(Becherzentrifuge 2).

Somit wurde eine moglichst vollstandige quantitative Lésung der WSP aus dem
Pellet gewahrleistet. Die bei beiden Extraktionsschritten angefallenen WSP-
haltigen Uberstéande wurden vereinigt und im nachfolgenden Préazipitationsschritt
weiterverarbeitet. Das WSP-abgereicherte Pellets wurde fur spatere analytische

Untersuchungen gefriergetrocknet.

3.9.3.2 Prazipitation der gelosten WSP

Die zuvor beim Extraktionsschritt in Losung gebrachten WSP wurden durch eine pH-
Werterhdhung, welche zu einer Verringerung des Loslichkeitsproduktes der WSP

fuhrte, prazipitiert. Fur diesen Schritt gab es zwei Mdglichkeiten:
1. Madglichkeit: Neutralisation der Phosphorsaure (vgl. 3.9.3.2.1)
2. Maoglichkeit: Entfernung der Phosphorsaure mittels Dialyse

Die Methode der Saureentfernung durch Dialyse wurde in einem Vorversuch uber-
pruft. Im Ergebnis wurden keine hoherer WSP-Gehalt in den Prazipitaten als bei der

Neutralisationsmethode ermittelt. Zudem war der Material- und Arbeitsaufwand deut-
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lich héher, weshalb diese Methode nicht weiter verfolgt wurde. Auf die Darstellung

der detaillierten Ergebnisse dieser Versuche wird deshalb verzichtet.

Die jeweils anfallenden WSP-haltigen Prazipitate wurden durch Zentrifugation vom

Uberstand separiert und gefriergetrocknet.

3.9.3.2.1 Prazipitationsvorversuch: pH-Werterhohung durch Neutralisation der

Saure

In einem Vorversuch durch eine schrittweise Erhdhung des pH-Wertes wurden ver-
schiedene WSP-haltige Fraktionen prazipitiert, um den fur die Prazipitation optimalen
pH-Wert zu ermitteln. Die ausgefallenen Prazipitate wurden mittels Becherzentrifu-

ge 1 flr 12 min abzentrifugiert und anschlief3end gefriergetrocknet.

Ziel dieses Versuches war es, den pH-Wert bzw. den pH-Wert-Bereich zu finden, bei

dem die WSP in gro3er Menge und/oder hoher Reinheit als Prazipitat anfallen.

Als Probematerial wurden ein Mischpraparat aus den WSP-Rohpraparaten der Ver-
suche 21, 23 und 24 hergestellt (Tab. 8). Nach den Ergebnissen der HPLC-Analyse
dieser Rohpraparate betrug der errechnete WSP-Gehalt im Gemisch 28,2 % (4,8 %
HMW-1Dy10 und 23,4 % LMW-a3).

Dieses vereinigte Rohpraparat wurde wie oben beschrieben (vgl. 3.9.3.1) verarbeitet.
Nachdem die WSP in saurem Milieu extrahiert worden waren (Schritte 4 und 5), wur-
de der pH-Wert der WSP-haltigen Extraktionslésung durch Zuflihren
ammoniakhaltiger Luft unter standigem Ruhren bei Raumtemperatur in einem ge-
schlossenen System schrittweise angehoben: Im ersten Schritt auf pH 2,5, im

zweiten auf pH 2,9, im dritten auf pH 4,9 und zuletzt auf pH 6,5.

Das nach jeder pH-Werterhdhung angefallene Prazipitat wurde mittels Becherzentri-
fuge 1 vom Uberstand abzentrifugiert und anschlieBend gefriergetrocknet. Der

verbliebene Uberstand der letzten Stufe (pH 6,5) wurde ebenfalls gefriergetrocknet.

Mit diesem Vorversuch wurden folglich 5 gefriergetrocknete Fraktionen gewonnen: 4
gefallte Prazipitate sowie der gefriergetrocknete verbliebene Uberstand. Die jeweils
angefallenen gefriergetrockneten Mengen sowie die zugehoérigen HPLC-Analysen
sind in Tab. 9 aufgeflhrt.

Die Analysenwerte lassen erkennen, dald von den zuvor im sauren Extrakt gel6sten

WSP insgesamt 3,9 g durch Fallung mittels pH-Werterhohung und anschlieRender
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Gefriertrocknung als Prazipitate erhalten wurden. Somit wurden durch diese Prazipi-
tationsschritte insgesamt 92 % der zuvor im Extraktionsschritt gelosten WSP als

Prazipitate erhalten, 8 % der WSP verblieben im Uberstand.

Tab. 9: WSP-Gehalt und Menge der Prazipitate.

Prazipitate Uberstand
Fraktion 1 2 3 4 5
Fallung bei pH-Wert 25 29 49 65 6,5
Menge [g] 0,7 05 50 4,7 6,5
enthaltenes WSP [g] 01 01 19 1.8 0,4
Gesamtgehalt WSP [%] 17,8 22,5 37,0 37,8 5,4
Gehalt HMW-1Dy10 [%] 34 27 58 159 2.6
Gehalt LMW-a3 [%] 14,4 19,8 31,2 21,9 2,8

Der bei pH = 6,5 verbliebene gefriergetrocknete Uberstand enthielt im Vergleich zu
den 4 Prazipitaten einen deutlich geringeren Gehalt von 54 % an WSP-
Untereinheiten. Die bei pH 4,9 und anschlieBend bei pH 6,5 gefallten Fraktionen 3

und 4 wiesen mit 37,0 % bzw. 37,8 % die hochsten Konzentrationen an WSP auf.

Das zeigte, dal} erst beim pH-Wert > 2,9 WSP-haltige Fraktionen mit einem hdheren
WSP-Gehalt als im eingesetzten WSP-Rohpraparat (WSP-Gehalt 28,2 %) prazipitiert

wurden.

Auffallig bei den Prazipitaten 3 und 4 war der verschiedene Gehalt an den beiden
WSP-Untereinheiten bei annahernd gleichem Gesamt-WSP-Gehalt (vgl. Abb. 20).

Es schien, dal® das Ldslichkeitsprodukt der LMW-a3-Untereinheit im pH-Bereich von
>2,9-49 ein Minimum Dbesitzt. Das Loslichkeitsprodukt der HMW-1Dy10-

Untereinheiten zeigte im pH-Bereich von > 4,9-6,5 ein ahnliches Verhalten.

Durch dieses Verhalten ergab sich die Mdglichkeit einer gezielten fraktionierten Pra-
zipitation. Nach der Abtrennung einer ersten Fraktion durch pH-Werterhéhung auf pH
3,0 und anschlieBender Zentrifugation konnte durch die weitere Erhéhung des pH-
Wertes ausgehend von pH 3,0 nach pH 6,5 die Hauptmenge an WSP als ,Kernprazi-

pitat” aus der Extraktionslosung erhalten werden.
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Abb. 20: Konzentration an HMW-1Dy10- und LMW-a3-Untereinheiten in den Prazipi-
taten 1-4

3.10 Material und Methoden zur Charakterisierung der
funktionellen Eigenschaften von angereicherten WSP-
Praparaten im MikromaRstab

Es ist nahe liegend, funktionelle Eigenschaften von Gluteninpraparaten mittels Back-
versuchen und rheologischen Untersuchungen nachzuweisen und vergleichend zu
beurteilen. Allgemein ist anerkannt, dal® Glutenin allein nicht backfahig ist. Folglich
lassen sich auch aus den hier zu untersuchenden Praparaten allein unter Wasserzu-
gabe und Knetung keine Gebacke herstellen. Zugabe dieser Praparate zu
handelstblichen, unbehandelten Weizenmehlen und anschlielendes Verbacken er-
schien ebenso kaum dafur geeignet zu sein das Ziel dieses Teils der Arbeit zu
erreichen, der im sicheren Nachweis des Vorhandenseins glutenindhnlicher funktio-

neller Eigenschaften der WSP-haltigen Praparate bestand.

Allerdings hatte es die Moglichkeit gegeben, ein sogenanntes ,synthetisches Mehl®
herzustellen, welchem dann jeweils die Praparate in bestimmtem Verhaltnis zuge-
mischt hatten werden kdnnen. Mit solchen Gemischen hatten sowohl rheologische
Messungen als auch Backversuche durchgefihrt werden kdnnten. MEUSER et al.
haben auf diese Weise die Viskoelastizitat und Backeigenschaft von unterschiedlich
getrockneten Weizenklebern untersucht. Sie stellten auf Basis von Maisstarke und
Gelatine ein Mehl her, in welches dann die jeweiligen Kleber eingebracht wurden

[79]. Solche ,synthetischen Mehle“ entsprachen in ihrer Inhaltsstoffzusammenset-
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zung jedoch nicht den herkdbmmlichen Mehlen. Deshalb wurde flir die hier durchzu-
fuhrenden Versuche der Weg beschritten einem Handelsmehl den Kleber durch
Auswaschen eines Teigs zu entziehen und alle Bestandteile des Mehl (ohne Kleber)
durch Gefriertrocknen in ein Pulver zu verwandeln. Diesem Pulver wurden anschlie-
Rend die jeweiligen WSP-Praparate zugesetzt, um die erforderlichen Backversuche

und rheologische Messungen durchzufuhren.

3.10.1 Material

e Weizenmehl des Handels (Weltgold Weizenmehl Backstark T 550, Thiringer
Muhlenwerke GmbH, Weickelsdorf) Proteingehalt 11,8 %, Wassergehalt
12,9 %

e Gliadin aus Weizenmehl der Sorte Contra; vgl. Abschnitt 3.10.3
e Aufgereinigte WSP-Praparate (Tab. 10); vgl. Abschnitt 3.9
e Saccharose und NaCl, Haushaltsware

e Trockenhefe Fermipan red; (DSM Bakery Ingredients; NE)

Tab. 10: Spezifikationen der verwendeten angereicherten WSP-Praparate.

Praparat Nr. 1B 2B 3B 4B 5B 6B
Gesamtgehalt an WSP [%] 37,5 27,5 47,0 11,9 7,8 46,7
Gehalt an HMW-1Dx5 [%)] - 27,5 37,2 - 7,8 46,7
Gehalt an HMW-1Dy10 [%] 11,5 - 9,8 11,9 - -
Gehalt an LMW-a3 [%] 26,0 - - - - -
Feuchtegehalt [%] 50 50 5,0 50 50 5,0

Proteingehalt TS [%] 96,2 96,5 91,5 91,6 92,8 93,7
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3.10.2 Herstellung von glutenfreiem Weizenmehl

Aus handelsublichem Mehl (Weltgold Weizenmehl Backstark T 550, Tharinger Muh-
lenwerke GmbH, Weickelsdorf) wurde ein Teig hergestellt. Durch Auswaschen per
Hand wurde der Kleber von den restlichen Mehlbestandteilen getrennt. Es wurden
zwei Fraktionen erhalten: Kleber (Gluten), bestehend aus Gliadin, Glutenin, Pento-
sanen, Feinstarke und Lipiden sowie eine zweite Fraktion, hauptsachlich bestehend
aus Starke, I6slichem Protein, Fett, Fasern und Mineralstoffen (Tab. 11). Beide Frak-
tionen wurden gefriergetrocknet. Nach der Gefriertrocknung wurde das erhaltene
glutenfreie Material gesiebt (Maschenweite 200 um) und als glutenfreies Mehl ver-

wendet, der Trockenkleber (TK) gemahlen (10 min IKA Labormuhle).

Tab. 11: Spezifikation des Weizenmehls T 550 und der daraus gewonnenen Fraktio-
nen.

Produkt Proteingehalt TS [%] Feuchtegehalt [%]
WM T 550 11,8 12,9
glutenfreies WM 3,4 6,5
TK 81,9 5,0

3.10.3 Isolierung von Gliadin und Glutenin

Trockenkleber der Sorte CONTRA wurde nacheinander 2 x mit Petrolether (Siede-
punkt 60 °C) zur Entfettung extrahiert und der fettfreie Ruckstand unter Vakuum
getrocknet. 50 g des getrockneten Materials wurden mit 120 mL Ethanol vermischt,
mit 80 mL dest. H,O versetzt, mit einem Ultra-Turrax bei niedriger Umdrehungszahl
10 min geruhrt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und der Riickstand
ein zweites Mal mit 200 mL 60 Vol% Ethanol extrahiert. Beide Uberstéande wurden
vereinigt, am Vakuumrotationsverdampfer auf etwa die Halfte eingeengt und in ca.
2 L Eiswasser eingeruhrt. Das gebildete Prazipitat (Gliadin) wurde abzentrifugiert,
gefriergetrocknet und vermahlen. Der Ruckstand aus der alkoholischen Extraktion

(Glutenin) wurde ebenfalls gefriergetrocknet und vermahlen (Tab. 12).
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Tab. 12: Spezifikationen des isolierten Gliadins und Glutenins.

Produkt  Proteingehalt TS [%] Feuchtegehalt [%]

Gliadin 86 6,0

Glutenin 69 6,5

3.10.4 Vermahlen der Fraktionen

Alle gefriergetrockneten Extrakte und Fraktionen wurden zu einer gleichen Korngro-

Renverteilung von < 200 ym in der Ultrazentrifugalmiahle UZ1 (Retsch, Haan, GER)

mit Ringsieb 0,2 mm vermahlen.

3.10.5 Backversuche

Die Rezepturen fur die Teige mit Zusatz von angereicherten WSP-Praparaten sind in

Tab. 13 zusammengestellt. Die erforderliche Wassermenge wurde durch die Ermitt-

lung der Wasseraufnahme mit 10 g Handelsmehl von 14 % Feuchte bei 22 °C im

10 g Sigmakneter des Mikrofarinographen (Brabender, Duisburg) bei 550 FE be-

stimmt.

Tab. 13: Rezepturen Backversuche mit WSP-Praparat-Zusatz.

glutenfreies Menge/ Saccharose NaCl Trockenhefe
Nr. Mehl [g] WSP-Préaparat Nr. [9] [9] (9]
1 7,3 1,49g/1B 0,16 0,16 0,4
2 7.3 1,49/2B 0,16 0,16 0,4
3 7,3 1,49/3B 0,16 0,16 0,4
4 7,3 1,49/4B 0,16 0,16 0,4
5 7,3 1,49/5B 0,16 0,16 0,4
6 7,3 1,4g/6B 0,16 0,16 0,4

Fir die konstruierten Teige wurde weniger Material, in der Regel 8,7 g (7,3 g gluten-

freies Mehl+1,4g angereichertes WSP-Praparat) verwendet

die

Wassermenge entsprechend reduziert. Wegen der geringeren Kneterfullung im Mi-
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krofarinographen wurde eine Teigkonsistenz von 280 FE eingestellt. Nach 1 min An-
teigen wurde der Kneter fur 1 min gestoppt und bis zum Erreichen des Maximums
(Knetoptimum), mindestens aber 3 min geknetet. Nach 10 min Teigruhe bei 30 °C
wurden die Teiglinge rundgewirkt und fir 40 min bei 30 °C auf Gare gestellt. Gebak-
ken wurde 10 min bei 240 °C.

3.10.6 Untersuchung rheologischer Eigenschaften

3.10.6.1 Herstellung der Proben fiir die Zugversuche

Jeweils 1 g angereichertes WSP-Praparat wurden mit 0,5 g Gliadin grundlich ver-
mengt, mit 4,5 mL Wasser mit einem Spatel verruhrt und nach 15 min Hydratisieren
in 2 mL Zentrifugenréhrchen 5 min lang bei 20.000 * g sedimentiert. Uberschiissiges

Wasser wurde im Anschluf® dekantiert.

3.10.6.2 Zugversuche

Die Zugversuche mit Feuchtkleber und angereicherten WSP-Praparaten wurden
nach Kieffer et al. [44, 45] an einem Texture Analyser TA. XTplus (Stable Micro Sy-
stem, Surrey, UK) mit einem SMS/Kieffer Dough and Gluten Extensibility Rig
durchgefuhrt. Wegen der beschrankten Materialmenge wurden die Proben nicht in
den Teflonplatten geformt, sondern in PE Rohrchen gedruckt, die den gleichen
Querschnitt hatten, wie die Teflonrillen. Die Relaxationszeit vor der Messung betrug
30 min bei 22 °C. Bestimmt wurden der maximale Dehnwiderstand (DW) und die

Dehnbarkeit bei maximalem Dehnwiderstand (DB).
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Beschreibung des Prozesses zur Produktion von
Weizenspeicherproteinen aus transgenen Hefen

Die Abb. 21 zeigt das VerfahrensflieRbild zur Herstellung WSP-haltiger Rohpraparate
ausgehend von der Hefepropagation bis hin zu deren Gefriertrocknung.

Die Propagation der Hefe wurde im Technikumsmalfstab in den zwei beschriebenen
Fermentern A und B durchgefuhrt. Nach beendeter Propagation wurde die Hefezell-
masse aus der Fermentationslésung in einem zweistufigen Trennprozeld (Separator

— Becherzentrifuge) erhalten.

Die in den transgenen Hefezellen exprimierten Glutenine sind intrazellular Gber Disul-
fidbindungen im Zellinneren verankert. Die Zellmasse mulfdte deshalb in einer
Kugelmuhle aufgeschlossen werden, um die Glutenine extrahieren zu kénnen. Die
aufgeschlossene Zellmasse wurde anschlieRend durch Zugabe von 2-Propanol einer
Fallung unterzogen. Durch die Fallung wurden bei der nachfolgenden Zentrifugation
die in Losung gebliebenen Zellinhaltsstoffe aus dem Produktstrom mit der flissigen

Phase entfernt.

Danach erfolgte die Extraktion der Glutenine aus der gefallten Zellmasse durch Re-
duktion der Disulfidbindungen und der damit einhergehenden Ldsung der Glutenine
in walrigem 2-Propanol. Die Extraktionsmischung wurde anschliellend zentrifugiert,

wobei die unldslich gebliebene Zellmasse abgetrennt wurde.

Die geldsten Glutenine wurden unter Ausnutzen ihrer spezifischen Loslichkeitseigen-
schaften durch Prazipitation bei hoher 2-Propanolkonzentration oder durch Zugabe
von Ammoniumsulfat aufkonzentriert und durch Gefriertrocknen als Trockenprapara-

te gewonnen.
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Abb. 21: VerfahrensflieRbild zur Herstellung WSP-haltiger Rohpraparate
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4.2 Propagationen

Die Propagationsversuche Nr. 1 bis Nr. 4 wurden in der Propagationsanlage A
durchgefuhrt. Alle weiteren Propagationsversuche erfolgten mir der Propagationsan-
lage B. Der Propagationsversuch Nr. 9 wird in den weiteren Ausflhrungen nicht
berucksichtigt, da zahlreiche technische Probleme bei der Vermehrungsdurchfihrung
eine Vergleichbarkeit der erhaltenen Ergebnisse mit denen der anderen Vermehrun-
gen ausschlieBen. Die aus diesem Versuch erhaltene Hefe wurde deshalb

verworfen.

Der Propagationsprozel wurde in zwei aufeinanderfolgende Teilprozesse gegliedert:
Der erste Teilprozeld wurde als Batch-Verfahren bei dem die gesamte Menge des
vorab hergefuhrten Inokulums mit der im Fermenter vorgelegten Menge an steriler
Substratlosung versetzt wurde. Das gesamte Volumen des Batches wurde fur 24
Stunden bei konstanter Temperatur, Luftzufuhr, RUhrwerksdrehzahl und bei konstan-
tem pH-Wert inkubiert. Der nachfolgende zweite Teilprozel3 wurde als Fed-Batch-
Verfahren mit dem Ziel durchgefuhrt, durch eine definierte Zufuhrung steriler Sub-
stratldsung, das maximale Nutzvolumen des Fermenters in moglichst kurzer Zeit zu
erreichen. Die Zulaufgeschwindigkeit der Substratidésung wurde in Abhangigkeit von
der Ethanolkonzentration so geregelt, dal} der voreingesellte Grenzwert nicht Gber-
schritten wurde. Wahrend der Propagationszeit im Fed-Batch-Verfahren wurden die
gleichen ProzelRparameter (Temperatur, Luftzufuhr, Ruhrwerksdrehzahl, pH-Wert)

wie beim Batch-Verfahrens eingestellt und konstant gehalten (Tab. 14).

Tab. 14: Konstante ProzelRparameter der Propagationen.

ProzeRparameter Einheit Wert

Temperatur °C 30
5 (Fermenter A)
13 (Fermenter B)
pH-Wert 4,0-4,5
700 (Fermenter A)
400 (Fermenter B)

Luftversorgung m3/h

Ruhrwerksgeschwindigkeit min’

max. Ethanolkonzentration

Vol® 0.2
im Fed-Batch ol% ’
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Als Substrat wurde sowohl fir das Batch- als auch fiir das Fed-Batch-Verfahren steri-
les DS-Medium verwendet. Fur das Batch-Verfahren wurde DS-Medium mit normaler
Nahrstoffkonzentration (50 g Saccharose/L) und fur das Fed-Batch-Verfahren DS-

Medium mit erhéhter Nahrstoffkonzentration (100 g Saccharose/L) benutzt.

Die pH-Wertkorrektur auf den voreingestellten Sollwert erfolgte wahrend des gesam-
ten Propagationsprozesses durch Zudosage von 10 %iger Kalilauge bzw. 10 %iger
Schwefelsaure.

Die Schaumbildung wahrend der Fed-Batch-Phase, die zum Uberlaufen des Fermen-
terinhaltes hatte fuhren kdnnen, wurde durch Konstanthalten der Schaumhdhe im
Fermenter Uber die Zudosage von Polypropylenglykol 2000 geregelt. Zusatzlich wur-
den zu Beginn der Batch-Phase vorbeugend ca. 10 mL Polypropylenglykol 2000 dem
Fermenterinhalt zugegeben. Auf Abweichungen zu den genannten ProzefRparame-
tern wird bei der Beschreibung der Propagationen und der mit ihnen erzielten

Ergebnisse eingegangen.

Die Abb. 22 zeigt einen typischen Verlauf fur eine storungsfreie Propagation gemaf}

der Durchflhrung in den Teilprozessen Batch- und Fed-Batch-Propagation.
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Abb. 22: Verlauf der Propagation Nr. 11 im Technikumsfermenter
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Charakteristisch ist der starke Anstieg der Ethanolkonzentration im Batch-Verfahren,
der durch Vergarung des Zuckers ab einer Zuckerkonzentration im Bereich von 100-
200 mg/L verursacht wurde (Crabtree-Effekt). Dieser katabolische ProzeR ist verant-
wortlich fir die drastische Beschrankung des aeroben Wachstums von Hefe in einer
konzentrierten Kohlenhydratldsung und tritt unabhangig von der Sauerstoffversor-

gung der Fermentationslosung ein.

Bis zum Ende der Batch-Phase sank der Ethanolgehalt wieder gegen Null. Diese
Konzentrationsabnahme war einerseits auf die Assimilation von Ethanol durch die
Hefen und andererseits auf einen Gaswascheeffekt durch die Uberschissige Luftver-
sorgung wahrend der Propagationsdauer zurtickzufihren. Der Gaswascheeffekt geht
auch aus dem Verlauf des Fermenterfullstandes hervor, der wahrend der Batch-
Phase leicht abgenommen hatte. Der den Fermenter durchlaufende Luftstrom trat
wasserdampfgesattigt aus dem Fermenter aus und entzieht dadurch der Fermentati-
onsflissigkeit kontinuierlich Wasser. Dieser Wasserverlust betrug der Erfahrung

entsprechend Uber die gesamte Propagationsdauer ca. 10 % vom Substratvolumen.

Die Ethanolkonzentration wurde wahrend der Propagation im Fed-Batch-Verfahren
durch die Regelung der Zulaufgeschwindigkeit der Substratldsung in ihrem Maximum
begrenzt. Somit stellte die Ethanolkonzentration die Regelgréfie dar. Es konnten le-
diglich kurzzeitige Uberschreitungen des vorgegebenen maximalen Sollwertes
eintreten, die durch die Reaktionstragheit der Regelstrecke (Fermentationsflussigkeit,
Beschleunigung des Substratzulaufes) bedingt waren. Als Stellgro3e wurde die Sub-
stratzulaufgeschwindigkeit verwendet. Sank die Ethanolkonzentration unter den
maximalen Sollwert, reagierte die Regelung mit einer Erhohung der Substratzulauf-
geschwindigkeit. Die dafur erforderliche Beschleunigung der Pumpleistung wurde
aus dem momentanen Fermenterfillstand errechnet und war zu diesem proportional.
Diese Arbeitsweise der Regelung ermdglichte eine maximale Nahrstoffversorgung

bei minimaler Ethanolbildung.

Die Verzogerung der Substratzulaufgeschwindigkeit, bedingt durch das Erreichen der
maximalen Ethanolkonzentration wahrend der Substratzufutterung, war bei den ver-
schiedenen Hefetransformanten unterschiedlich stark ausgepragt. Dadurch ergaben
sich unterschiedliche Propagationszeiten in der Fed-Batch-Phase, d.h. fur die Zeit bis

das maximale Nutzvolumen des Fermenters erreicht wurde.
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Die resultierenden Propagationszeiten drickten sich mafdgeblich in der spezifischen
Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmasse [kg/m°h] aus. Deshalb werden diese
bei den nachfolgenden detaillierten Betrachtungen der einzelnen Propagationen als

Vergleichsgrolie herangezogen.

Zur Vereinfachung der Darstellung der Ergebnisse wurden den verschiedenen Hefe-
transformanten in alphabetischer Reihenfolge ein Buchstabe als Code zugewiesen.
Die genauen Bezeichnungen und Details sind in der Tab. 3 aufgelistet.

4.2.1 Propagation von Backerhefe: Versuch Nr. 1

Im Vordergrund dieses Versuches stand die Prifung der Funktionsfahigkeit der Aus-
ristung sowie das Sammeln von Erfahrungen bei der Handhabung der eingesetzten
Maschinen und Anlagen. Dazu wurde ein nicht transgener Stamm von Saccharomy-
ces cerevisiae (kaufliche Backerhefe) verwendet. Die Propagation erfolgte mit
ProzelRparametern, die von allen weiteren Propagationen abwichen. Deshalb konn-
ten die erhaltenen Ergebnisse nicht mit denen aus den anderen Propagationen
verglichen werden. Die Durchfuhrung und die Ergebnisse des Versuches 1 sind hier
jedoch der Vollstandigkeit halber angeflhrt.

Hefeanzucht zum Inokulum:

Als Substrat diente steriles DS-Medium. Die Anzucht erfolgte in drei Stufen:
Uberimpfen auf 2 * 10 mL, 48h Schiitteln bei Raumtemperatur (RT)
Uberfiihren auf 2 * 200 mL, 48h Schitteln bei RT

Uberfihren auf 2 * 3500 mL, 24h Schiitteln bei RT

Nach der letzten Stufe im Inokulum wurde eine Zellkonzentration von 3,2 * 10® Zel-
len/mL erreicht. Wahrend der letzten Vermehrungsstufe flokkulierten die Zellen stark.

Das war wahrscheinlich auf eine ungentgende O,-Versorgung zurtickzufihren.

Propagation:

Die vorhandenen 7 Liter Inokulum wurden vollstandig in den Fermenter vorgelegt
und dann wurde mit der Substratzufuhr begonnen. Die gesamte Propagation wurde
im Fed-Batch-Verfahren durchgefuhrt. Flur die ersten 30 Liter der Substratzufuhr
wurde DS-Medium mit normaler Nahrstoffkonzentration (50 g Saccharose/L) und flr

die weitere Substratzufuhr wurde DS-Medium mit erhohter Nahrstoffkonzentration
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(100 g Saccharose/L) benutzt. Die maximale Ethanolkonzentration und der pH-Wert
wurden abweichend zu den in Tab. 14 angegebenen Prozel3parameter auf 0,5 Vol%
Ethanolkonzentration bzw. auf einen pH-Wert von 5,0-5,5 voreingestellt. Mit dem Be-
ginn der Substratzufuhr trat sehr schnell eine Ethanol- und pH-Wertabnahme ein. Die
Beflllung der Fermenters war nach 28 h abgeschlossen, so dal die Substratzufuhr
zu diesem Zeitpunkt gestoppt wurde. Es wurde dann gepruft, in wieweit sich die Zell-
konzentration ohne weitere Substratzufuhr veranderte. Deshalb wurde der Fermenter
unter BelUftung bei 30°C noch weitere 15 h (Uber Nacht) betrieben. Die Ergebnisse
der Propagation sind in der Tab. 15 zusammengestellt. Bemerkenswert ist die extrem
starke Vermehrung der Hefe nach 24 h. In dieser Phase nahm die Zellkonzentration
im Vergleich zu den vorausgehenden 24 Stunden pro Stunde um den Faktor 5 zu.
Nach der Beendigung der Substratzufuhr nahm die Zellkonzentration bis zur Hefe-
ernte von 7,7 * 10% auf 7,0 * 10® Zellen/mL ab. Das deutete auf eine beginnende

Zellautolyse hin.

Tab. 15: Zellkonzentrationen und Zellwachstum: Versuch Nr. 1.

Zeit Zeitpunkt Fullstand Zellkonz. Zellanzahl Zellanzahl

Zunahme Zunahme
gesamt pro Stunde

[h] [L] [10%/mL] [10°] [10°] [10%/h]
Beginn der Sub-

0 stratzufuhr 10,7 3,2 34240

24 35,6 8,0 284800 250560 10440
Ende der Sub-

27  stratzufuhr 58,7 7,7 451990 167190 55730

47 Hefeernte 57,3 7,0 401100 -50890 -2545

Wahrend der Versuchsdurchfihrung wurde der Fermenter A erprobt und instand ge-
setzt. Dieses war die Voraussetzung fur die nachfolgenden Versuche mit den
transgenen Hefestammen. Schwachstellen an der Anlage wurden erkannt und besei-
tigt. Durch teilweise ungunstig gewahlte Versuchbedingungen wahrend der
Propagation konnte nur eine Trockensubstanzausbeute von 20 g Hefe pro Liter Fer-
menterfullung erreicht werden. Zusatzlich wurden erste Anhaltspunkte, zu den zu

erwarteten Mengen und ihrer weiteren Verarbeitung erhalten.
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4.2.2 Propagationen mit dem Hefetransformanten A: Versuche Nr. 2 - 5

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten A, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in Tab. 16 bis Tab. 18 aufgeflhrt.

Tab. 16: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten A.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
L [h] [10%/mL] [g/L]
2 6 72 1,7 21
3* 6 72 1,2 3,2
4* 6 72 2,3 3,1
5** 6 72 2,1 2,7

*Versuche im Fermenter A
**Versuch im Fermenter B

Der Inokulumanzucht fuhrte am Ende der Inkubationszeit zu Zell- und Zellmassekon-
zentrationen in vergleichbarer Hohe (Tab. 16). Die festgestellten Diskrepanzen
zwischen Zellkonzentration und Zellmassekonzentration resultierten aus der Streu-
ung der Analytik. Diese machte sich bei den relativ niedrigen Konzentrationen starker

bemerkbar als es bei hdheren der Fall gewesen ware.

Tab. 17: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten A.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
L] [h] [10%/mL] [g/L]
2 21 24 6,5 9,0
3* 21 24 4,8 5,9
4* 26 24 6,0 8,3
5** 31 24 3,5 4,9

*Versuche im Fermenter A
**Versuch im Fermenter B

Die Batch-Propagationen fihrten bei den Versuchen 2-4, die im Fermenter A durch-

gefuhrt wurden, bei gleicher Inkubationszeit im Mittel zu einer Zellkonzentration von
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5,8 * 10® Zellen/mL. Die Abweichung nach oben und unten war dabei eine Zehnerpo-
tenz grof3. Die Batch-Propagationen erfolgten ab dem Versuch 5 mit dem Fermenter
B. Es bleibt bei diesen Versuch unklar, weshalb die erreichte Zell- und Zellmasse-
konzentration am Ende der Batch-Phase kleiner ausgefallen war, als bei den
Versuchen mit dem Fermenter A (Tab. 17). Alle vier Versuche belegen jedoch, daf

der Hefetransformant A sich in der Batch-Phase kraftig vermehrte.

Tab. 18: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten A.

Versuch Nr.  Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
L] [h] [10%/mL] [g/L]
2 55 27 14,0 19,0
3* 55 44 13,2 18,6
4* 55 23 11,2 18,8
5** 67 25 22,0 23,3

*Versuche im Fermenter A
**Versuch im Fermenter B

Der Hefetransformant A konnte auch in der Fed-Batch-Phase stark vermehrt werden.
Die Fed-Batch-Phase des Propagationsversuches Nr. 5 wurde aus zeitlichen Grin-
den vorzeitig beendet, so dal} das maximale Nutzvolumen des Fermenters von 100
Litern nicht erreicht wurde. Dennoch wurde eine wesentlich hohere Zell- und Zell-
massekonzentration als bei den vorausgegangenen Versuchen mit dem
Transformanten A im Fermenter A erhalten (Tab. 18). Bedingt durch die besseren
Propagationsbedingungen im Fermenter B war beim Versuch 5 die Wachstumsge-
schwindigkeit im Fed-Batch deutlich erhoht (Abb. 23).

Die besseren Propagationsbedingungen im Fermenter B kamen beim Ertragskoeffi-

zienten des Versuches 5 weniger deutlich zum Ausdruck (Abb. 24).
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Abb. 23: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmasse der
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Abb. 24: Ertragskoeffizient der Zellmassen der Propagationen mit dem Transforman-
ten A
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4.2.3 Propagationen mit dem Transformanten B: Versuche Nr. 6 - 8

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten B, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in den Tabellen Tab. 19 bis Tab. 21 aufgeflthrt.

Tab. 19: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten B.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
6 7 72 3,7 52
7 7 72 4,7 6,6
8 7 72 4,9 6,9

Am Ende der Inkubationszeit der Inokulumanzucht zeigten sich nur geringe Unter-

schiede in der erhaltenen Zell- und Zellmassekonzentration (Tab. 19).

Tab. 20: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten B.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
6 32 24 8,5 11,6
7 65 24 10,4 14,0
8 32 24 16,0 12,5

Es ist darauf hinzuweisen, dal} beim Versuch 6 und 7 aus technischen Grinden ab-
weichend zur standardisierten Arbeitsweise vorgegangen werden mufte. Beim
Versuch 7 hatte durch einen Schaltfehler der Substratzulauf schon 6 Stunden nach
Beginn der Batch-Phase begonnen. Dabei wurde innerhalb von 3,5 Stunden das Ge-
samtvolumen der ersten Fed-Batch-Vorlage (35 Liter) zudosiert. Die Phase des
Zulaufverfahrens wurde 24 Stunden nach Propagationsbeginn begonnen. Praktisch
ergibt sich somit eine Batch-Phase von 24h mit einem Gesamtvolumen von 65 Litern.
28 Stunden nach Beginn des Substratzulaufes wurde ein Fullstand von 97 Litern im
Fermenter erreicht. Danach wurde bis zum Ende der Fermentation noch 15 Stunden

unter weiterer Luftzufuhr gerlhrt. Trotz dieser Abweichung von der vorgesehenen
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Arbeitsweise wurde am Ende der Batch-Phase eine zu den anderen Versuchen ver-

gleichbar hohe Zell- und Zellmassekonzentration erreicht (Tab. 20).

Tab. 21: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten B.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
6 135 56 18,1 22,8
7 97 43 23,2 32,2
8 100 65 29,0 32,5

Beim Versuch Nr. 6 war bereits 27 Stunden nach Beginn des Substratzulaufes ein
Fullstand von 100 Litern im Fermenter erreicht worden, obwohl nur 35 Liter Substrat
in der Vorlage bereit gestellt worden waren. Der verfrihte, unbeabsichtigte Fullstand
hatte sich durch ein undichtes Dampfventil ergeben, wodurch ca. 25 Liter steriles
Dampfkondensat in den Fermenter eingedrungen waren. Mit dem Ziel die Propagati-
on weiter zu fuhren, wurde deshalb eine Teilmenge von 50 Litern des
Fermenterinhaltes entnommen und daraus die Hefe geerntet. Zu diesem Zeitpunkt
war eine Zellkonzentration von 1,75 * 10° Zellen/mL erreicht. Aus dieser Teilmenge
wurden 4,42 kg Hefepellet mit 25 % Trockensubstanzgehalt erhalten. Danach wurde
die Zulaufphase fortgesetzt, indem die noch im Substratvorlaufbehalter vorhandenen
35 Liter Fed-Batch-Substrat dazu verwendet wurden. Nach weiteren 28,5 Stunden
war die vorgelegte Substratmenge verbraucht. Der Fermenterinhalt betrug 85 Liter
und die Zellkonzentration war 1,87 * 10%mL groR (Tab. 21). Der Versuch wurde zu

diesem Zeitpunkt beendet.

Die in Tab. 21 angegebene Zell- und Zellmassekonzentration sowie die in der Abb.
25 und Abb. 26 dargestellte Wachstumsgeschwindigkeit und der Ertragskoeffizient
stellen die Mittelwerte aus der Fed-Batch-Phase des Versuches 6 dar. Bedingt durch
die Verdunnung der Fermentationsfllissigkeit waren beim Versuch 6 die Zell- und

Zellmassekonzentration am Ende der Batch-Phase am kleinsten (Tab. 20).

Die Wachstumsgeschwindigkeit in der Batch- und in der Fed-Batch-Phase des Ver-
suches 6 unterschied sich jedoch kaum. Demgegenuber war die

Wachstumsgeschwindigkeit in der Fed-Batch-Phase des Versuches 7 gegenuber der
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in der Batch-Phase, bedingt durch die kurzere Inkubationszeit bei vergleichbar hoher

Zell- und Zellmassekonzentration, deutlich erhéht (Abb. 25).
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Abb. 25: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmassen der
Propagationen mit dem Transformanten B

Die gegenuber den Normalbedingungen der Propagation des Versuches 8 verander-
ten Propagationsbedingungen beim Versuch 6 wirkten sich kaum auf den
Ertragskoeffizienten aus (Abb. 26). Die Bedingungen des Versuchs 7 Ubten jedoch
eine deutliche Wirkung auf den Ertragskoeffizienten der Fed-Batch-Phase aus. Eine
Erklarung dafur liefert das groRere Batch-Volumen, das nach der Inkubationszeit der
Batch-Phase kein assimilierbares Kohlenhydrat mehr enthielt. Die anschliel’ende
Substratzufuhr in der Fed-Batch-Phase erfolgte nun auf eine vergleichsweise groélie-
re Zellmasse in der Fermentationsflissigkeit, so dall das Substrat-
Zellmasseverhaltnis entsprechend kleiner ausfiel. Daraus resultierte eine vollstandige

Umsetzung der zugesetzten Saccharose.

Erstaunlich war das dabei erreichte Niveau des Ertragskoeffizienten von 0,65 kg
Zellmasse TS pro kg Saccharose. Theoretisch liegt der maximale Ertragskoeffizient
bei reiner Atmung von Hefe flr Glucose bei 0,54 kg Zellmasse TS/kg Glucose. Multi-
pliziert mit dem Faktor 1,052 fur die Massezunahme bei der Saccharosehydrolyse zu

zwei Glucoseaquivalenten ergibt sich ein maximaler Ertragskoeffizient fir Saccharo-
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se von 0,57 kg Zellmasse TS/kg Saccharose. Der im Versuch 7 festgestellte Wert
von 0,65 kg Zellmasse TS/kg Saccharose ladt sich somit nur durch die Assimilation
von weiteren Kohlenstoffquellen erklaren, namlich dem im DS-Medium reichlich ent-

haltenen Glutamat.
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Abb. 26: Ertragskoeffizient der Zellmassen der Propagationen mit dem Transforman-
ten B
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4.2.4 Propagationen mit dem Transformanten C: Versuche Nr. 10 - 14

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten C, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in den Tabellen Tab. 22 bis Tab. 24 aufgeflhrt.

Tab. 22: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten C.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
10 10 120 5,2 7,2
11 10 120 5,0 7,0
12 10 120 4,3 5,9
13 10 120 4,0 5,6
14 10 120 5,2 7,3

Tab. 23: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten C.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration

[L] [h] [10%/mL] [g/L]
10 30 24 12,0 15,4
11 30 24 15,5 20,0
12 30 24 15,0 19,4
13 30 24 12,6 16,7
14 30 24 14,1 18,4

Die Inokulumanzucht und die Batch-Phasen der Propagationen 10 bis 14 verliefen
ohne stérende Einflisse. Deshalb bewegten sich alle ermittelten Zell- und Zellmas-

sekonzentrationen auf gleichem Niveau (Tab. 22 und Tab. 23).
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Tab. 24: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten C.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration

L] [h] [10%/mL] [g/L]
10 98 65 35,0 39,9
11 98 71 36,0 40,9
12 85 48 34,0 40,7
13 100 51 33,5 40,5
14 90 51 34,9 42,9

Lediglich bei Versuch 12 trat wahrend der Fed-Batch-Phase eine Leckage am Sub-
stratzulaufschlauch auf. Das hatte eine kirzere Inkubationszeit und eine kleinere
Gesamtmenge am Ende der Fed-Batch-Phase im Fermenter zur Folge. Durch den
ansonsten reibungslosen Verlauf der Propagationen wahrend der Fed-Batch-Phase
bewegten sich alle ermittelten Zell- und Zellmassekonzentrationen auf gleichem Ni-
veau (Tab. 24).

Die Wachstumsgeschwindigkeit in der Fed-Batch-Phase der Versuche 10 und 11
war, bedingt durch die langere Inkubationszeit bei vergleichbar hoher Zell- und Zell-

massekonzentration zu den anderen Versuchen, deutlich kleiner (Abb. 27).

Trotz der langeren Inkubationszeit in der Fed-Batch-Phase, welche durch eine in Ab-
hangigkeit der Ethanolkonzentration niedrigere Substratzulaufgeschwindigkeit
verursacht wurde, wurden bei den Versuchen Nr. 10 und 11 keine hoheren Ertrags-
koeffizienten als bei den Versuchen Nr. 12 bis 14 erreicht (Abb. 28).
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Abb. 27: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmassen der
Propagationen mit dem Transformanten C
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Abb. 28: Ertragskoeffizient der Zellmassen der Propagationen mit dem Transforman-
ten C
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4.2.5 Propagationen mit dem Transformanten D: Versuche Nr. 15 - 17

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten D, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in den Tabellen Tab. 25 bis Tab. 27 aufgeflthrt.

Tab. 25: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten D.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
15 10 120 7,7 10,5
16 10 120 9,7 13,1
17 10 120 8,2 11,2

Tab. 26: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten D.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
15 30 24 16,6 21,3
16 30 24 15,5 19,2
17 30 24 15,9 20,4

Die Inokulumanzucht und die Batch-Phasen der Propagationen Nr. 15 bis 17 verlie-
fen ohne storende Einflisse. Deshalb bewegten sich alle ermittelten Zell- und
Zellmassekonzentrationen auf gleichem Niveau (Tab. 25 und Tab. 26). Die Propaga-
tionen verliefen bei allen Versuchen ebenfalls reibungslos. Dennoch ergaben sich am
Ende der Fed-Batch-Phase deutliche Differenzen in den ermittelten Zellmasse-
konzentrationen (Tab. 27). Aquivalent dazu verhielten sich auch die Wachstumsge-
schwindigkeit und der Ertragskoeffizient in der Fed-Batch-Phase. Das deutete auf

eine verstarkte Garaktivitat wahrend der Fed-Batch-Phase der Versuche 16 und 17
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hin (Abb. 29 und Abb. 30). Eine Begriindung fur diesen Effekt konnte aus den vor-

handenen Daten der Propagationsverlaufe nicht gefunden werden.

Tab. 27: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten D.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [108/mL] [g/L]
15 90 48 36,7 47 .8
16 95 48 37,0 41,3
17 98 49 37,3 38,0
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Abb. 29: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmassen der
Propagationen mit dem Transformanten D
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4.2.6 Propagationen mit dem Transformanten E: Versuche Nr. 18 - 20

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten E, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in den Tabellen Tab. 28 bis Tab. 30 aufgeflhrt.

Tab. 28: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten E.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
18 10 120 6,0 8,3
19 10 120 54 7,5
20 10 120 5,1 7,2

Tab. 29: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten E.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
18 30 24 15,5 20,0
19 30 24 14,4 18,8
20 30 24 14,7 19,1

Die Inokulumanzucht und die Batch-Phasen der Propagationen Nr. 18 bis 20 verlie-
fen ohne storende Einflisse. Deshalb bewegten sich alle ermittelten Zell- und

Zellmassekonzentrationen auf gleichem Niveau (Tab. 28 und Tab. 29).

Die Fed-Batch-Propagationen verliefen bei allen Versuchen ebenfalls reibungslos.
Die kleinere Zellmassekonzentration wurde unter diesen Versuchen mit dem Versuch
19 erhalten (Tab. 30).
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Tab. 30: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten E.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
18 92 49 40,3 45,0
19 95 53 40,3 39,4
20 98 49 36,9 43,8

Die kleinere Zellmassekonzentration in der Fed-Batch-Phase ging beim Versuch 19
mit einer gegenuber den anderen Versuchen kleineren Wachstumsgeschwindigkeit
sowie einem niedrigerem Ertragskoeffizienten einher (Abb. 31 und Abb. 32). Dieses
Ergebnis 1aRt auf eine verstarkte Garaktivitat wahrend der Fed-Batch-Phase schlie-
Ren. Zusatzlich wurde diese Annahme durch die verlangerte Inkubationszeit von 53
Stunden gestultzt, welche aus einer in Abhangigkeit von der Ethanolkonzentration
verringerten Substratzulaufgeschwindigkeit resultierte. Dieser Effekt konnte jedoch

aus den vorhandenen Daten Uber die Propagationsverlaufe nicht begrindet werden.
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4.2.7 Propagationen mit dem Transformanten F: Versuche Nr. 21 - 24

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten F, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in den Tabellen Tab. 31 bis Tab. 33 aufgeflhrt.

Tab. 31: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten F.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
L] [h] [10%/mL] [g/L]
21 10 120 5,6 7,8
22 10 120 54 7,6
23 10 120 3,5 49
24 10 120 4,4 6,3

Die Inokulumanzucht verlief aul3er beim Versuch 23 ohne stérende Einflisse. Des-
halb bewegten sich alle ermittelten Zell- und Zellmassekonzentrationen auf gleichem
Niveau. Die gegenlber den anderen Versuchen deutlich niedrigere Konzentration an
Zellmasse im Inokulum beim Versuch 23 wurde durch einen Ausfall der Luftzufuhr

wahrend der letzten Phase der Anzucht verursacht (Tab. 31).

Tab. 32: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten F.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
21 30 24 16,6 21,3
22 30 24 17,1 21,8
23 30 24 16,1 20,7
24 30 24 12,1 16,0

Die Propagation in der Batch-Phase erfolgte auller beim Versuch 24 ebenfalls sto-

rungsfrei, weshalb sich alle ermittelten Zell- und Zellmassekonzentrationen fir die
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Versuche Nr. 21, 22 und 23 auf gleichem Niveau bewegten. Die Zell- und Zellmasse-
konzentration am Ende der Batch-Phase des Versuches 24 wurde durch einen

Ausfall der Luftzufuhr zum Fermenter verursacht (Tab. 32).

Tab. 33: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten F.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
21 95 49 39,3 39,8
22 95 49 40,6 44,8
23 95 48 42,4 43,7
24 50 49 34,5 34,7

Der Versuch 24 wurde bedingt durch zusatzlich aufgetretene Probleme wahrend der
Fed-Batch-Phase abgebrochen bevor das maximale Nutzvolumen des Fermenters
erreicht wurde. Es wurde trotz der technisch bedingten verringerten Substratzulauf-
geschwindigkeit eine vergleichbar lange Inkubationszeit wie bei den anderen Versu-
chen erreicht (Tab. 33).

Die Propagationen Nr. 21 bis 23 verliefen in der Fed-Batch-Phase storungsfrei.

Bedingt durch das kleinere Volumen an Substratzulauf wahrend der Fed-Batch-
Phase stellte sich beim Versuch 24 eine gegeniber den anderen Versuchen leicht
erhohte Wachstumsgeschwindigkeit ein. Die Wachstumsgeschwindigkeit in der
Batch-Phase des Versuches 24 war durch den Ausfall der Luftversorgung deutlich
kleiner als die der anderen Versuche (Abb. 33). Dieser kleineren Wachstumsge-
schwindigkeit entsprach ein deutlich niedriger Ertragskoeffizient, der durch eine

erhohte Garaktivitat in der Batch-Phase verursacht worden war (Abb. 34).
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Abb. 33: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmassen der
Propagationen mit dem Transformanten F
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Abb. 34: Ertragskoeffizient der Zellmassen der Propagationen mit dem Transforman-
ten F
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4.2.8 Propagationen mit dem Transformanten G: Versuche Nr. 25 - 27

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagationen mit dem Hefetransformanten G, d.h.
der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-
Batch-Verfahren, sind in den Tabellen Tab. 34 bis Tab. 36 aufgeflhrt.

Tab. 34: Eckdaten der Inokulumanzucht der Propagationen mit dem Transforman-
ten G.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
25 10 120 4,7 6,6
26 10 120 6,7 9,3
27 10 120 5,6 7,8

Tab. 35: Eckdaten der Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transforman-
ten G.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
25 30 24 10,6 14,2
26 30 24 10,8 14,5
27 30 24 13,8 18,1

Die Inokulumanzucht und die Batch-Phasen der Propagationen 25 bis 27 verliefen
ohne stérende Einflisse. Deshalb bewegten sich alle ermittelten Zell- und Zellmas-

senkonzentrationen auf gleichem Niveau (Tab. 34 und Tab. 35).

Abweichend von den bisher in der Fed-Batch-Phase angewandten ProzeRparame-
tern wurde beim Versuch 26 fur die letzten 35 Liter der Substratzufuhr DS-Medium
mit dreifach erhdhter Nahrstoffkonzentration (150 g Saccharose/L) benutzt. Diese
erhohte Nahrstoffkonzentration fuhrte bei gleicher Inkubationszeit am Ende der Fed-

Batch-Phase zu einer deutlich erhdhten Zell- und Zellmassekonzentration (Tab. 36).
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Dieser Effekt spiegelte sich auch deutlich in der erhéhten Wachstumsgeschwindig-
keit gegenuber den anderen Versuchen wahrend der Fed-Batch-Phase des
Versuches 26 wieder (Abb. 35). Der Ertragskoeffizient der Fed-Batch-Phase des
Versuches 26 war leicht grof3er als der der beiden anderen Versuche (Abb. 36). Dies
war ein Indiz daflr, dafl® bei den anderen Propagationen mit dem Transformanten G
die volle ,Vermehrungskapazitat’ der Hefe in der Fed-Batch-Phase nicht genutzt
wurde. Die konstante Beschleunigung des Substratzulaufes, welche aus Erfah-
rungswerten festgelegt wurde, die aus vorhergehenden Versuchen mit den anderen
Transformanten gesammelt worden waren, war somit fur die Fed-Batch-Propagation
der Versuche Nr. 25 und 27 nicht optimal ausgewahlt. Es hatten sich somit bei gro-
Rerer Beschleunigung kurzere Inkubationszeiten und hohere Wachstums-

geschwindigkeiten im Fed-Batch realisieren lassen.

Tab. 36: Eckdaten der Fed-Batch-Propagation der Propagationen mit dem Transfor-
manten G.

Versuch Nr. Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
25 95 49 36,7 42,7
26 95 49 47,7 56,3

27 90 48 36,7 43,0
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Abb. 35: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmassen der
Propagationen mit dem Transformanten G
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Abb. 36: Ertragskoeffizient der Zellmassen der Propagationen mit dem Transforman-
ten G
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4.2.9 Propagation mit dem nicht transgenen Backerhefestamm Typ 2.200:
Versuch Nr. 28

Es wurde ein Stamm der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae Typ 2.200 mit dem
Ziel, die aus den Versuchen 2 bis 27 erhaltenen Eckdaten der Zellvermehrung mit
denen einer Propagation konventioneller Backerhefe zu vergleichen im Fermenter B
vermehrt. Die Propagationsbedingungen und —parameter waren identisch zu denen
der vorausgegangenen Versuche im Fermenter B. Es wurde lediglich die Beschleu-

nigung des Substratzulaufes der Fed-Batch-Phase erhoht.

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagation mit der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae Typ 2.200, d.h. der Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter
mittels Batch- und Fed-Batch-Verfahren, sind in der nachfolgenden Tab. 37 aufge-
fuhrt.

Die erreichten Zell- und Zellmassekonzentrationen wahrend der Batch- und Fed-
Batch-Phase bewegten sich im oberen Feld der bisher mit den Transformanten A bis
G erreichten Konzentrationen (Tab. 37). Dabei wurde bei gleichen Propagationsbe-
dingungen im Vergleich zu den Transformanten A bis G eine wesentlich kurzere
Propagationszeit wahrend der Fed-Batch-Phase erreicht. Das geht aus der deutlich
groReren Wachstumsgeschwindigkeit von 2,1 kg/(m®h) im Vergleich mit den erreich-
ten Wachstumsgeschwindigkeiten mit den Transformanten A bis G in der Fed-Batch-
Phase hervor (Tab. 38). Der bei diesem Versuch ermittelte Ertragskoeffizient von
0,57 kg/kg Saccharose entsprach dem des theoretischen Optimums (vgl. Abschnitt
4.2.3). Er war groRer als der aller in den Fed-Batch-Phasen mit den Transformanten

A bis G erreichten, mit Ausnahme des im Versuch 7 erreichten.

Tab. 37: Eckdaten der Vermehrungsschritte der Propagation mit dem Backerhefe-
stamm Typ 2.200.

Phase Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10%/mL] [g/L]
Inokulum 10 120 3,2 4,5
Batch 30 24 13,6 17,8

Fed-Batch 100 27 38,2 44,9
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Tab. 38: Wachstumsgeschwindigkeit und Ertragskoeffizient der Propagation mit dem
Backerhefestamm Typ 2.200.

Mittlere spez. Wachstumsge-

Phase schwindigkeit TS Ertragskoeffizient Zellmasse TS
[kg/(m>h)] [kg/kg Saccharose]
Batch 0,68 -
Fed-Batch 2,09 -
Inokulum + Batch - 0,36

Fed-Batch - 0,57
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4.2.10 Propagation mit dem Transformanten H: Versuch Nr. 29

Zur Bewertung der mit den transgenen Hefen erzielten Vermehrungsergebnisse wur-
de ein Transformant des Laborstammes Saccharomyces cerevisiae AH 22 ura3
Apmt1, welcher lediglich das Kontrollplasmid pYex-Bx enthielt, im Fermenter B ver-
mehrt. Dieser Kontrolltransformant stellte die gleichen Nahrstoffanspriiche an das
Substrat wie die Transformanten A bis G, die keinen Bedarf an Leucin und Uracil ha-
ben. Ziel dieser Propagation war es zu prufen, ob die WSP-Produktion der
Transformanten A bis G eine Belastung fur die Zellvermehrung dieser Hefen darstell-
te. Die Propagationsbedingungen und —parameter waren identisch zu denen der vor-
ausgegangenen Versuche im Fermenter B. Es wurde lediglich die Beschleunigung

des Substratzulaufes der Fed-Batch-Phase erhoht.

Die Eckdaten der durchgefuhrten Propagation mit dem Transformanten H, d.h. der
Inokulumanzucht und der Propagation im Fermenter mittels Batch- und Fed-Batch-
Verfahren, sind in der Tab. 39 aufgeflhrt.

Tab. 39: Eckdaten der Vermehrungsschritte der Propagation mit dem Transforman-
ten H.

Phase Gesamt- Inkubationszeit Zellkonzentration Zellmasse-
menge konzentration
[L] [h] [10°%mL] [g/L]
Inokulum 10 120 4.6 6,5
Batch 30 24 13,3 17,5
Fed-Batch 100 23 31,3 41,9

Die erreichten Zell- und Zellmassekonzentrationen wahrend der Batch- und Fed-
Batch-Phase bewegten sich im oberen Feld der mit den Transformanten A bis G er-

reichten Konzentrationen (Tab. 39).
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Tab. 40: Wachstumsgeschwindigkeiten und Ertragskoeffizienten der Propagation mit
dem Transformanten H.

Mittlere spez. Wachstumsge-

Phase schwindigkeit TS Ertragskoeffizient Zellmasse TS
[kg/(m>h)] [kg/kg Saccharose]
Batch 0,67 -
Fed-Batch 2,28 -
Inokulum + Batch - 0,35
Fed-Batch - 0,52

Bei diesem Versuch wie auch beim Versuch 28 wurde unter gleichen Propagations-
bedingungen eine wesentlich verkirzte Propagationszeit im Vergleich zu den
Propagationen mit Transformanten A bis G wahrend der Fed-Batch-Phase erreicht.
Das belegt die Wachstumsgeschwindigkeit, welche die hochste aller durchgeflhrten
Propagationen war. Der Ertragskoeffizient der Zellmasse wahrend der Fed-Batch-
Phase bewegte sich im oberen Feld der mit den Transformanten A bis G erreichten
Werte. (Tab. 40)
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4.2.11 Vergleichende Betrachtung der Ergebnisse der Propagationen:
Versuche Nr. 2 - 29

Zur Durchfuhrung einer vergleichenden Betrachtung der Ergebnisse der Propagatio-
nen, die mit den Transformanten und der Backerhefe erzielt worden waren, wurden
Mittelwertberechnungen fir die Wachstumsgeschwindigkeit und den Ertragskoeffi-
zient durchgefuhrt. Dazu muf3ten wegen der vereinzelt aufgetretenen Abweichungen
in den Propagationsbedingungen vom standardisierten Verfahren (vgl. Abschnitte
4.2.2 bis 4.2.10) einzelne Ergebnisse aus der Berechnung entfernt werden (Tab. 41).
Diese Reduktion der Varianzen ermdéglichte es, die mit den einzelnen Transforman-

ten und der Backerhefe erzielten Ergebnisse untereinander vergleichen zu kénnen.

Tab. 41: Unberucksichtigte Ergebnisse bei den Mittelwertberechnungen der Wach-
stumsgeschwindigkeit und des Ertragskoeffizienten.

Mittlere spez. Wachstumsge-

Phase schwindigkeit TS Ertragskoeffizient Zellmasse TS
(Versuche Nr.) (Versuche Nr.)
Batch 57,9, 24
Fed-Batch 57,9, 24,26
Inokulum + Batch 5,7,9,24
Fed-Batch 57,9, 24, 26

Der Versuch 5 mit dem Transformanten A wurde trotz gleicher ProzelRparameter
ebenfalls nicht berlcksichtigt, weil diese Propagation im Unterschied zu den weiteren
mit dem Transformanten A durchgeflihrten Propagationen, im Fermenter B erfolgt
war. Somit resultierten die hier dargestellten Mittelwerte der Versuche mit dem
Transformanten A auf Propagationen im Fermenter A und sind deshalb nur bedingt

direkt mit den im Fermenter B durchgeflhrten Propagationen vergleichbar.

Die in der Abb. 37 dargestellten Ergebnisse zeigen eine deutlich hohere
Wachstumsgeschwindigkeit der Backerhefe Typ 2.200 und des Transformanten H
gegenuber den Transformanten B bis G wahrend der Fed-Batch-Phase. Somit
bestatigte sich die Annahme, da® die zusatzliche WSP-Produktion der
Transformanten B bis G eine Belastung fur deren Zellvermehrung darstellte. Davon

kann auch beim Transformanten A ausgegangen werden. Wahrend der Batch-Phase
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zeigten die Backerhefe und der Transformant H eine Wachstumsgeschwindigkeit, die
praktisch dem Mittelwert der Wachstumsgeschwindigkeit der Transformanten B bis G
entsprach. Dieses Verhalten ist auf die Inkubationszeit von 24 h zurlckzuflhren, die

bei allen Versuchen konstant gehalten wurde.
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Abb. 37: Mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Trockenmassen der
Propagationen mit den Transformanten und der Backerhefe

Wahrend der Fed-Batch-Phase war der Ertragskoeffizient der Backerhefe (BH 2.200)
mit 0,57 kg Hefetrockensubstanz /kg Saccharose grofder als der der Transformanten.
Der Mittelwert des Ertragskoeffizienten fur die Propagationen mit den Transforman-
ten C bis H von ca. 0,5 kg Hefetrockensubstanz /kg Saccharose war jedoch nur
wenig kleiner als der Ertragskoeffizient der Backerhefe (Abb. 38). Folglich wurde bei
den Propagationen der Transformanten wahrend der Fed-Batch-Phase eine anna-
hernd optimale Zuckerumsetzung zu Hefebiomasse erreicht. Der deutlich niedrigere
Wert flr den Ertragskoeffizienten des Transformanten A waren auf die unzureichen-

den Propagationsbedingungen im Fermenter A zurlckzufuhren.

Der Ertragskoeffizienten der sich aus der Inokulumanzucht und der Batch-Phase er-
gabt, verhielt sich proportional zur Wachstumsgeschwindigkeit in der Batch-Phase
(Abb. 39).
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Batch-Phasen
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Wahrend der Fed-Batch-Phasen wurde dieser Zusammenhang nicht deutlich (vergl.
Abb. 37 mit Abb. 38).
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4.3 Hefeernte

Die Hefeernte aus der Fermentationsflissigkeit erfolgte durch Separation mit einem

selbstaustragenden Tellerseparator (GEA Westfalia Separator Typ SC 6).

Der Separator wurde mit folgenden Einstellungen betrieben:

Tab. 42: Parameter des Tellerseparatorbetriebes.

Zulaufgeschwindigkeit der Fermentationsfllissigkeit 50 bis 80 L/h

Separieren Teilentleerungsintervall 50 bis 60 sec
Separieren Vollentleerungsintervall 15 min
Separieren Teilentleerungszeit 2 sec

Mit diesen Einstellungen wurden die Hefezellen so effizient separiert, dal in der
Flissigphase nur noch eine Zellkonzentration von < 1 * 10° Zellen/mL gefunden wur-
de. Mit den oben genannten ProzelRparametern wurde eine erste Anreicherung der
Zellmasse aus der Fermentationsfllissigkeit um den Faktor = 3 erreicht, d.h. das Ge-
samtvolumen der Fermentationsfllssigkeit wurde auf ca. 1/3 des Fermenterinhaltes
verringert. Danach war die erhaltene Feststoffphase noch so dinnflissig, dald diese
mit minimalen Verlusten aus dem Separator ausgetragen wurden. Die Flussigphase
wurden nach erfolgter Hitzebehandlung bei 100°C fur 30 min verworfen (S1-
Sicherheitsvorschrift). Im Anschlu® wurde die weitere Aufkonzentrierung der Hefe-
biomasse in einer Becherzentrifuge mit 2,5 Liter Fassungsvermoégen durchgefihrt.
Dabei war eine Zentrifugationszeit von 5 min bei 5000 min” ausreichend (entspr.
5500 * g am maximalen Radius), um die Zellmasse als pastoses Pellet zu erhalten.
Auch hierbei war der Trenneffekt so effizient, dal® in der Flissigphase eine Zellkon-
zentration von < 1 * 10° Zellen/mL gefunden wurde. Die Fliissigphase wurde
verworfen. Die pastdsen Hefezellmasse wurde bis zur weiteren Verarbeitung tiefge-

kuhlt eingelagert.

Die Eckdaten der Hefeernte und die Analysenergebnisse einzelner Fraktionen sind in
den Tabellen Tab. 43 und Tab. 44 zusammengefaldt. Der Trockensubstanz- und der
Proteingehalt der beiden Phasen nach der Separation im Tellerseparator wurden ab

dem Versuch 15 bestimmt (Tab. 43). Der Trockensubstanzgehalt der Feststoffpha-
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sen bewegte sich im Bereich von 10,4 bis 14,9 %. Die Streuung der Werte fur den
Trockensubstanzgehalt sowie der tendenziell erhdhten Wert beim Transformanten F
resultieren aus einer erhohten Zulaufgeschwindigkeit der Fermentationsflissigkeit
zum Separator bei diesen Versuchen. Liel3 sich die Fermentationsflissigkeit bei ei-
ner Zulaufgeschwindigkeit von 50 L/h leicht trennen (subjektive Beobachtung der
Trubung), so wurde die Zulaufgeschwindigkeit gegen 80 L/h erhoht. Bei konstant ge-
haltenem Teilentleerungsintervall erhohte sich somit der Trockensubstanzgehalt der

Feststoffphase.

Tab. 43 Eckdaten der Hefeernte nach der Separation im Tellerseparator.

Versuch Nr./

Flissigphase Separation

Feststoffphase Separation

Transformant (Tellerseparator) (Tellerseparator)
TS [%] Protein [%] TS [%] Protein [%]

15/ D 1,8 35,9 10,8 43,2
16/ D 1,9 34,9 11,0 43,9
17/ D 1,6 35,7 10,5 43,5
Mittelwert 1,7 35,5 10,8 43,5
18/ E 2,1 39,8 14,1 46,1
19/ E 2,1 38,4 11,8 43,6
20/ E 2,0 36,8 10,8 44,6
Mittelwert 2,1 38,3 12,2 44,8
21/ F 2,0 30,6 14,4 46,9
22/ F 2,0 32,6 14,9 44,8
23/ F 1,9 45,2 13,4 43,6
24/ F 2,1 34,3 12,6 43,0
Mittelwert 2,0 36,1 14,2 45,1
25/ G 1,9 31,4 10,4 43,1
26/ G 2,4 38,1 13,4 42,1
27/ G 2,1 36,5 11,9 43,8
Mittelwert 2,1 35,4 11,9 43,0
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Die Werte fur den Trockensubstanzgehalt der Fllssigphase bewegten sich im Be-
reich von 1,6 bis 2,4 %. Da die Flissigphase kaum noch Hefezellen enthielten (< 1 *
10° Zellen/mL) resultieren die gefundenen Werte fiir den Trockensubstanzgehalt
hochstwahrscheinlich aus unverbrauchten Substratnahrstoffen (stickstofffreien Mine-
ralstoffen) sowie Hefeautolysationsprodukten. Die kleineren Werte fur den
Proteingehalt der Trockensubstanz der Flissigphase im Vergleich zu den Werten fur
den Proteingehalt der Trockensubstanz der Feststoffphase unterstitzt diese Vermu-

tung.

Bei der weiteren Aufkonzentrierung der Hefebiomasse in der Becherzentrifuge be-
wegte sich der Trockensubstanzgehalt der Erntehefe (Feststoffphasen nach der
Zentrifugation in der Becherzentrifuge) aulRer bei den Versuchen mit dem Transfor-
manten A auf gleichem Niveau (Tab. 44). Beim Transformanten A war der
Trockensubstanzgehalt dieser Phase um durchschnittlich 4,3 % kleiner. Dies konnte
auch subjektiv anhand der Konsistenz der Feststoffphase beobachtet werden. Ob
dieses Ergebnis durch eine Hefeeigenschaft bedingt wurde oder auf die veranderten

Propagationsbedingungen im alten Fermenter zurickzufuhren war, bleibt unklar.

Bei fast allen Versuchen zeigte die Feststoffphase, welche nach der Zentrifugation in
der Becherzentrifuge erhalten wurden, einen tendenziell leicht erhdhten Proteinge-
halt in ihrer Trockensubstanz im Vergleich zum Proteingehalten in der
Trockensubstanz der Feststoffphase nach der Separation (vgl. Tab. 43 mit Tab. 44).
Diese Differenz erklart sich ebenfalls durch die gelésten, unverbrauchten Substrat-
nahrstoffe (stickstofffreien Mineralstoffen) sowie Hefeautolysationsprodukte, die in
der trockensubstanzarmeren Feststoffphase nach der Separation in groRerer Menge

vorhanden waren.

Der Proteingehalt der Erntehefe bewegte sich, mit Ausnahme beim Versuch 24, zwi-
schen 43,2 % und 49,7 %. Da der Versuch 24 (Transformant F) wegen unwidriger
Umstande wahrend der Propagation abgebrochen wurde, zeigte die erhaltene Ernte-
hefe einen Uberdurchschnittlich hohen Proteingehalt von 51,6 %. Dennoch liel sich
beim Transformanten F eine tendenziell erhdhte Proteinbildung erkennen, da auch
beim Versuch 21 bei standardisierten Propagationsbedingungen, ein Spitzenwert im

Proteingehalt von 49,7 % erhalten wurde.
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Tab. 44: Eckdaten der Hefeernte durch Zentrifugation.

Versuch Nr./ Feststoffphase Zentrifugation
Transformant (Becherzentrifuge)
Menge pasttse Erntehefe Trockensubstanzgehalt Proteingehalt TS
[kal [%] [%]
2/ A 58 224 43,4
3/A 4.8 21,5 44 1
4/ A 4.9 21,0 45,6
5/ A 7,3 21,3 45,2
Mittelwert 21,6 44,6
6/ B 12,5* 24, 7** 45,7**
7/ B 13,0 24,0 45,1
8/B 13,0 25,0 45,9
Mittelwert 24,6 45,6
10/ C 15,2 25,7 43,2
11/ C 15,4 26,0 44 1
12/ C 14,1 24,5 449
13/ C 15,9 25,5 46,0
14/ C 16,1 24,0 45,6
Mittelwert 25,1 44,8
15/ D 16,6 26,0 45,8
16/ D 15,1 25,9 43,4
17/ D 14,5 25,7 454
Mittelwert 25,8 44,8
18/ E 15,5 26,7 45,6
19/ E 14,5 25,3 46,3
20/ E 15,6 27,6 46,7
Mittelwert 26,5 46,2
21/ F 15,5 24,4 49,7
22/ F 15,3 27,9 449
23/ F 15,2 27,3 45,2
24/ F 7,7 22,6 51,6
Mittelwert 25,6 47,8
25/ G 15,3 26,6 44 .4
26/ G 18,9 28,3 42,2
27/ G 14,3 27,0 457
Mittelwert 27,3 441

(* Summe aus zwei Teilhefeernten; ** Mittelwerte aus zwei Teilhefeernten)
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4.4 Desintegration der Hefezellen

Die aus dem Fermenter geerntete Hefe wurde vor der weiteren Verarbeitung tiefge-
froren. Die tiefgefrorene Hefe muldte deshalb vor Beginn des ersten Schrittes der
Aufarbeitung aufgetaut werden. Nach dem Auftauen (Uber Nacht) wurde die Hefe-
biomasse in jeweils 1 L PBS-Puffer pro kg Erntegewicht suspendiert. Abweichend
davon wurde bei den Versuchen 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, und 11 mit der doppelten Puf-
fermenge gearbeitet. Der Puffer war wie folgt zusammengesetzt:

o 150 mM Natriumchlorid (NaCl)

o 8,4 mM Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

o 1,6 mM Natrium-dihydrogenphosphat (NaH,PQO,)

Der Suspension wurden pro kg Erntehefe 10 g Triton X100 (Tensid) sowie 0,35 g
Phenylmethylsufonylfluorid (PMSF, Proteasehemmstoff) zugegeben, welches zuvor
in ca. 10 mL 2-Propanol geldst wurde. Danach wurden die Hefezellen im Suspensi-
onsmittel, dem Puffer, durch zerreiRen der Zellwande aufgeschlossen. Der
Zellaufschlul® erfolgte mit der beschriebenen Ringspaltkugelmuhle. Die Kugelmuhle
wurde chargenweise betrieben. Dazu wurde die Hefesuspension mittels der integrier-
ten Schlauchpumpe bei einer Geschwindigkeit von 6 L/h zugefihrt
(Schlauchpumpenstellung 1). Die Rotordrehzahl wurde mit 2000 min™' gewéhlt. Das

entsprach einer Geschwindigkeitseinstellung von 37 am Gerat.

Nach dem ersten Durchlauf der gesamten Hefesuspension wurde ein AufschluRgrad
von ca. 60 % erreicht. Im Anschluf® wurde dieser Prozel3 wiederholt. Es wurde nach
den zwei Durchlaufen ein Aufschlugrad von > 90% erreicht. Wahrend des Auf-
schlusses wurde durch die Kihlung des Stators der Ringspaltkugelmuihle eine
Temperatur von 20°C gehalten. Die Abb. 40 zeigt mikroskopische Aufnahmen des
Hefetransformanten G aus dem Versuch 26 vor und nach der Beanspruchung in der

Ruhrwerkskugelmunhle.

In der Abb. 40 a) sind noch vdllig intakte Hefezellen zu sehen. Deren Zellwande
trennten sich deutlich durch ihr Lichtbrechungsvermdégen vom auf3eren Medium ab.
Nach der Desintegration (Abb. 40 b) waren die Zellwande zerstort und besal3en kein

Lichtbrechungsvermogen mehr.
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a) b)

Abb. 40: Mikroskopische Aufnahme der Hefe a) vor und b) nach der Beanspruchung
in der Kugelmuhle bei 1000 x VergréfRerung
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4.5 Fallungsschritt

Zur Koagulation und Prazipitation des WSP-haltigen Zellmaterials wurde ein ersten
Fallungsschritt durchgefuhrt. Die erhaltenen Suspension wurde nach dem Zellauf-
schlufd mit 2-Propanol versetzt. Dazu wurde eine berechnete Menge 2-Propanol in
100 oder 85 %iger Konzentration zum gesamten Volumen der Suspension hinzuge-
fugt und bis zur Homogenitat mit dieser verrihrt. Das Gemisch wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gelagert. Die im Gemisch angestrebte Propanolkonzentration be-
trug ca. 33 Vol%.

Die 2-Propanolzugabe fuhrte zur Koagulation und anschlie3ender Prazipitation einer
unléslichen WSP-haltigen Fraktion, die sich im wesentlichen aus koagulierten Protei-
nen und unloslichen Zellfragmenten (hauptsachlich Zellwandbestandteilen)
zusammensetzte. Niedermolekulare Hefeproteine und andere 16sliche Zellinhaltsstof-

fe verblieben in der liquiden Phase des Gemisches.

Der Feststoffanteil im Gemisch liel3 sich in einer Becherzentrifuge unterhalb einer
Propanolkonzentration von 30 Vol% nicht quantitativ abscheiden, so daR der Uber-

stand noch eine deutliche Tribung zeigte.

Die weitere Aufkonzentrierung der WSP-haltigen Feststoffphase erfolgte in einer Be-
cherzentrifuge mit 2,5 Liter Fassungsvermégen. Dabei war eine Zentrifugationszeit
von 8 min bei 5000 min™ ausreichend (entspr. 5500 * g am maximalen Radius), um
die Feststoffphase quantitativ als pastoses, oberflachlich gelatinéses Pellet zu erhal-

ten.

Die bei den Versuchen erhaltene Flussigphase war mit Ausnahme vom Versuch 11,
klar da hier eine Propanolkonzentration von < 30 Vol% eingestellt worden war (vgl.
Tab. 45).

In Tab. 45 sind die Mengen der durch die Zentrifugation erhaltenen Phasen zusam-
mengefaldt. Diese Mengen an Feststoff- und Flissigphase ergaben sich aufgrund der
beschriebenen Vorgehensweise in Abhangigkeit von der aufgearbeiteten Menge an

Erntehefe.

Es wurde zusatzlich gepruft, ob auf den hier beschriebenen Prazipitationsschritt ver-
zichtet hatte werden kénnen. Dazu wurde die aufgeschlossene Hefesuspension des

Versuches 3 direkt dem anschlieBenden Extraktionsprozeld unterworfen. Als Ergeb-
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nis wurde am Ende des gesamten Aufarbeitungsprozesses ein WSP-Rohpraparat
mit deutlich kleinerem WSP-Gehalt gegenuber der Aufarbeitung mit Prazipitati-
onsschritt erhalten (vgl. Tab. 51 in Abs. 4.7).

Tab. 45: Eckdaten der Fallung und der Zentrifugation.

Versuch Nr./ Zusammensetzung des Gemisches Phasen nach Trennung
Transformant (Becherzentrifuge)

Puffermenge aus Propanolgehalt [Vol%] Feststoffphase [kg] Flissigphase [L]
Zellaufschlufd [L]

2/ A 11,7 32,0 5,2 20,5
3/A 4,8 *kk *kk *k%k

4/ A 9,8 33,3 6,4 15,7
5/ A 14,6 31,6 8,5 23,4
6/ B 24,9* 33,3** 13,9* 42,1*
7/B 26,0 33,3 9,6 48,9
8/B 26,0 33,3 12,1 46,4
10/ C 27,0 30,5 16,3 51,9
11/C 30,8 28,1 17,1 54,1

12/ C 15,0 32,6 13,7 35,5
13/ C 16,0 31,8 15,3 37,6
14/ C 16,1 32,5 18,8 35,4
15/D 16,5 32,8 17,5 38,6
16/ D 15,0 32,9 15,9 35,2
17/ D 14,5 33,0 15,2 34,2
18/ E 15,5 33,0 18,7 31,3
19/ E 14,5 33,3 17,0 26,5
20/ E 15,6 33,3 17,5 29,3
21/ F 15,5 33,3 17,1 294
22/ F 15,2 33,4 18,3 27,6
23/ F 15,2 33,0 18,1 33,6
24/ F 7,7 33,0 8,0 18,2
25/ G 15,3 33,0 16,5 35,6
26/ G 18,9 33,0 21,2 43,2
27/ G 14,3 33,0 16,6 32,2

(* Summe aus zwei Teilaufarbeitungen; ** Mittelwerte aus zwei Teilaufarbeitungen; *** es wurde keine

Fallung durchgefihrt)

Die Analysenergebnisse der Phasen nach der Zentrifugation des Gemisches sind in
Tab. 46 fUr die Versuche ab Versuch 15 zusammengefalt.

Der Trockensubstanz- und Proteingehalt der beiden Phasen nach der Zentrifugation
in der Becherzentrifuge wurde erst ab dem Versuch 15 bestimmt, als hinreichende
Sicherheit in der Reproduzierbarkeit der Versuche gegeben war. Der Trockensub-

stanzgehalt der Feststoffphase bewegte sich im Bereich von 17,4 bis 22,7 %. Der
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tendenziell erhdhte Wert des Trockensubstanzgehalts der Feststoffphase beim
Transformanten G mit einem Mittelwert von 21,3 % von drei Versuchen lie® sich nur
auf eine besondere Eigenschaft des Transformanten selbst zurtckfihren, da an der
Vorgehensweise dieses Fallungsschrittes keine Modifikationen vorgenommen wor-

den war.

Tab. 46: Analysenergebnisse der Phasen nach der Zentrifugation in einer Becher-
zentrifuge.

Versuch Nr./ Feststoffphase Flissigphase
Transformant
Trockensubstanz- Proteingehalt TS Trockensubstanz-  Proteingehalt TS

gehalt [%] [%] gehalt [%] [%]

15/ D 20,4 45,3 3.4 32,9
16/ D 18,9 45,2 2,7 30,4
17/ D 18,6 46,4 2,5 32,8
Mittelwerte 19,3 45,6 2,8 32,0
18/ E 18,5 45,9 2,8 32,9
19/ E 21,3 46,3 3,2 31,6
20/ E 19,2 47,4 29 31,1
Mittelwerte 19,7 46,5 3,0 31,8
21/ F 20,1 47,4 2,7 36,2
22/ F 19,4 47,3 2,5 28,0
23/ F 21,7 45,3 2,9 29,5
24/ F 17,4 53,9 2,8 311
Mittelwerte 19,6 48,5 2,7 31,2
25/ G 19,4 45,9 24 30,4
26/ G 22,7 42,5 25 33,6
27/ G 21,9 42,8 24 34,2
Mittelwerte 21,3 43,7 2,4 32,7

Der Trockensubstanzgehalt der Flussigphase bewegten sich bei den Versuchen 15-
27 im Bereich von 2,4 bis 3,4 %. Somit waren praktisch keine Unterschiede zwischen

den einzelnen Transformanten zu erkennen.

Der Proteingehalt der Feststoffphase bewegten sich, mit Ausnahme beim Versuch
24, zwischen 42,5 % und 47,4 %. Da der Versuch 24 schon wahrend der Fermenta-
tion abgebrochen werden muf3te und die erhaltene Erntehefe aufgrund der
Umstande, unter denen die Propagation abgelaufen war, einen uberdurchschnittli-
chen Proteingehalt von 51,6 % zeigte, wurde auch in der Feststoffphase nach der
Fallung ein relativ zu den anderen Versuchen erhdhter Proteingehalt von 53,9 %
gemessen. Beim Vergleich des Proteingehalts der Feststoffphase der Transforman-

ten untereinander fiel auf, da® der Transformant G diesbezlglich einen tendenziell
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kleineren Proteingehalt aufwies. Entsprechend dazu zeigte auch die Flussigphase
der Versuche mit dem Transformanten G einen leicht erhohten Proteingehalt (33,6
%; 34,2 %), was auf einen hdoheren Anteil 16slicher Proteine am Gesamtprotein der
Biomasse unter den gegebenen Bedingungen hindeutete. Der Proteingehalt der
Fllssigphase der Versuche mit den Transformanten D bis F zeigte tendenziell keine
signifikanten Unterschiede und lag im Mittelwert bei 31,7 %.
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4.6 Extraktion

Der Zentrifugationsrickstand aus dem Gemisch der aufgeschlossenen Hefesuspen-
sion mit 2-Propanol enthielt die WSP, die aus diesem extraktiv gewonnen werden
mufdten. Dazu wurde das WSP-haltige Pellet in walrigem 2-Propanol homogenisiert,
wobei pro Kilogramm Erntegewicht mindestens 2 Liter 2-Propanol-Wasser-Gemisch
notwendig war, um eine ausreichende Menge an Losungsmittel fir den Extraktions-
prozeld zur Verfugung zu stellen. Die Konzentration des 2-Propanol-Wasser-
Gemisches wurde so gewahlt, daly in der Suspension eine Propanolkonzentration
von 33 bis 45 Vol% erreicht wurde. Gemaly den von der AG Hinzmann/ Stahl ge-
machten Erfahrungen zur Extraktion dieser WSP wurde versucht, die
Propanolkonzentration bei der Verarbeitung von HMW-Untereinheiten enthaltenden
Pellets auf 40-45 Vol%, bei der Verarbeitung von LMW-Untereinheiten enthaltenden
Pellets auf 33-36 Vol% einzustellen. Zur Einstellung der Propanolkonzentration wur-
de sowohl 100 %iges 2-Propanol als auch 85 %iges 2-Propanol aus Rickdestillation

verwendet (vgl. 3.5).

Das Pellet wurde zunachst in Wasser suspendiert. Danach wurde 2-Propanol
hinzugegeben. Nach grundlicher Homogenisierung wurden pro Kilogramm
Erntegewicht der Hefe 28 g Mercaptoethanol zugegeben und ab dem Versuch 14
eine pH-Wertkorrektur durch Zugabe von Triethanolamin-Base auf ca. pH 7,8
vorgenommen. Bei diesen pH-Bedingungen (pH > 7) besitzt Mercaptoethanol sein
groldtes Reduktionsvermodgen zur Abspaltung der Uber Disulfidbindungen im
Zellmaterial fixierten WSP. Erst nach diesem Reduktionsproze® und der damit
einhergehenden Freisetzung der WSP war deren Ld&slichkeit im Losungsmittel (2-
Propanol-Wasser) madglich. Der Losungs- und Extraktionsprozel® erfolgte in einem

geschlossenen Kreislauf flr 2h bei 60°C.

Eine Ausnahme bildete hier der Extraktionsversuch 26. Bei diesen wurde das Reduk-
tionsmittel Mercaptoethanol durch 26,5 g Natriumhypophosphit Monohydrat pro
Kilogramm Erntegewicht der Hefe ersetzt. Nach der pH-Wertkorrektur durch Zugabe
von Triethanolamin-Base auf ca. pH 7,8 erfolgte der zweistlindige Extraktionsprozef’
bei 60°C. Am Ende des Extraktionsprozesses wurde zusatzlich eine pH-
Wertabsenkung auf pH 6,4 durch Zugabe von Phosphorsaure durchgefuhrt. Grund

hierfur waren Ergebnisse aus Vorversuchen mit Natriumhypophosphit (vgl. Abschnitt
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5.2), die auf einen erhohten Gehalt an WSP in der liquiden Phase nach der Extrakti-
on durch eine pH-Wertabsenkung hindeuteten. Bedingt durch eine Ausfallung von
hefeeigenen Proteinen fuhrte diese pH-Absenkung bei allen Vorversuchen zu einer
Verringerung des Gesamtproteingehalts in der liquiden Phase der Extraktionsgemi-
sche. Gleichzeitig stieg der absolute Gehalt an WSP im Extraktionsiberstand der
Versuche deutlich an. Dieses Phanomen laldt sich durch eine Konkurrenz um das
Losungsmittel erklaren. Die Konkurrenz ergibt sich daraus, dal® bei einem pH-Wert
um 6,0 die WSP gut I6slich sind, die hefeeigenen Proteine jedoch ausfallen. Somit
steht zusatzliches Losungsmittel fir noch ungeléste WSP im Extraktionsgemisch zur
Verfligung. Alle anderen ProzelRparameter blieben identisch zu den Extraktionsver-

suchen mit Mercaptoethanol.

Tab. 47: Eckdaten der Extraktion der WSP mit den Hefetransformanten.

Versuch Nr./ Extraktionsgemisch Phasen nach Trennung
Transformant (Becherzentrifuge)
Gesamtmenge Propanolgehalt Feststoffphase [kg] Flussigphase [L]
[L] [Vol%]
2/ A 20 43,7 3,4 17,0
3/ A 22 38,2 3,3 19,0
4/ A 24 441 4,1 21,3
5/ A 32 43,7 6,2 30,5
6/B 53 41,7 9,5 46,0
7/B 37 40,2 6,3 31,5
8/B 46 43,7 10,0 40,0
10/ C 48 33,0 12,8 40,4
11/ C 48 35,3 11,4 37,7
12/ C 44 37,2 9,0 39,4
13/ C 44 36,4 11,8 33,5
14/ C 48 36,0 14,1 40,0
15/D 47 36,2 13,1 34,4
16/ D 46 36,6 12,5 31,9
17/ D 46 36,9 11,7 35,5
18/ E 46 34,0 13,5 32,5
19/ E 43 34,4 11,7 32,8
20/ E 50 40,5 12,5 37,9
21/ F 49 40,4 11,7 38,8
22/ F 45 34,1 10,3 30,7
23/ F 47 37,0 12,8 35,1
24/ F 23 42,2 6,1 17,0
25/ G 46 39,0 9,9 35,8
26/ G 49 41,4 16,5 36,0

27/ G 46 41,9 12,2 38,3
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Die Wirkung der veranderten Extraktionsbedingungen beim Versuch 26 (Redukti-
onsmittel, pH-Verschiebung) zeigte sich, im Vergleich zu den Versuchen 25 und 27
mit dem gleichen Transformanten, in einem doppelten Gehalt an HMW-1Dy10-
Untereinheiten im WSP-Rohpraparat bei vergleichbar hohen Ertrag an Untereinhei-
ten (vgl. Tab. 52).

Die weitere Abtrennung der WSP-haltigen liquiden Phase erfolgte in einer Becher-
zentrifuge mit 2,5 Liter Fassungsvermogen. Dabei war eine Zentrifugationszeit von 8
min bei 5000 min™' ausreichend (entspr. 5500 * g am maximalen Radius), um das
Prazipitat quantitativ als pastoses Pellet zu erhalten. Die bei allen Versuchen erhal-

tene FlUssigphase waren klar.

Die Tab. 47 zeigt die Eckdaten der Extraktion und der anschlieBenden Trennung
durch Zentrifugation. Die Mengen ergaben sich aufgrund der oben beschriebenen
Vorgehensweise in Abhangigkeit von der aufgearbeiteten Menge an Erntehefe. Die
WSP-haltigen Feststoffphasen aus den Fallungsschritten der beiden Teilaufarbeitun-
gen des Versuches 6 wurden ab der Extraktion vereinigt und bis zum Ende des

Aufarbeitungsprozesses gemeinsam verarbeitet.

Die Einstellung der Propanolkonzentration durch die Zugabe der berechneten Men-
gen an Wasser und 2-Propanol gestaltete sich schwierig, da bei der Berechnung die
vorgegebene Behaltergrolie, der Propanolgehalt in der WSP-haltigen Feststoffphase
aus dem Fallungsschritt sowie der unterschiedliche 2-Propanolgehalt des aus der
Ruckdestillation gewonnenen 2-Propanols bertcksichtigt werden mufdte. Dadurch
war es unvermeidbar, dal} sich Berechnungsfehler einschlichen. Dies fihrte zu Ab-
weichungen von den erstrebten Sollwerten. Die Mittelwerte und die dazugehorigen
Standardabweichungen der Propanolkonzentrationen wahrend der Extraktion verhiel-

ten sich bei der Verarbeitung der einzelnen Transformanten wie folgt:

e Transformant A Konzentration: 42,4 +/- 2,8 Vol%
e Transformant B Konzentration: 41,9 +/- 1,8 Vol%
e Transformant C Konzentration: 35,6 +/- 1,6 Vol%
e Transformant D Konzentration: 36,6 +/- 0,4 Vol%
e Transformant E Konzentration: 36,3 +/- 12,9 Vol%
e Transformant F Konzentration: 38,4 +/- 3,6 Vol%

e Transformant G Konzentration: 40,8 +/- 1,5 Vol%
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Die Analysenergebnisse der beiden Phasen nach der Zentrifugation des Extraktions-
gemisches sind in Tab. 48 zusammengefal3t. Der Trockensubstanz- und Proteinge-
halt der beiden Phasen nach der Zentrifugation in der Becherzentrifuge wurden, wie
bereits erwahnt, erst ab dem Versuch 15 bestimmt, als hinreichende Sicherheit in der

Reproduzierbarkeit der Versuche gegeben war.

Tab. 48: Analysen nach der Extraktion der WSP und Zentrifugation des Gemisches
erhaltenen Phasen: Hefetransformanten D-G.

Versuch Nr./ Feststoffphase Flussigphase
Transformant
Trockensubstanz- Proteingehalt TS Trockensubstanz-  Proteingehalt TS

gehalt [%] [%] gehalt [%] [%]

15/ D 22,8 43,6 2,1 32,7
16/ D 22,4 45,7 1,9 30,5
17/ D 25,2 442 1,7 34,1
Mittelwerte 23,5 44,5 1,9 32,4
18/ E 20,5 49,0 2,2 34,3
19/ E 26,4 47,2 2,4 36,9
20/ E 23,7 47,9 2,6 38,2
Mittelwerte 23,5 48,0 2.4 36,4
21/ F 21,5 49,5 1,5 30,7
22/ F 23,3 55,6 2,7 36,9
23/ F 22,0 42,7 2,2 51,8
24/ F 21,3 50,0 2,6 24,0
Mittelwerte 22,3 51,0 2,2 39,8
25/ G 23,4 54,5 2,0 35,3
26/ G 28,1 41,8 2,5 30,2
27/ G 26,0 57,7 2,3 33,8
Mittelwerte 25,8 51,3 2,3 33,1

Der Trockensubstanzgehalt der Feststoffphase der Versuche 15-27 bewegte sich im
Bereich von 20,5 bis 28,1 %. Vergleichbar zum Trockensubstanzgehalt der WSP-
haltigen Feststoffphase aus dem vorausgegangenen Fallungsschritt zeigten sich
auch hier tendenziell erhdhte Werte flir den Trockensubstanzgehalt der Feststoff-
phase bei den Versuchen mit den Transformanten G, die im Mittel der drei Versuche
25,8 % grol} war.

Der Trockensubstanzgehalt der zu den Versuchen gehoérenden Flissigphase beweg-
te sich im Bereich von 1,5 bis 2,7 %, womit praktisch keine Unterschiede zwischen

den einzelnen Transformanten zu erkennen waren.
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Der Proteingehalt der Feststoffphase der Versuche bewegte sich zwischen 41,8 %
und 57,7 %, wobei der tendenziell niedrigste Gehalt in der Feststoffphase des Trans-
formanten D gefunden wurde. Der Proteingehalt der Fllssigphase der Versuche mit
den Transformanten D bis G zeigte, mit Ausnahme der Werte flr den Transforman-
ten F, keine tendenziellen und keine signifikanten Unterschiede. Der Proteingehalt
der Trockenmasse der Flussigphase lagen im Mittel bei 34,0 % mit einer Standard-
abweichung von nur +/-2,6%. Bei den vier Versuchen 21-24 mit dem
Transformanten F kam es zu zwei Extremwerten, der eine wies ein Maximum im Pro-
teingehalt mit 51,8 % beim Versuch 23 auf und der andere ein entsprechendes
Minimum mit 24,0 % beim Versuch 24. Eine Ursache fur den minimalen Wert kann
im vorzeitigen Abbruch der Propagation beim Versuch 24 gelegen haben, der zu ei-
nen veranderten Hefezustand gefuhrt haben kann. Weshalb beim Versuch 23 eine
deutlich erhdhte Proteinloslichkeit wahrend des Extraktionsprozesses vorkam, wel-
che sich in einem entsprechend minimalen Proteingehalt der Feststoffphase

wiederspiegelte, blieb allerdings unklar.
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4.7 Proteinprazipitation zur Herstellung der WSP-haltigen
Rohpraparate

Der WSP-haltige, propanolische Uberstand aus dem Extraktionsprozef wurde in ei-
nem Proteinfallungsverfahren weiterverarbeitet. Dieses Prozel} zielte darauf, die

WSP moglichst vollstandig zu prazipitieren, um sie in einer Fraktion anzureichern.

Die Prazipitation der WSP-haltigen Fraktion aus dem Extraktionsuberstand der Ver-
suche 2 bis 12 (Versuch 9 ausgenommen) erfolgte durch Zugabe von 2-Propanol.
Dazu wurde sowohl 100 %iges 2-Propanol als auch 85 %iges 2-Propanol aus Ruck-
destillation verwendet. Die dazu erforderlichen Mengen, die nach der Zugabe
resultierenden 2-Propanolkonzentrationen und die erhaltenen spezifischen Mengen

an WSP-Rohpraparaten sind in Tab. 49 angefuhrt.

Tab. 49: Eckdaten der Prazipitation der WSP mit 2-Propanol fur die Versuche Nr. 2 -
12 mit den Hefetransformanten A-C.

Versuch Nr./ Zugabe von 2-Propanol
Transformant zum Extraktionsuberstand [L]
2-Propanol 2-Propanol Prazipitations- Spez. Menge WSP-
100%ig 85%ig konzentration [%] Ei?rgi[;pniﬁ :r‘;fé‘:]zrgn
[g/100 L]
2/ A 40 - 83,2 21,8
3/A 43 - 89,5 82,6
4/ A 50 - 83,3 13,1
5/ A 75 - 83,7 24,2
Mittelwerte 83,4* 19,7
6/B 108 - 82,0 20,0
7/B 86 37 83,9 19,0
8/B 94 - 83,2 18,8
Mittelwerte 83,0 19,3
10/ C 40 50 73,0 71,3
11/ C 80 50 80,6 94,2
12/ C 100 - 81,8 44,9
Mittelwerte 78,5 70,1

* Mittelwerte aus den Versuchen 2, 4 und 5.

Die erhaltene spezifische Menge an WSP-haltigen Rohpraparat hing deutlich vom
jeweils aufgearbeiteten Transformanten ab. Im Vergleich zu den Transformanten A
und B wurde als Resultat der Aufarbeitung der Hefezellmasse der Versuche mit dem
Transformanten C im Mittelwert rund die 3,5fache spezifische Menge an WSP-

Rohpraparat erhalten. Versuch 3 wurde fur diese Betrachtung nicht gewertet, da im
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Laufe des Aufarbeitungsprozesses auf einen Fallungsschritt vor der Extraktion ver-
zichtet worden war. Fur die erhohte spezifische Menge an WSP-Rohpraparat beim
Versuch 3 ist somit nicht die Konzentration von 89 Vol% 2-Propanol verantwortlich,
die im Prazipitationsgemisch vorlag, sondern der wahrscheinlich erhdhte Proteinge-
halt im Extraktionsuberstand. Allerdings beeinflute die 2-Propanolkonzentration die
Rohpraparatausbeute dennoch. Der Einflul3 der Propanolkonzentration auf die spezi-
fische Menge an WSP-Rohpraparat zeigte sich bei den Versuchen 10 und 11 mit
dem Transformanten C. Auf Grund einer fehlerhaften Berechnung hatte sich beim
Versuch 10 eine sehr niedrige 2-Propanolkonzentration von nur 73 Vol% ergeben.
Die spezifische Menge an WSP-Rohpraparat sank deshalb im Vergleich zu Versuch
11, bei dem mit einer 2-Propanolkonzentration von 81 Vol% gearbeitet worden war,
um 25 % (Tab. 49).

Die Prazipitation der WSP-haltigen Fraktion aus dem Extraktionsuberstand der Ver-
suche Nr. 13 bis 27 erfolgte nach der Prazipitationsmethode durch die Zugabe von

Ammoniumsulfat zum propanolischen Uberstand aus dem Extraktionsprozef.

In Tab. 50 ist die ermittelte Dichte und der Trockensubstanzgehalt der ammoniumsul-
fatreichen Unter- und der propanolreichen Oberphase nach der Abtrennung des
Prazipitates sowie die spezifische Menge des erhaltenen WSP-Rohpraparats zu-
sammengestellt. Die bei dem Prazipitationsverfahren angefallenen Phasen wurden

ab dem Versuch 15 analysiert.

Die ermittelte Dichte der propanolreichen Oberphase bewegten sich zwischen 0,840
und 0,850 g/mL. Dies entsprach nach der Wasser-2-Propanoltabelle einer Propanol-
konzentration von rund 81 Vol% bzw. 78 Vol%. Lediglich bei Versuch 18 wurde eine
abweichende Dichte von 0,871 ermittelt, was einer 2-Propanolkonzentration von < 75
Vol% entsprach. Ebenso war der TS-Gehalt dieser Phase mit 3,1 % gegenuber den
vergleichbaren Phasen deutlich erhéht. Das lie® sich durch den héheren Wasserge-
halt dieser Phase und somit einer erhohten Loslichkeit von Feststoffen erklaren.
Aullerdem wurde in der ammoniumsulfatreichen Unterphase dieses Versuches die
niedrigste Dichte von 1,2 g/mL ermittelt. Dieser Wert lag deutlich unter den Mittelwert
von 1,23 g/mL der Ubrigen Unterphasen. Diese beim Versuch 18 beobachteten Un-
terschiede gegenuber den anderen Versuchen hatten sich wahrscheinlich deshalb
ergeben, weil trotz ausreichender Zugabe von Ammoniumsulfat keine maximale Sat-

tigung des Prazipitationsgemisches erreicht worden war. Eine ungenlgende
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Durchmischung oder eine zu niedrige Temperatur des Gemisches durften die Ursa-

che dafur gewesen sein.

Tab. 50: Analysen der Phasen nach der Trennung durch Zentrifugation und Ausbeu-
te an WSP-Rohpraparat: Hefetransformanten D-G.

Versuch Nr./ Ammoniumsulfatreiche Propanolreiche Oberphase Spez. Menge WSP-
Transformant Unterphase ERthr?par.‘."“ aus dem
xtraktionslberstédnden
Dichte [g/mL] TS-Gehalt [%] Dichte [g/mL] TS-Gehalt [%] [9/100 L]

15/ D 1,228 45,0 0,850 2,3 211,6

16/ D 1,227 45,8 0,850 2,3 143,6

17/ D 1,232 43,5 0,845 1,6 115,2
Mittelwerte 1,229 44,8 0,848 21 156,8

18/ E 1,201 43,4 0,871 3,1 2249

19/ E 1,234 42,5 0,848 2,6 175,3

20/ E 1,230 44,4 0,846 1,9 195,8
Mittelwerte 1,222 43,4 0,855 2,5 198,7

21/ F 1,233 51,3 0,847 1,9 174,2

22/ F 1,235 51,1 0,843 2,5 330,9

23/ F 1,231 42,0 0,848 24 202,8

24/ F 1,237 47,2 0,839 1,1 69,4
Mittelwerte 1,234 47,9 0,844 2,0 194,4

25/ G 1,231 45,7 0,848 2,4 110,9

26/ G 1,229 46,9 0,840 21 51,1

27/ G 1,225 46,0 0,849 2,4 70,5
Mittelwerte 1,218 46,2 0,845 2,3 77,5

Der TS-Gehalt der ammoniumsulfatreichen Unterphasen der Versuche Nr. 21 und 22
war mit rund 51 % relativ hoch, obgleich sich die Dichte dieser Phasen im normalen
Bereich bewegten. Als einzige Erklarung fir dieses Ergebnis war ein Analysenfehler

anzunehmen.

Es wurde kein Zusammenhang zwischen der spezifischen Menge des erhaltenen
WSP-Rohpraparats und den Phaseneigenschaften (Dichte, TS-Gehalt) festgestellt
(Tab. 50). Eine Storgrofle war allerdings der Ammoniumsulfatgehalt des WSP-
haltigen Rohpraparats. Je nach Intensitat des Waschvorgangs mit der 5 bis 10fachen
Menge Wasser nach dem Prazipitationsschritt schwankten der Ammoniumsulfatge-
halt von 2 bis 43 % in den gefriergetrockneten Rohpraparaten (Tab. 51). Beim
Vergleich der um den Ammoniumsulfatgehalt reduzierten spezifischen Rohpraparat-
menge mit den Phaseneigenschaften war lediglich ein schwacher Zusammenhang
mit der Dichte der AMS-haltigen Unterphase zu erkennen (Abb. 41).
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Abb. 41: Reduzierte spez. Rohpraparatemengen vs. Dichte der AMS-haltigen Unter-
phasen

Da aus allen Ubrigen Phaseneigenschaften (Dichte der propanolhaltigen Unterphase,
Trockensubstanzgehalt) keine eindeutigen Rlckschlisse auf Zusammenhange zu
der um den Ammoniumsulfatgehalt reduzierten spezifischen Rohpraparatmenge ge-
zogen werden konnten, kann davon ausgegangen werden, daf bei allen Versuchen
die gleichen Prazipitationsbedingungen vorlagen. Das a3t sich, mit einzelnen Aus-
nahmen, an den sehr nahe beieinanderliegenden Analysenwerten der Phasen

(Dichte, TS-Gehalt) und somit mit deren geringen Varianz erklaren.

In Tab. 51 ist die Zusammensetzung der gefriergetrockneten WSP-Rohpraparate ab
dem Versuch 15 aufgefuhrt. Alle Werte fur den Trockensubstanz- und Aschegehalt
bewegten sich auf einem gleichen Niveau von 96,5 % (TS) und 1,8 % (Asche) im
Mittelwert. Durch den schwankenden Ammoniumsulfatgehalt in den Rohpraparaten
zeigte auch deren Proteingehalt eine gro3e Streuung von 39,7 bis 91,0 %. Diese
Bandbreite ging erheblich zurlick, wenn der Ammoniumsulfatgehalt vom WSP-
Rohpraparat rechnerisch abgezogen wurde. Nach dieser Korrekturrechnung ergab
sich eine Bandbreite fur den Proteingehalt der WSP-Rohpraparate, die offenbar in
einer gewissen Abhangigkeit vom Transformanten stand. Der errechnete Proteinge-
halt der WSP-Rohpraparate betrugen im Mittelwert 79,1 %, 83,3 %, 89,8 % und
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90,8 % bei den Versuchen mit den Transformanten D, E, F und G. Aufgrund dieses
hohen Proteingehalts wurden, au3er der Durchfihrung eines Extraktionsversuchs
zur Prufung der Loéslichkeit des Praparats in Aceton, der keine Hinweise auf das Vor-
handensein von Lipiden ergab, keine weiteren Untersuchungen an den
Rohpraparaten im Hinblick auf deren qualitative und quantitative Zusammensetzung

aus anderen Stoffgruppen als Protein durchgefthrt.

Tab. 51: Zusammensetzung der gefriergetrockneten WSP-Rohpraparate: Versuche
Nr. 15-27.

Versuch Nr./ TS-Gehalt Asche-Gehalt Protein-Gehalt AMS-Gehalt AMS-reduzierte

Transformant TS TS TS Menge WSP-
Rohpraparat
[%] [%] [%] (%] (g]
15/ D 97,6 2,0 39,7 42,0 42,2
16/ D 97,9 1,9 43,2 43,0 26,1
17/ D 97,2 1,4 67,1 25,5 30,5
Mittelwerte 97,6 1,8 50,0 36,8 32,9
18/ E 97,3 2,2 71,6 10,4 65,5
19/ E 95,4 1,8 75,8 12,8 50,2
20/ E 96,2 1,8 71,0 14,5 63,4
Mittelwerte 96,3 1,9 72,8 12,6 59,7
21/ F 97,0 1,6 91,0 1,8 66,4
22/ F 94,5 2,1 66,6 15,4 85,9
23/ F 95,7 1,0 86,0 8,9 64,9
24/ F 95,6 1,8 79,3 14,2 10,1
Mittelwerte 95,7 24 80,7 10,1 72,4
25/ G 96,3 2,1 76,3 11,9 35,0
26/ G 96,6 1,8 80,8 14,8 15,7
271 G 96,3 1,8 78,8 13,4 23,4
Mittelwerte 96,4 1,9 78,6 13,4 24,7

* Bei der Mittelwertberechnung wurde Versuch 24 nicht bertcksichtigt.

In Tab. 51 wurde die um den Ammoniumsulfatgehalt reduzierte WSP-
Rohpraparatemenge der besseren Vergleichbarkeit halber angefuhrt. Daraus zeigte
sich, dal} die WSP-Rohpraparatemenge deutlich vom Transformanten abhing. So
wurde bei den Versuchen mit den Transformanten E und F im Mittel etwa die doppel-
te Menge an ammoniumsulfatfreien Rohpraparat (59,7 und 72,4 g) gegenlber den
Versuchen mit den Transformanten D und G (32,9 und 24,7 g) erhalten. Weshalb der
technisch bedingte Fermentationsabbruch beim Versuch 24 zu einer deutlich gerin-
geren Menge an AMS-freiem WSP-Rohpraparat fuhrte als zu erwarten war, liel3 sich

nur mit einem veranderten Hefezustand zum Erntezeitpunkt erklaren.
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Tab. 52: WSP-Gehalt der Rohpraparate und Ertrag an WSP flr die Versuche mit den
Hefetransformanten A-G.

Versuch Nr./ Menge Gehalt an WSP Menge an Ertrag an Ertrag an
Transformant  Praparat  [%)] Gesamt-WSP im  WSP-Untereinheiten Gesamt-WSP
[a] Préaparat [g] [g/kg Hefe-Protein] [g/kg Hefeprotein]
2/ A 3,7 3,0 (HMW-1Dx5) 0,1 0,2 (HMW-1Dx5) 0,2
3/A 15,7 0,6 (HMW-1Dx5) 0,1 0,2 (HMW-1Dx5) 0,2
4/ A 2,8 4,6 (HMW-1Dx5) 0,1 0,3 (HMW-1Dx5) 0,3
5/ A 7,4 6,4 (HMW-1Dx5) 0,5 0,7 (HMW-1Dx5) 0,7
Mittelwerte 7,4 0,2 0,3
6/ B 9,2 20,0 (LMW-a3) 1,8 1,3 (LMW-a3) 1,3
7/B 6,0 12,6 (LMW-a3) 0,8 0,5 (LMW-a3) 0,5
8/B 7,5 15,4 (LMW-a3) 1,2 0,8 (LMW-a3) 0,8
Mittelwerte 7,6 1,3 0,9
10/ C 28,8 20,2 (HMW-1Dx5) 5,8 3,4 (HMW-1Dx5) 34
11/ C 35,5 21,5 (HMW-1Dx5) 7,6 4,3 (HMW-1Dx5) 4,3
12/ C 17,7 28,2 (HMW-1Dx5) 50 3,2 (HMW-1Dx5) 3,2
13/C 17,5 42,3 (HMW-1Dx5) 7.4 4,0 (HMW-1Dx5) 4,0
14/ C 45,7 17,4 (HMW-1Dx5) 8,0 4,5 (HMW-1Dx5) 4,5
Mittelwerte 29,0 6,8 3,9
15/ D 72,8 6,1 (LMW-a3) 44 2,3 (LMW-a3) 2,3
16/ D 45,8 8,1 (LMW-a3) 3,7 2,2 (LMW-a3) 2,2
17/D 40,9 14,6 (LMW-a3) 6,0 3,5 (LMW-a3) 3,5
Mittelwerte 53,2 4,7 2,7
18/ E 73,1 15,4 (HMW-1Dx5) 15,5 6,1 (HMW-1Dx5) 8,4
5,8 (HMW-1Dy10) 2,3 (HMW-1Dy10)

19/ E 57,5 7,8 (HMW-1Dx5) 5,6 2,6 (HMW-1Dx5) 3,2
1,9 (HMW-1Dy10) 0,6 (HMW-1Dy10)

20/ E 74,2 16,8(HMW-1Dx5) 15,5 6,2 (HMW-1Dx5) 7,7
4,1 (HMW-1Dy10) 1,5 (HMW-1Dy10)

Mittelwerte 68,3 12,2 6,4

21/ F 67,6 28,8 (LMW-a3) 23,0 10,3 (LMW-a3) 12,2
5,2 (HMW-1Dy10) 1,9 (HMW-1Dy10)

22/ F 101,6 13,8 (LMW-a3) 17,0 7,3 (LMW-a3) 8,9
2,9 (HMW-1Dy10) 1,5 (HMW-1Dy10)

23/ F 71,1 20,7 (LMW-a3) 17,9 7,8 (LMW-a3) 9,5
4,4 (HMW-1Dy10) 1,7 (HMW-1Dy10)

24/ F 11,8 21,8 (LMW-a3) 3,0 2,9 (LMW-a3) 3,9
7,9 (HMW-1Dy10) 1,0 (HMW-1Dy10)

Mittelwerte 63,1 15,3 8,6
25/ G 39,7 7,2 (HMW-1Dy10) 29 1,6 (HMW-1Dy10) 1,6
26/ G 18,4 23,7 (HMW-1Dy10) 4.4 1,9 (HMW-1Dy10) 1,9
27/ G 27,0 12,2 (HMW-1Dy10) 3,3 1,9 (HMW-1Dy10) 1,9

Mittelwerte 28,4 3,5 1,8

HMW-1Dx5 3 =628 =30

HMW-1Dy10 =294 >=1,6

LMW-a3 T =68,7 =39

Die Bestimmung des WSP-Gehalts in den WSP-Rohpraparaten (Arbeitsgruppe Wie-
ser) ermdglichte es schlielllich, den Ertrag an den einzelnen WSP unter den
Arbeitsbedingungen mit den Hefetransformanten zu ermitteln. Aus der Auflistung al-

ler erhaltenen WSP-Rohpraparate, deren Menge, Typ und Gehalt an WSP-
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Untereinheiten sowie den auf der Hefeproteinmenge basierenden Ertragskennzahlen
(Tab. 52.) geht hervor, dal} von den Transformanten ein starker Einflu® auf den Er-
trag an den jeweiligen WSP ausging. Vom Transformanten A wurden zu Beginn der
Projektdurchfihrung nur ein sehr niedriger Ertrag von durchschnittlich 0,3 g HMW-
1Dx5-Untereinheiten pro kg Hefeprotein erhalten. Allein durch die Optimierung der
Propagationsbedingungen im Fermenter B ab dem Versuch 5 stieg der WSP-Ertrag
auf 0,7 g/kg Hefeprotein deutlich an. Mit dem Transformanten B konnte unter den
optimierten Propagationsbedingungen ein mittlerer Ertrag von 0,9 g LMW-a3-

Untereinheiten pro kg Hefeprotein erreicht werden.

Der AG Stahl/Hinzmann gelang es im Verlaufe der Projektdurchfihrung die Trans-
formanten C und D herzustellen, die eine wesentlich hohere Expressionsrate
besallen als die Transformanten A und B, so dal’ der mittlere Ertrag an WSP auf 3,9
g HMW-1Dx5-Untereinheiten bzw. 2,3 g LMW-a3-Untereinheiten pro kg Hefeprotein

erhoht werden konnte.

Einen weiteren Fortschritt stellten die Transformanten E und F der AG
Stahl/Hinzmann dar, die in der Lage waren HMW-1Dx5- und HMW-1Dy10-
Untereinheiten bzw. HMW-1Dy10- und LMW-a3-Untereinheiten gleichzeitig zu ex-
primieren. Dadurch konnte der Ertrag an WSP-Untereinheiten noch einmal deutlich

gesteigert werden, im Einzelfall bis zu 12,2 g pro kg Hefeprotein (Versuch 21).

Zusammenfassend kann zur Expression der WSP festgestellt werden, dald der auf
den Proteingehalt der Hefe bezogene Ertrag an WSP aus den eingesetzten Trans-
formanten von ca. 0,2 bis 1,2 % betragen hatte. Dieser Ertrag war zwar klein, er war

aber grold genug, um die weiteren Zielsetzungen des Projektes verfolgen zu konnen.

Die Abb. 42 zeigt die Mittelwerte der Ertrage an WSP-Untereinheiten aus den Versu-
chen mit den Transformanten A bis G. Die Ergebnisse aus dem Versuch 24 wurden
bei der Mittelwertberechnung der Ergebnisse des Transformanten F nicht

berlcksichtigt, da technisch bedingt abweichende Propagationsbedingungen

)S\(Eﬁl@@War der Ertrag an HMW-1Dy10-Untereinheiten bei den Transformanten E, F
und G. Anscheinend fuhrte die genomisch integrierte, zusatzliche 1Dy10 Expression
in den Transformanten E und F zu einer additiven Erhéhung des Ertrags an WSP-
Untereinheiten, welche dem Betrag des HMW-1Dy10-Ertrags des Transformanten G
entsprach (Abb. 42).
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Dem kleinen Ertrag stand ein hoher Aufwand an Nahrstoffen gegenuber, so dal} zu-
satzlich die Frage nach dem Aufwand/Nutzen-Verhaltnis zu stellen war. Eine
Kennzahl zur Beschreibung des Aufwand/Nutzen- Verhaltnisses ist der Produktaus-
beutekoeffizient. Dieser beschreibt den Quotienten aus der erhaltenen WSP-Menge
und der daflr bendtigten Zuckermenge als Komponente des Substrates (Saccharo-
se) wahrend der gesamten Propagation (Inokulumanzucht, Batch- und
Fedbatchphase). Fur diese Berechnung wurden die Ergebnisse aus dem Versuch 24
nicht berucksichtigt. Aus der Abb. 43 ist zu erkennen, da® der Aufwand fur die Er-
zeugung der exprimierten WSP betrachtlich war. Fur die Transformanten mit starker
Expression (Ertrag an WSP-Untereinheiten > 4 g WSP/kg Hefeprotein) C, E und F
betrug der Produktausbeutekoeffizient (g wsp/ kg Saccharose) in der Reihenfolge
0,82, 1,43 und 2,27.
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Abb. 42: Mittlerer Ertrag an WSP-Untereinheiten der Transformanten A-G

Im Vergleich zum Ertrag an WSP-Untereinheiten (Abb. 42) verhielten sich der Pro-
duktausbeutekoeffizient der Transformanten im Verhaltnis erstaunlich proportional

(Abb. 43). Da sich beide GroRen aus vollig verschiedenen Daten ergaben, wurde
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diese Proportionalitat naher betrachtet. Dazu wurden beide GroRen von allen Versu-

chen in Abb. 44 gegenubergestellt.
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Abb. 43: Mittlerer Produktausbeutekoeffizient der Transformanten A-G
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Grund fur diese direkte Proportionalitat (Bestimmtheitsmal 0,99) war der konstante
Ausbeutekoeffizient an Hefeprotein, d.h. die Menge an Hefeprotein die pro kg Sac-
charose wahrend der Propagation erzeugt wurde. Dieser lag bei den Versuchen mit
den Transformanten C bis G im Mittel bei 0,21 kg Hefeprotein pro kg Saccharose bei
einer Standardabweichung von +/- 0,01! Der Ausbeutekoeffizient an Hefeprotein der
Versuche mit den Transformanten A und B war etwas verringert und betrug im Mit-
telwert 0,12 bzw. 0,17 kg Hefeprotein pro kg Saccharose, so daf® im Mittelwert aller
Versuche ein Ausbeutekoeffizient von 0,19 erreicht wurde. Verursacht durch die op-
timierten und dadurch konstanten Propagationsbedingungen kann das Verhaltnis von

Hefeprotein zu verbrauchter Saccharose als konstanter Faktor betrachtet werden.

Somit lalkt sich in Abb. 44 die Abszisseneinheit [g WSP/kg Saccharose] durch
[0 WSP/Kkg *Faktor * kg Hefeprotein] ersetzen wonach beide Achsen die gleiche Ein-

heiten besitzen, was die direkte Proportionalitat erklart.
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4.8 Trockensubstanz- und Rohproteinbilanzierung

Im Folgenden wird der Herstellungsprozell ausgehend von der Fermentationslésung
am Ende der Propagation bis zum gefriergetrockneten WSP-Rohpraparat hinsichtlich
der Verteilung der Trockensubstanz und des Proteins in den auf die Massenstrome
im Verfahren bezogenen vier Teilprozesse bilanziert. Die vier Teilprozesse sind: 1.
die Hefeernte, 2. die Desintegration der Hefezellen mit dem Fallungsschritt, 3. die
Extraktion und 4. die Prazipitation mit der Praparation des WSP-Rohpraparates. Die
Bilanzierung wurde auf Grundlage der Ergebnisse der Versuche 15 bis 27 mit den
Transformanten D bis G erstellt. Der Versuch 24 mit den Transformanten F wurde
nicht bertcksichtigt, da durch die abweichenden Propagationsbedingungen keine
Vergleichbarkeit gegeben war. Fluchtige Stoffe, wie 2-Propanol und Wasser wurden
in der Massenbilanz nicht bertcksichtigt.

Aus den in Abb. 45 dargestellten Verfahrensflielbild geht die Verteilung der
Trockensubstanz und des Proteins wahrend der Aufarbeitung der Hefezellmasse
ausgehend von der Fermentationslosung am Ende der Propagation bis zum gefrier-
getrockneten WSP-Rohpraparat hervor. Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte
aus den betrachteten Versuchen mit den verschiedenen Transformanten dar. Die

verwendeten Abkurzungen sind in Tab. 53 erlautert.

Aus den Mittelwerten der betrachteten Aufarbeitungsversuche ergab sich das

Verhalten der Trockensubstanzmasse wie folgt:

e Im Teilproze® der Hefeernte wurden von den 56kg TS der
Fermentationslosung 4,0kg TS als Erntehefe erhalten. Mit den flissigen
Phasen (Nebenfraktion 1 und 2) wurde 1,6 kg TS, die hauptsachlich aus nicht
umgesetzten Substratnahrstoffen, Hefeautolysationsprodukten und geringen

Mengen Hefezellen bestand, aus dem Prozeld ausgetragen.

e Im Teilprozeld der Desintegration der Zellmasse mit dem anschlieRenden Fal-
lungsschritt wurden von den 4,0 kg TS der Erntehefe 3,5 kg TS als WSP-
haltiges Pellet erhalten. Mit der flissigen Phase (Nebenfraktion 3) wurde
0,8 kg TS, die hauptsachlich aus l6slichen Zellinhaltsstoffen und den zuvor

zugesetzten Hilfsstoffen bestand, aus dem Prozel} ausgetragen.
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Im Teilprozel® der Extraktion wurden von den 3,5 kg TS des WSP-haltigen
Pellets 1,2 kg TS als WSP-haltiger Extraktionsiberstand erhalten. Mit der
Feststoffphase (Pellet, Nebenfraktion 4) wurde 2,7 kg TS, die hauptsachlich
aus Zellwandresten und Hefeprotein bestand, aus dem Prozel} ausgetragen.

Im Teilprozeld der Prazipitation mit der Praparation des WSP-Rohpraparates
wurden von den 1,2 kg TS des WSP-haltigen Extraktionsiberstands 55 g TS
als lyophilisiertes WSP-Rohpraparat erhalten. Mit der Flissigphase
(Nebenfraktion 5) wurde 13,6 kg TS, die hauptsachlich aus zuvor zugesetzten
Ammoniumsulfat und Idslichen Hefeproteinen bestand, aus dem Prozel}

ausgetragen.

Mercaptoethanol
Muercor: 0,5 kg

. Nebenfraktion 4
Becherzentrifuge mrs  :2,7kg
mp 11,3 kg

Abb. 45: Verteilung der Trockensubstanz und des Proteins in den Teilprozessen der
Aufarbeitung der transgenen Hefen
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Tab. 53: Verwendeten Abklrzungen fir die in Abb. 45 dargestellte Massenbilanzie-
rung.

Abklrzung Beschreibung

Mmrts Masse der Trockensubstanz

mp Masse des Rohproteins

MpBs Masse der zugegebenen PBS-Puffersalze

MTx Masse des zugegebenen Detergenz TRITON X 100
MpMSE Masse des zugegebenen Proteasehemmstoffes PMSF

MMercEtOH Masse des zugegebenen Reduktionsmittels 2-Mercaptoethanol

Mams Masse des zugegebenen Prazipitationsmittels Ammoniumsulfat

Die Aufarbeitung der Fermentationslésung am Ende der Propagation zu dem WSP-
Rohpraparat ging mit einer Masseabnahme in jedem Teilprozel3 einher, die
gegenuber der Konzentration an WSP in den transgenen Hefen zu einer starken
Anreicherung der WSP in den WSP-Rohpraparaten fuhrte. Der Anreicherungsfaktor
betrug bezogen auf den Proteingehalt in der Trockenmasse der Hefe und den

Proteingehalt in der Trockenmasse der WSP-Rohpraparate = 35.

In Abb. 46 ist die Masse an Trockensubstanz und Protein in Relation zu der
entsprechenden Masse in der Fermentationslosung am Ende der Propagation
aufgetragen. Es ist zu erkennen, dal® sowohl nach der Hefeernte als auch nach der
Desintegration/ Fallung eine relativ kleine Abnahme der Proteinmasse im Vergleich
zur Trockensubstanzmasse vorgekommen war. Diese Verteilung erklart sich durch
einen kleineren Proteingehalt in der Trockensubstanz der Nebenfraktionen dieser
Teilprozesse. Das flhrte zu einem entsprechend kleineren Proteinaustrag aus dem
Produktstrom des zugehorigen Aufarbeitungsprozesses. Die starkste Abnahme der
Masse an Trockensubstanz und Protein im Produktstrom kam im Teilprozel3 der
Extraktion vor. Bedingt durch die Extraktionsbedingungen verblieben lediglich 21,4 %
der Masse an Trockensubstanz bzw. 12,5 % der Masse an Protein von der
Ausgangsmasse im Extraktionsiberstand. Der grote Anteil der Masse an

Trockensubstanz und Protein verblieb bei diesem TeilprozelR in der Nebenfraktion.
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Am Ende des Aufarbeitungsprozesses wurden 1,0 % der Trockensubstanz und.
1,6 % des Proteins der Ausgangsmasse an Trockensubstanz und Protein als WSP-

haltiges Rohpraparat erhalten.
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- & - Trockensubstanz

—=— Rohprotein
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40

20

Relative Abnahme der Massen im
Produktstrom des Aufarbeitungsprozesses
[%]

Desn'_l_tegratlon Extraktion Pra"2|p|tat.|on
Fallung Praparation

- 4 - Trockensubstanz 100,0 71,4 62,5 21,4 1,0
—#— Rohprotein 100,0 75,0 66,7 12,5 1,6
Teilprozel

Hefeernte

Abb. 46: Abnahme der Masse an Trockensubstanz und Protein wahrend der im Auf-
arbeitung der transgenen Hefen
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4.9 Charakterisierung der Glutenin-Untereinheiten

Nachdem es nun gelungen war, Sicherheit in der Propagation und Aufarbeitung der
transgenen Hefen zu erreichen, konnte der nachste Schritt in diesem Projekt in
Angriff genommen werden, der darin bestand, die transgen erzeugten WSP auf ihre
funktionellen Eigenschaften hin zu untersuchen. Diese Eigenschaften bestimmen
letztendlich die Verwertbarkeit solcher Proteine flr die Herstellung von Backwaren.
Die Funktionalitatsprifung erfolgte in zwei Stufen. In der ersten ging es zunachst
darum, ein geeignetes Verfahren zur weiteren Anreicherung der WSP aus den WSP-
Rohpraparaten zu entwickeln. Damit sollten die Voraussetzungen daflir geschaffen
werden, genugend WSP flur einen Teig- und Backversuch zur Verfugung stellen zu
konnen, der sich an einen Standardbackversuch anlehnen sollte. In der zweiten
Stufe wurden dann die erzeugten WSP zur Einsparung des wertvollen Materials in

Mikroversuchen auf ihre funktionellen Eigenschaften hin geprift.

4.9.1 Erste Funktionalitatsprufung der HMW-1Dx5-Untereinheiten

Zur Durchfuhrung der ersten Funktionalitatsprifung wurde aus den bis zu diesem
Zeitpunkt hergestellten WSP-Rohpraparaten ein hochkonzentriertes HMW-1Dx5-
Produkt zu erzeugt. Das grundsatzliches Ziel des Versuchs bestand darin herauszu-
finden, ob die WSP in den WSP-Rohpraparaten funktionelle Eigenschaften
aufweisen, die denen der auf naturlichem Wege synthetisierten Glutenine in Weizen

gleichen.

4.9.1.1 Anreicherungsversuch

Fir diesen Anreicherungsversuch wurden die WSP-Rohpraparate aus den Versu-
chen 10-13 mit einem Gehalt von 20-42 % HMW-1Dx5-Untereinheiten verwendet
(vgl. Tab. 52). Zur Anreicherung der WSP wurde deren hohes Loslichkeitsprodukt bei
niedrigen pH-Werten ausgenutzt. Der Anreicherungsversuch wurde in zwei wesentli-
che Verfahrensabschnitte unterteilt. Im ersten Schritt wurden I6sliche
Verunreinigungen entfernt sowie das WSP bei niedrigen pH-Wert in Losung ge-
bracht. Der zweite Schritt bestand in der Prazipitation des in Losung gebrachten
WSP. Dazu wurde die zuvor zugegebene Saure mittels Dialyse entfernt, so daf® das
WSP prazipitierte. Das Prazipitat wurde anschlieliend durch Gefriertrocknung zum

hochkonzentrierten WSP-Praparat getrocknet.
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Abweichend zu der im Abschnitt 3.9 beschriebenen Verfahrensweise wurde wie folgt

gearbeitet:

75,7 g der WSP-haltige Rohpraparatemischung, bestehend aus den Rohpraparaten
der Versuche 10 (7,6 g), 11 (33,6 g), 12 (17,5 g) und 13 (17,0 g) mit einem mittleren
HMW-1Dx5-Gehalt von 27,4 % wurde in 2 L Waschlésung suspendiert. In dieser
Waschlosung waren sowohl 0,02 M EDTA-Na; als auch 0,02 M DTT enthalten. Diese
Suspension wurde in einem geschlossenen Gefal unter kraftigen Ruhren innerhalb

von 30 min auf 55°C erhitzt und noch weitere 30 min bei dieser Temperatur gerthrt.

Durch diese Behandlung sollten die WSP in eine reduzierte Form Uberflihrt werden
und gleichzeitig eventuell vorhandene und mit dem WSP Komplexe bildenden, Erd-

alkali-lonen unwirksam gemacht werden.

AnschlieRend wurde die Suspension zentrifugiert (Becherzentrifuge, 5 min bei 5000
min™ = 5500 * g am maximalen Radius). Es wurde ein gummiartiges Pellet erhalten.
Dieses wurde grob zerkleinert und fir 10 min in 1000 mL dest. Wasser unter krafti-
gen Ruhren suspendiert. Im Anschlul® wurde diese Suspension wiederholt fur 10 min
zentrifugiert und das so gewaschene Pellet erfalt. Die Uberstéande beider Wasch-

vorgange wurden verworfen.

Die Extraktion der WSP aus dem Pellet erfolgte in 0,1 M Zitronensaurel6sung. Dazu
wurde das Pellet mit 1,6 L Zitronensaure fur 2 h bei 40°C und im Anschluf® daran
uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) geruhrt. Da dies nicht zur vollstandigen Lésung
des Pellets ausreichte, wurde ein zweiter Extraktionsprozel3 durchgefuhrt. Zuvor
wurde die Suspension 30 min zentrifugiert. Danach wurde der erste WSP-haltige
Uberstand erhalten. Das Pellet wurde wiederholt mit 1,0 L Zitronens&ure fur 2 h bei
RT gerlhrt bis keine Partikel mehr erkennbar waren. Im Anschluf3 wurde die Sus-
pension 30 min zentrifugiert. Danach wurde der zweite WSP-haltige Uberstand und
ein Pellet von puddingartiger Konsistenz erhalten. Das Pellet wurde in 0,3 L dest.
Wasser 10 min suspendiert und die Suspension 30 min zentrifugiert. Alle Uberstande
der Extraktion sowie der des letzten Waschschrittes wurden vereinigt, so dal} insge-
samt 3 L eines WSP-haltigen Extraktes gewonnen wurden. Das WSP-abgereicherte

Pellet wurde lyophilisiert und hatte danach ein Gewicht von 22,1 g.



4 Ergebnisse und Diskussion 134

Die Prazipitation des WSP erfolgte durch Dialyse im Dialyseschlauch (NADIR SO
FARBLOS, Cal. 50 mm, ROTH). Die Dialyseschlauche wurden mit den 3 L Extrakti-

onsuberstand befullt und in folgenden Schritten dialysiert:
e 18 h bei RT mit der 17fachen Menge Leitungswasser
e 6 h bei RT mit der 17fachen Menge Leitungswasser mit 0,01 % EDTA-Nay
e 26 h bei 4°C mit der 26fache Menge enthartetem Wasser

Danach wurden die Dialyseschlauche entleert und das ausgefallene, gummiartige
Prazipitat durch Zentrifugation vom Uberstand abgetrennt. Nach der Lyophilisierung
des Pellets wurden 28,5 g eines hochkonzentrierten WSP-Praparates mit 68,3 %
HMW-1Dx5-Untereinheiten erhalten. Somit wurde ein Anreicherungsfaktor von 2,5
erreicht. Der abgereicherte Uberstand mit einem pH-Wert von 5,6 wurde lyophilisiert

und hatte danach ein Gewicht von 4,0 g.

Durch den beschriebenen Anreicherungsprozel3 wurden 93,6 % der als WSP-
Rohpraparat eingesetzte Menge an HMW-1Dx5-Untereinheiten im hochkonzentrier-

tes WSP-Praparat erhalten.

4.9.1.2 Teig- und Backversuch

Der Teig- und Backversuch wurde mit einer Weizenmehlfraktion durchgefiihrt, die
aus einem Weizenmehl der T550 durch auswaschen des Weizenklebers aus einem
aus dem Mehl bereiteten Teig hergestellt worden war (vgl. 3.10.2). Die durch
gefriertrocknen hergestellte Weizenmehlfraktion besal® alle Inhaltsstoffe des
Weizenmehls mit Ausnahme des Weizenklebers. 28 g der Weizenmehlfraktion
wurden mit 7 g des 68 %igen HMW-1Dx5-Praparates versetzt. Der Mischung wurden

aulRerdem Hefe, Zucker und Salz gemal} Standardrezeptur zugesetzt.

Die gesamte Mehlmenge (35 g) wurde zunachst im Farinographen mit Wasser
(21 mL) angeteigt. Dadurch wurde zusatzlich auch ein Farinogramm erhalten (Abb.
47), mit dem die Eigenschaft der Mischung, einen Teig bilden zu kénnen, bewiesen

wurde.

Die blaue Linie zeigt den Verlauf des Farinogramms im Mittelwert. Die ober- und un-
terhalb der blauen Linie verlaufenden schwarz dargestellten Linien zeigen die

Schwankungsbreite des Farinogramms in Farinogrammeinheiten (FE) wahrend der
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Messung. Nach kurzer Knetzeit wurde ein so starker Anstieg des Farinogramms
beobachtet, dal eine zweite Wasserzugabe erfolgte. Das erklart die Unterbrechung
im Farinogramm. Nach der zweiten Wassergabe stellte sich, wie gewunscht, ein
Wert von knapp 500 FE ein. Diese Wassergabe entsprach der zu einem normalen
Weizenmehl. Eine Teigbildung im Farinogramm war deutlich an der Einstellung des
Farinogrammverlaufes zu erkennen. Nach funf Minuten wurde der Knetvorgang ab-
gebrochen. Der gebildete Teig wurde aus dem Kneter enthommen und es wurde ein
Brotchen aus ihm gebacken. Die dann erforderliche weitere Bearbeitung des Teiges
erfolgte unter den Bedingungen des Standardbackversuches [84].

10 min nach Beginn)
U (12 min nach MaX.)
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Abb. 47: Farinogramm des Anteigversuches

Wahrend der ersten Gare wurde eine deutliche Volumenausdehnung des Teiglings
beobachtet. Diese Volumenausdehnung war vergleichbar zu der des Teiges fur das
zum Vergleich hergestellte Standardbrétchen. Wahrend der zweiten Gare, die nach
dem Ausformen erfolgte, wurde keine weitere Volumenzunahme des Teiglings beo-
bachtet. Somit war auch nach dem Abbacken das Backvolumen des Brotchens im
Vergleich zum Standardbrétchen klein (80 mL). Das Brotchengewicht betrug 52,9 g,
der Backverlust 19,6 %.

Deuitlich ist eine gelockerte Krume erkennbar. Damit ist das Gashaltevermogen des

Teiges bewiesen. Aullerdem bildete sich eine braun gefarbte Kruste aus. Beide Kri-
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terien belegen die Funktionalitat der zugesetzten HMW-1Dx5-Untereinheiten als Kle-

berprotein.

Das Ergebnis des Backversuches zeigt Abb. 48.

Abb. 48: Backergebnis im Schnitt

Dieses positive Ergebnis des Versuches war ein bedeutender Meilenstein im Pro-
jektverlauf, der durch die erfolgreiche Zusammenarbeit aller beteiligten
Arbeitsgruppen ermoglicht wurde. Einzigartig ist dabei das erhaltene Produkt, weil in
ihm erstmals ein transgen in Hefe hergestelltes Weizenprotein die Funktion der Kle-

berproteine aus Weizen Ubernommen hatte.

4.9.2 Weitere Funktionalitatspriufungen verschiedener Glutenin-

Untereinheiten im MikromaRstab

4.9.2.1 Ergebnisse des Anreicherungsverfahrens

Im Ergebnis des unter Abschnitt 3.9 beschriebenen Anreicherungsverfahrens wurden
aus verschiedenen WSP-Rohpraparaten angereicherte WSP-Praparate hergestellt.
Diese angereicherten WSP-Praparate stellten gleichzeitig das Ausgangsmaterial fur
weitere Funktionalitatsprifungen im MikromaRstab dar. Die Tab. 54 zeigt eine Uber-
sicht der hergestellten Praparate und deren Analysenergebnisse, der fir die
Anreicherung verwendeten WSP-Rohpraparate und eingestellten pH-Werte zur Pra-

zipitation sowie die erreichten Anreicherungsfaktoren an Gesamt-WSP-Gehalt.

Anhand der Ergebnisse in Tab. 54 wird deutlich, dal} das Ziel des Anreicherungsver-

fahrens erreicht wurde. Aus jedem WSP-Rohpraparat wurde ein angereichertes
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WSP-Praparat erhalten, welches sich durch einen im Vergleich zum jeweiligen Roh-

praparat hoheren Gehalt an WSP auszeichnete.

Tab. 54: Ergebnisse der Anreicherungsversuche verschiedener WSP-Rohpraparate

Angereichertes WSP-Priparat Nr. 1B @ 2B @ 3B 4B 58 @ 6B
Verwendete WSP-Rohpraparate 21/23/24  18/20  18/20  25/27 14 4
aus den Versuchen: (12+13) (12+13)
Hefetransformant F E E G C C
WSP-Gehalt des Rohpraparats [%] 28,2 21,1 211 9,7 17,6 17,6
pH-Wertbereich der Prazipitation 3,8-4,9 2,3-49 3,4-6,5 3,4-6,5 2,2-34 3,4-6,5

Analysenergebnisse der angereicherten WSP-Préparate

Gesamtgehalt an WSP [%] 37,5 27,5 47,0 11,9 7,8 46,7
Gehalt an HMW-1Dx5 [%] - 27,5 37,2 - 7.8 46,7
Gehalt an HMW-1Dy10 [%] 11,5 - 9,8 11,9 - -
Gehalt an LMW-a3 [%] 26,0 - - - - -
Feuchtegehalt [%] 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Proteingehalt TS [%] 96,2 96,5 91,5 91,6 92,8 93,7

Erreichter Anreicherungsfaktor des
Gesamt-WSP-Gehaltes

1,3 1,3 2,2 1,2 - 2,6

" Codierte Hefebezeichnung; vgl. Tab. 3
@ prazipitation der WSP mittels Dialyse

® Aus ein- und demselben Prazipitationsversuch wurden die Praparate 5B und 6B als zwei Fraktionen
bei verschiedenen pH-Wertbereichen erhalten.

@ Praparat, welches durch einen wiederholten Extraktionsprozel aus den Nebenfraktionen der ersten
Extraktion (Feststoffphasen) der Versuche 12 und 13 gewonnen wurde.

Der groRte Anreicherungsfaktor wurde bei der Herstellung des Praparates 6B
beobachtet. Hier wurde der WSP-Gehalt im Vergleich zum Ausgangsmaterial um den
Faktor 2,6 erhoht.

Weniger deutlich erhdéhte sich der WSP-Gehalt bei der Herstellung des Praparates
4B, wobei ein sehr kleiner Anreicherungsfaktor von 1,2 erreicht wurde. Vermutlich ist
dieses Ergebnis auf den geringen WSP-Gehalt im Rohpraparat von 9,7 % zurtckzu-

fihren.
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Die Praparate 2B und 3B stammen aus ein- und demselben Anreicherungsversuch,
wobei der WSP-haltige saure Extraktionsuberstand aufgeteilt und mit verschiedenen
Prazipitationsmethoden weitergearbeitet wurde. Eine Dialyse des Extraktionsuber-
standes, wonach ein pH-Wert von 4,9 erreicht wurde, flhrte letztendlich zum
Praparat 2B. Zur Herstellung des Praparates 3B wurde die Prazipitation durch Neu-
tralisation der Saure im Extraktionsuberstand genutzt. Zusatzlich wurde durch eine
stufenweise Anhebung des pH-Wertes eine fraktionierte Prazipitation durchgefuhrt.
Im ersten Schritt erfolgte eine pH-Werterhohung im Extraktionsuberstand von ausge-
hend pH 2,3 auf 3,4. Hierdurch fiel ein erstes, stark verunreinigtes Prazipitat aus,
was durch Zentrifugation vom Extraktionstberstand abgetrennt wurde. Erst danach
erfolgte die Fallung des ,Kernprazipitates“ durch eine pH-Werterhdhung auf pH 6,5.
Die Vorteile dieser fraktionierten Prazipitation zeigen sich deutlich in den WSP-
Gehalt der Praparates 3B von 47,0 %. Im Gegensatz dazu wurde im Praparat 2B,
welches durch Dialyse prazipitiert wurde, lediglich ein WSP-Gehalt von 27,5 % er-

reicht.

Das Verfahren zur fraktionierten Prazipitation wurde ebenfalls bei der Herstellung der
Praparate 4B-6B genutzt. Die Praparate 5B und 6B stammen aus ein- und demsel-
ben Anreicherungsversuch. Das Praparat 5B fiel als Fraktion bei der ersten Stufe der
pH-Werterhdhung von pH 2,2 auf pH 3,4 an. Es besal} einen WSP-Gehalt von 7,8 %.
Aus dem Kernprazipitat der anschliefenden pH-Werterhéhung von pH 3,4 auf pH 6,5
wurde das Praparat 6B mit einem WSP-Gehalt von 46,7 % hergestellt.

Somit standen flur die Untersuchung der funktionellen Eigenschaften der angerei-
cherten WSP-Praparate unter anderem drei Praparate (2B, 5B, 6B) mit gleichen
WSP-Untereinheiten (HMW-1Dx5) aber unterschiedlichem Gehalt zur Verfugung.
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4.9.2.2 Backversuche mit angereicherten WSP-Praparaten aus Hefe

Nach den Vorgaben fur Rezeptur und Verfahren aus Abschnitt 3.10.5 wurden Ge-
backe hergestellt, welche sich nach bestimmten Kriterien voneinander
unterschieden. Zur Bewertung der Gebacke wurden die Kriterien Gebackvolumen,

Gebackform und Porung der Krume gewahit.

In Tab. 55 sind samtliche verbackenen WSP-Praparate mit den dabei erreichten Ge-
backvolumina aufgefuhrt. Die in Tab. 55 gewahlte Reihenfolge der angereicherten
WSP-Praparate nach abnehmenden Gesamt-WSP-Gehalt von links nach rechts laf3t
eine Korrelation zwischen Gesamtgehalt an WSP im Praparat und dem erreichten

Gebackvolumen erkennen.

Die Gebacke aus den Praparaten mit einem niedrigen Gehalt an WSP-
Untereinheiten (4B und 5B) fielen signifikant kleiner aus als diejenigen der Ubrigen
Praparate mit hdherem WSP-Gehalt. Betrachtet man die Gruppe der Praparate mit
dem hdchsten Gehalt an Gluteninen, war mit steigender Konzentration keine weitere
Volumenzunahme mehr zu beobachten. Im Gegenteil, das grof3te Volumen erreich-
ten nicht die Gebacke aus 3B und 6B mit 47,0 % bzw. 46,7 % WSP-Gehalt sondern
das Geback aus dem Praparat 1B, welches einen WSP-Gehalt von 36,6 % aufwies.

Tab. 55: Angereicherte WSP-Praparate und damit erreichten Gebackvolumina.

Praparat 3B 6B 1B 2B 4B 5B

Gesamtgehalt an WSP [%] 47,0 46,7 36,6 275 119 7.8

Gehalt an HMW-1Dx5 [%] 33,2 46,7 - 275 - 78
Gehalt an HMW-1Dy10[%] 98 - 115 - 119 -
Gehalt an LMW-a3 [%] - - 26 - - -
Gebackvolumen [mL] 187 19,0 19,3 187 16,7 150

Die Praparate 2B, 5B und 6B waren HMW-1Dx-5-Praparate mit unterschiedlichem
WSP-Gehalt (vgl. Tab. 55). Innerhalb dieser Gruppe gleicher WSP-Untereinheiten
zeigte sich die Korrelation zwischen WSP-Gehalt und erreichten Volumina sehr deut-
lich.
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Anhand dieser Ergebnisse wurde jedoch deutlich, dal} das erreichte Gebackvolumen
als einziges Kriterium zur eindeutigen Differenzierung der funktionellen Eigenschaf-
ten der WSP-Praparate nicht ausreichte. Das wurde besonders deutlich, als ein
Geback aus glutenfreiem Mehl ohne Zusatz eines WSP-Praparats sogar ein Volu-
men von 20 mL erreichte. Die Gebackform war im Gegensatz zu den Gebacken mit
WSP-Praparat-Zusatz ausgesprochen flach (Abb. 49). Der zugehorige Teig hatte
keinen Stand und besal} kaum Gashaltevermogen.

d) Zusatz von 6B (46,7 % 1Dx5)
c) Zusatz von 2B (27,5 % 1Dx5)
b) Zusatz von 5B (7,8 % 1Dx5)
a) ohne WSP-Zusatz

Abb. 49: Gebacke aus HMW-1Dx5-Praparaten und glutenfreiem Mehl

Mit steigender Konzentration an HMW-1Dx5-Untereinheiten im Mehl zeigte sich des-
sen positiver Einfluld auf Form und Struktur der Gebacke. Das Geback aus 5B hatte
noch eine flache Form und eine sehr kompakte Krume mit kaum ausgepragter Po-
rung. Im Gegensatz dazu besall das Geback aus 2B eine fast idealtypische Form,
erkennbar an einem optimalen Verhaltnis von Gebackhdhe zu —breite. Auch die Po-
rung wies eine gleichmafige Struktur auf. Im Ofen hob sich das Geback leicht von

der Unterlage ab.

Beim Geback mit dem héchsten Gluteningehalt (Abb. 49 d) durch den Zusatz vom
Praparat 6B verschlechterten sich sowohl die Gebackform wie auch das Volumen

gegenuber dem Geback mit dem Zusatz des Praparats 2B. Die Teig- und Geback-



4 Ergebnisse und Diskussion 141

oberflachen waren uneben. Ebenfalls enthielt die Krume nicht gelockerte, harte Ein-
schlisse, bei denen es sich vermutlich um nicht ausreichend hydratisierte
Kleberaggregate handelte. Bei der Teigbereitung hatten sich diese modglicherweise

aufgrund der hohen Menge an kohasivem Kleberprotein gebildet.

Bei der Verwendung vom Praparat 4B (HMW-1Dy10) wurde im Gegensatz zu den
Teigen mit Zusatz von HMW-1Dx5-haltigen Praparaten eine ausgepragte plastische
Konsistenz des Teigs beobachtet. Dadurch bildete sich, ahnlich wie bei Roggenmi-
krobackversuchen, ein flacher Boden zusammen mit einer hohen runden Form aus
(Abb. 51). Da das vorliegende Praparat 4B mit einem Gehalt von 11,9 % HMW-
1Dy10-Untereinheiten relativ wenig WSP enthielt ist nicht auszuschliel3en, da® mit
konzentrierteren HMW-1Dy10-Praparaten ebenfalls Weizenbrot-ahnliche Gebacke

ZU erzielen waren.

Beim Vergleich des Gebacks mit Zusatz von Praparat 4B (11,9 % 1Dy10) mit dem
unter Zusatz von Praparat 5B (7,8 % 1Dx5) hergestellten Geback zeigte sich, daly
bei annahernd gleicher WSP-Konzentration im Praparat grundsatzliche Unterschiede
in der Wirkung zwischen 1Dx5- und 1Dy10-Untereinheiten bestehen mussen (vgl.
Abb. 50 und Abb. 51).

Abb. 50: Geback aus WSP-Praparat 5B (7,8 % HMW-1Dx5) und glutenfreiem Mehl

Abb. 51: Geback aus WSP-Praparat 4B (11,9 % HMW-1Dy10)und glutenfreiem Mehl
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Der Backversuch mit dem angereicherten WSP-Praparat 3B (33,2 % 1Dx5- + 9,8 %
1Dy10-Untereinheiten) zeigte eine gut gelockerte, sehr feinporige Krume. Die Ge-
backform und Krumenstruktur zeigte bei diesem Versuch, da® der Teig weniger
viskoelastisch als der des Backversuches mit dem Praparat 6B war, obwohl der Ge-
samt-WSP-Gehalt im Praparat mit 47,0 % ebenfalls sehr hoch war (Abb. 52).

Abb. 52: Geback aus WSP-Praparat 3B (33,2 % HMW-1Dx5 + 9,8 % HMW-1Dy10)
und glutenfreiem Mehl

Ebenfalls wurde im Vergleich zum Backversuch mit dem Praparat 6B (46,7 % 1Dx5)
hier bei vergleichbar grolem Gebackvolumen eine gleichmalige Krumenbeschaf-
fenheit ohne harte Einschlisse beobachtet. Alle Ergebnisse lieRen auf eine bessere
Verarbeitbarkeit der Mischung von Untereinheiten im WSP-Praparat 3B als im Prapa-

rat 6B schlief3en.
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4.9.2.3 Rheometrie

Die durchgefuhrten rheologischen Messungen lieferten einen wichtigen Beitrag zur
Erklarung der Ergebnisse der Backversuche. Das HMW-1Dx5 Praparat 5B mit nur
7,8 % WSP-Gehalt sowie das HMW-1Dy10 Praparat 4B mit einem ahnlich niedrigen
Gehalt von 11,9 % WSP waren wegen unzureichender Kohasivitat nicht mel3bar,
obwohl eine Kohasivitat durch Zugabe von Gliadin aus Weizen subjektiv beobachtet
wurde. Diese mangelhafte Kohasivitat, aufgrund des geringen WSP-Gehalts und des
hohen Gehalts nicht-kleberahnlicher Hefeproteine im WSP-Praparat (vgl. Tab. 10),
diurfte die Ursache sein fur die plastischen Teigeigenschaften bei den Backversu-

chen.

Von den angereicherten WSP-Praparaten und von Trockenkleber wurden Extenso-
gramme aufgenommen und der maximale Dehnwiderstand (Rmax), die Dehnbarkeit
am Maximum (Emax) und die Flache unter der Kurve als Maf fur die zur Dehnung des

Klebers aufzuwendende Energie bestimmt (Tab. 56).

Tab. 56: Vergleich der Dehnungseigenschaften der angereicherten WSP-Praparate
und Trockenkleber (TK).

Praparat 6B 2B 3B 1B TK
Gesamtgehalt an WSP [%] 46,7 27,5 47,0 36,6 -
Gehalt an HMW-1Dx5 [%)] 46,7 27,5 33,2 - -
Gehalt an HMW-1Dy10 [%] - - 9,8 11,5 -
Gehalt an LMW-a3 [%] - - - 26 -
Dehnwiderstand Ry« [N] 25 0,46 0,18 0,4 0,8
Dehnbarkeit E oy [cm] 45 14 1,2 0,6 5
Energie [N*cm] 4,75 0,36 0,14 0,13 2,34

Die in Tab. 56 gewahlte Reihenfolge der angereicherten WSP-Praparate nach WSP-
Untereinheit und abnehmenden Gesamt-WSP-Gehalt von links nach rechts 1a3t eine
Korrelation zwischen Gesamtgehalt an WSP im Praparat und der gemessenen
Dehnbarkeit erkennen. Die Ergebnisse der Zugversuche mit den Praparaten 6B und
2B zeigten, dal® mit dem Praparat 2B (27,5 % HMW-1Dx5) im Vergleich zum Prapa-
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rat 6B (46,7 % HMW-1Dx5) eine deutlich geringere Dehnbarkeit ermittelt wurde.
Auch der Dehnwiderstand war beim Versuch mit dem Praparat 2B verringert.

Trotz des hohen Gesamt-WSP-Gehalts im Praparat 3B von 47,0 % wurden beim
Zugversuch mit diesem Praparat ein geringerer Dehnwiderstand und eine geringere
Dehnbarkeit als bei den Versuchen mit den Praparaten 6B (46,7 % Gesamt-WSP)
und 2B (27,5 % Gesamt-WSP) ermittelt. Als Ursache hierfur kann der Gehalt von 9,8
% HMW-1Dy10-Untereinheiten im Praparat 3B angesehen werden. Vermutlich kam
es hier durch die Kombination von HMW-1Dx5- und HMW-1Dy10-Untereinheiten zu
einer Abschwachung der funktionellen WSP-Eigenschaften. Diese Vermutung wird
durch den HMW-1Dx5-Gehalt von 33,2 % im Praparat 3B gestitzt. Dieser ist hdher
ist als im Praparat 2B (27,5 %). Dennoch wurden beim Zugversuch mit dem Praparat
3B kleinere Werte der Dehnungseigenschaften gemessen. Folglich war neben Ge-
samt-WSP-Gehalt auch die Art der enthaltenen Glutenin-Untereinheiten fur die

funktionellen Eigenschaften der Praparate von entscheidender Bedeutung.

Beim Vergleich der Ergebnisse der Praparate 3B und 1B mit einem Gesamt-WSP-
Gehalt von 47,0 bzw. 36,6 % wurde die geringste Dehnbarkeit von 0,6 cm beim Zug-
versuch mit dem Praparat 1B beobachtet. Entgegen diesem Verhalten war der
Dehnwiderstand beim Versuch mit dem Praparat 1B im Vergleich zum Praparat 3B
erhoht. Die Ergebnisse zeigten, dal® sich die Wirkung der LMW-Untereinheiten we-

sentlich von der der HMW-Untereinheiten unterschied.

Besonders auffallig war der mit 2,5 N hohe Dehnwiderstand von 6B. Dieser Wert war
dreimal hoher als der Dehnwiderstand des aus Weizenmehl gewonnenen Trocken-
klebers. Demgegenuber besal® der Trockenkleber mit 5 cm eine um 0,5 cm groRere
Dehnbarkeit als das HMW-1Dx5-Praparat 6B. Der grolde Dehnwiderstand war dem-
zufolge auch die Ursache daflrr, dald das Geback aus 6B kein grofieres Volumen
erreichte (Tab. 55). Wie oben beschrieben, lieRen dies die kompakten Strukturen

nicht zu.

Hydratisierter gewdhnlicher Weizenkleber zeichnet sich durch seine Viskoelastizitat
aus. Das Gemisch aus 6B und Gliadin zeigte nach Hydratisierung dagegen fast aus-
schliel3lich elastische Eigenschaften, die Kohasivitat war deutlich erkennbar (Abb.
53).



4 Ergebnisse und Diskussion 145

Abb. 53: Dehnversuch mit dem Praparat 6B (46,7 % HMW-1Dx5)

Zur Klarung ob die hier dargestellten rheologischen Ergebnisse durch den Zusatz
von Gliadin zu den angereicherten WSP-Praparaten stark beeinflut wurden, wurde
ein Zugversuch mit ausschliel3lich Gliadin durchgefuhrt. Im Ergebnis dieses Ver-
suchs konnte keine Elastizitat gemessen werden. Somit war bewiesen, dal} die hier
dargestellten Ergebnisse ausschliel3lich auf die Wirkung der zugesetzten WSP-

Praparate zurickzuflihren waren.
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5 Nebenergebnisse

5.1 Untersuchungen zur Verwertbarkeit von Nebenfraktionen

Im Aufarbeitungsverfahren der Fermentationslésung bis zum WSP-Rohpraparat fie-
len insgesamt flinf Nebenfraktionen an. Es stellte sich die Frage, ob es mdglich ware,
aus einer Nebenfraktion ein Nebenprodukt zu gewinnen. Die Tab. 57 zeigt die durch-
schnittlich angefallene Menge an Nebenfraktionen und deren Proteingehalt bei der
Aufarbeitung der Hefezellmasse in der Ubersicht. Die numerische Bezeichnung der
Nebenfraktionen wurde aus der Abb. 45 im Abschnitt 4.8 Gbernommen. Bei den an-
gegebenen TS-Massen wund deren Proteingehalt handelt es sich um
Durchschnittswerte aus allen betrachteten Aufarbeitungen. Die Nebenfraktionen 1, 2,
3 sowie 5 fielen im Prozel3verlauf als Flussigphasen an. Die Nebenfraktion 5 bestand
hauptsachlich aus Ammoniumsulfat. Der Proteingehalt der Nebenfraktion 5 wurde
analytisch nicht ermittelt. Die Nebenfraktion 4 war das Pellet, welches nach dem Ex-
traktionsschritt als feste Phase vorlag. Dieses Pellet besald den grofdten Anteil an der
TS-Masse aller Nebenfraktionen. Die Nebenfraktion 4 bestand aus Zellbestandteilen
(hauptsachlich aus Zellwandmaterial) und Hefeproteinen. Durch den Gehalt an Zell-
wandmaterial und der Moglichkeit dieses Fraktionieren zu kdonnen, um einzelne
Stoffgruppen daraus anzureichern, erschien die Nebenfraktion 4 flr weitere Versu-

che am besten geeignet zu sein.

Tab. 57: Nebenfraktionen des Anreicherungsprozesses.

Nebenfraktion Trockensubstanzmasse [kg] Proteingehalt TS [%]
1 1,09 36,33
2 0,54 35,39
3 0,76 31,95
4 2,75 48,71
5 13,68 n.b.

Die Zellwand der Hefe ist mit 100 bis 200 nm relativ zur Zelle (8-15 um) sehr dick.

Sie besteht zu 80 bis 90 % aus Polysacchariden, aul3erdem aus Proteinen, Lipiden
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und anorganischem Phosphat. In der Zellwand befindet sich ein komplexes Polysac-
charidnetzwerk. Das Netzwerk ist durch proteinverknupfte Mannoseketten verankert.
Die Zellwand von Hefe enthalt bis zu 30 % Mannoprotein im Mannose-Protein-
Komplex. Zahlreiche wissenschaftliche Untersuchungen dieser Verbindung haben
einen Nutzen flur die Gesundheit von Menschen und Tieren gezeigt.

Generell starkt Mannoprotein das Immunsystem. Bei Nutztieren wirkt es positiv auf
die Darmflora und kann Toxine binden, was zu einem deutlich geringeren Bedarf an
Antibiotika fuhrt [80, 81, 82]. Mannane aus der Hefezellwand von Saccharomyces
cerevisiae kdonnen demnach das Immunsystem positiv beeinflussen. Sie verandern
die mikrobielle Besiedlung des Verdauungstraktes und verhindern die Ansiedlung
pathogener Mikroorganismen [83]. Es wurde deshalb versucht, die in der Nebenfrak-
tion 4 enthaltenen Zellwandbestandteile anzureichern, um ein Nebenprodukt mit

hohem Mannananteil zu gewinnen und dieses als Backzusatz verwenden zu kénnen.

5.1.1 Vorversuche zur Anreicherung der Zellwandbestandteile aus der
Nebenfraktion 4

Der erste Schritt zur Anreicherung einer zellwandbestandteil- und somit mannanrei-
chen Fraktion bestand in der Abreicherung von Protein. Die Abreicherung erfolgte
enzymatisch durch die Aktivitat von zugesetzten, proteolytisch wirkenden Enzympra-
paraten. Ziel der Vorversuche im Labormalistab war es, aus einer Vielzahl von
verwendbaren technischen Enzympraparaten eine Auswahl flr weitere Versuche im
Technikumsmalistab zu treffen. Zur Beurteilung der hydrolytischen Enzymwirkung
auf die Proteine wurde der freie Amino-Stickstoff (FAN) analytisch bestimmt. Durch
die Wirkung der Enzyme wahrend einer Inkubationszeit wurde der Gehalt an freien
Aminosauren und Ioslichen kurzkettigen Peptiden in der Reaktionsmischung erhoht.
Als Malstab fur die Enzymwirkung wurde der Gehalt an freien Aminosauren im Re-

aktionsgemisch herangezogen.

Als Ausgangsmaterial fur diese Vorversuche wurde ein spruhgetrocknetes Produkt
aus der Nebenfraktion 4, welches durch intensive Waschung an der Ultrafiltrations-
anlage hergestellt wurde, verwendet. Die Waschung und Trocknung erfolgte analog
zu der im Abschnitt 5.1.2 beschriebenen Methode. Somit war dieses Produkt von
potentiellen Inhibitoren fur Enzyme, wie Mercaptoethanol, PMSF und 2-Propanol be-

freit.
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Im Labormaldstab wurden ca. 5 g des Ausgangsmaterials in 200 mL dest. Wasser
suspendiert. Die Suspensionen wurden Uber einen Zeitraum von 4 h, unter Enzym-
zusatz bei Optimalbedingungen (Temperatur, pH-Wert) inkubiert. Im Versuchsverlauf
wurden im 30 Minuten Abstand Proben entnommen um den FAN Gehalt zu bestim-
men. In der Tab. 58 sind alle Enzympraparate, deren Herkunft, deren optimalen
Wirkungsbedingungen sowie die eingesetzten Mengen aufgefuhrt, mit denen Vorver-

suche durchgefuhrt wurden.

Tab. 58: Auswahl der verwendeten Enzympraparate.

Enzympraparat | [°C] pH Menge | Herkunft (Enzym) Firma
a/kg
Probe
Gammazym NP |40-55 |4,5-80 |08 B. subtilis Gamma
(Protease) Chemie
Gammazym YLL |[40-50 |(5,0-75 |08 B. subtilis Gamma
(neutrale Protease) Chemie
Corolase TS 75 7.9 0,4 B. stearothermophilus AB Enzymes
(Endoprotease)
Corolase L10 75 3-9 0,4 Papain, Papaya carica AB Enzymes
(Protease)
Pepsin 40 2,0 0,4 Kalbermagen Merk
(saure Protease) 2000 FIP-U/g
Trypsin 40 7,8 0,2 Bauchspeicheldriise Fluka
(alkalische Protease) 95 U/mg

In der Abb. 54 sind die Ergebnisse der Vorversuche graphisch dargestellt. Die Gra-
phik zeigt den Verlauf des FAN-Gehaltes und dessen Entwicklung Uber die
Inkubationszeit. Bei einem Versuch wurde die kombinierte Wirkung der Enzymprapa-
rate Trypsin und Pepsin untersucht. Hierfir wurde zunachst mit Pepsin unter
optimalen Bedingungen 60 min inkubiert. Nach der pH-Wert-Verschiebung auf 8,0
wurde Trypsin zugegeben und bei 40°C weiter inkubiert. Das Enzympraparat Corola-
se TS zeigte kaum eine Wirkung, der FAN-Gehalt blieb nahezu konstant. Dieses
Enzym hatte seine Aktivitat evtl. schon im Vorfeld durch falsche Lagerbedingungen
und Temperaturschwankungen verloren oder war prinzipiell ungeeignet, um denatu-

rierte Hefeproteine zu hydrolysieren.
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Bei den Ubrigen Enzympraparaten stieg der FAN-Gehalt in den ersten 60 Minuten
an, dann pendelte er sich ein. Der FAN-Gehalt stieg beim Versuch mit dem Enzym
Pepsin am schnellsten an und erreichte in den ersten 60 Minuten den grofdten Wert.
Der FAN-Gehalt der Suspensionen unter Wirkung der tbrigen Enzyme pendelte sich
nach 120 Minuten im Mittelfeld ein. Der héchste FAN- Gehalt wurde nach 240 Minu-
ten Inkubationsdauer durch Corolase L10 erzielt. Bei diesem Enzym stieg der FAN-
Gehalt Uber den gesamten Versuchszeitraum an.

160

140

100 \<-/.

—e— Pepsin

80 Trypsin
—u— Pepsin/Trypsin
60

Gammazym NP
/// / —e— Gammazym YLL
40 —e— Corolase TS

—=a— Corolase L10

FAN-Gehalt [mg/100 ml]

20
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Zeit [min]

Abb. 54: Verlauf des FAN-Gehalts bei der enzymatischer Proteinhydrolyse

Anhand der Ergebnisse dieser Vorversuche wurde bei der anschlieRenden Abreiche-
rung von Protein im Technikumsmalistab auf die Enzympraparate Pepsin und
Corolase L10 zurlckgegriffen. Pepsin und Corolase L10 wurden in zwei aufeinander
folgenden Teilschritten eingesetzt. Im ersten Schritt wurde Pepsin, im zweiten Coro-

lase L10 bei jeweiligen Optimalbedingungen verwendet.

Bei der Corolase L10 handelt es sich um eine Protease mit einer hohen Temperatur-
toleranz. Das Enzym zeigt seine beste Wirkung um 72 °C, weshalb es in

Temperaturbereichen eingesetzt werden kann, bei denen eine Vermehrung von Mi-
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kroorganismen unterdruckt wird. In diesem Temperaturbereich zeigt das Enzym
Pepsin (Optimum 40 °C) bereits keine Aktivitat mehr. Pepsin hingegen hat ein pH-
Optimum bei 2, so dal} einer bakteriellen Vermehrung von moglichen Kontaminanten

ebenfalls entgegengewirkt wird.

5.1.2 Versuchsdurchfiihrung der Proteinabreicherung aus einer

Nebenfraktion

Im Versuchszeitraum wurde eine Vielzahl von Versuchen zur Aufreinigung von Ne-
benfraktionen im Technikumsmalstab durchgefuhrt. Im Folgenden wird ein
optimierter Versuch beschrieben. Die optimale Einstellung der dazu bendtigten Anla-
gen und Versuchsbedingungen wurden in Vorversuchen ermittelt. Als Versuchs-
material wurde das Pellet der Extraktion des Versuches 22 (Nebenfraktion 4). heran-
gezogen. Dieses Pellet hatte einen TS-Gehalt von 23,3 % und einen Proteingehalt
von 55,6 %.

Die Aufarbeitung der Nebenfraktion wurde in folgende funf Teilabschnitte gegliedert:
die Waschung der Nebenfraktion, den proteolytischen Proteinabbau, die Abreiche-
rung l6slicher Proteinabbauprodukte, die Herstellung eines Trockenpraparates sowie
die Extraktion und Anreicherung einer mannanreichen Fraktion aus diesem.

Im ersten Schritt der Anreicherung wurden 6,32 kg des Pellets mit 30 | Wasser sus-
pendiert. Die Nebenfraktion 4 des Anreichungsprozesses zum WSP-Rohprodukt
enthielt nach der Extraktion noch Ruckstande des Reduktionsmittels und Extrakti-
onsmittels. Da somit potentielle Inhibitoren fir Enzyme enthalten waren, wurde
zunachst eine intensive Waschung mittels Ultrafiltration bei einer Ausschlu3grenze
von 80 kD durchgefuhrt. Die Ultrafiltrationsanlage wurde bei einem retentatseitigen
Eingangsdruck von 1,5 bar und Ausgangsdruck von 0,5 bar betrieben. Der Permeat-
strom betrug 0,9 L/min. Die Suspension wurde mit insgesamt 155 L Leitungswasser
in 5 L Schritten gewaschen. Sobald 5 L Permeat ausgetragen waren, wurde diese
Menge durch die Zugabe von 5 L Wasser zum Vorratsbehalter ersetzt. Die Tempera-
tur der Suspension lag wahrend der Ultrafiltration zwischen 35 und 40 °C. Damit
wurde eine stufenweise Abreicherung der I6slichen Verunreinigungen in der Neben-

fraktion 4 um den Faktor 285 erreicht.

Wahrend der Ultrafiltration wurde das Permeat mittels photometrischer Extinktions-
messung auf seinen Mercaptoethanolgehalt hin Uberprift. Anhand der Ergebnisse

der Extinktionsmessung und der sensorischen Beschaffenheit der Suspension konn-
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te nach insgesamt 31 Waschgangen mit je 5 L Leitungswasser davon ausgegangen
werden, daf} die Ruckstande ausreichend entfernt wurden. Der pH-Wert der Suspen-
sion lag am Ende des Waschvorganges bei 8,0. Laut Eichgrade lag der

Mercaptoethanolgehalt nach der Waschung bei 1,3 pL/L.

Im zweiten Schritt der Abreicherung wurden zur Suspension 3,2 g Lipase (Nutrilife
V39713-9) zugegeben. Die in der Suspension vorhandenen Fette wurden durch die
Wirkung des Enzyms zu Fettsauren und Glycerin gespalten. Dies erfolgte in einer
Inkubationszeit von 30 Minuten bei 35 bis 40 °C. Der pH-Wert lag wahrend dieser
Zeit bei 7,7. Im Anschlul3 wurden zwei weitere Waschschritte mit je 10 L Wasser
durchgefuhrt. Die geléste Bestandteile wurden somit entfernt. Dann wurde der pH-
Wert mit Salzsaure auf 1,95 eingestellt. Zur Suspension wurden 25,4 g Pepsin gege-
ben. Nach weiteren 30 Minuten Inkubation bei 35 bis 40 °C wurde die Suspension
schlie3lich in den Fermenter gepumpt. Der Fermenter diente in diesem Teil des Ab-
reicherungsverfahrens als Reaktionskessel. Im Fermenter wurden optimale
Bedingungen (pH 6,5, 72 °C) fur die enzymatische Behandlung mit Corolase TS ein-
gestellt. AnschlieRend wurden 11 mL des Enzympraparates zugegeben. Die
gesamte Suspension wurde fiur 15 h bei konstant geregelten pH- und Temperaturbe-
dingungen inkubiert. Der Suspension wurde zur Konservierung 5 g Natriumazid
zugesetzt, um eine Kontamination und Vermehrung von Mikroorganismen auszu-

schlielRen.

Im dritten Schritt wurden die I6slichen Proteinabbauprodukte abgereichert. Die Sus-
pension wurde hierfur in die UF-Anlage zurlickgepumpt und in der gleichen Art und
Weise wie bei der ersten Waschung mit enthartetem Wasser gewaschen. Insgesamt
wurden 135 L dest. Wasser in 5 L Schritten fur den Waschprozel3 verwendet. Am
Ende der Waschung betrug der pH-Wert der Suspension 6,5. Die Suspension wurde
in der UF-Anlage auf ein Retentatvolumen von 20 L konzentriert. Das verbleibende
Retentat war nahezu weil3 und schaumend, das Permeat hingegen farblos und ge-

ruchsneutral.

Im vierten Schritt des Anreicherungsverfahrens wurde aus den verbleibenden 20 L
Retentat mittels Sprihtrocknung ein Trockenpraparat gewonnen. Die Spruhtrock-
nungsanlage wurde mit einer Lufteintrittstemperatur von 180°C und einer
Luftaustrittstemperatur von 85 °C betrieben. Bei maximaler Ventilatorleistung der An-

lage wurde mit einer Schlauchpumpe 1,8 L/h des Retentats zudosiert. Die Ausbeute
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nach der Spruhtrocknung lag bei 520 g Trockenpraparat. Der TS-Gehalt betrug
94,7 %, der Proteinanteil lag bei 18,7 % in TS. Bei dem gewonnenen Praparat han-
delte es sich um ein feines, weil}/gelbes Pulver, welches nahezu geruchsneutral war.
Mit diesem Nebenprodukt wurde ein Backversuch durchgefuhrt (vgl. 5.1.3). In die-
sem Proteinabreicherungsprozef konnte der Proteingehalt in der Nebenfraktion 4 auf
ein Drittel (34 %) des Ausgangsproteingehaltes reduziert und Zellwandbestandteile

angereichert werden.

Es wurden hohe Verluste an Trockenmasse wahrend der Trocknung der proteinab-
gereicherten  Suspension deutlich, da die Spruhtrocknungsanlage ohne
Feinstaubfilter betrieben wurde. Der integrierte Zyklon der Spruhtrocknungsanlage
war nicht geeignet die sehr leichten Partikel quantitativ zurickzuhalten. Nach der
Spruhtrocknung wurden lediglich 35 % der zu Beginn eingesetzten Trockenmasse

als getrocknetes Praparat erhalten.

Im flnften Schritt wurde versucht, das im spruhgetrockneten, zellwandmaterialhalti-
gen Produkt enthaltene Mannan anzureichern. Hierfir wurden 250 g des Produktes
mit 5 L 0,02 M Zitratpuffer gelost. Der pH-Wert wurde auf 7 eingestellt und die Sus-
pension wurde 90 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Dieser Vorgang sollte das
Mannan aus dem Produkt I6sen und noch evt. vorhandene Protein-Mannan-
Komplexe auftrennen. Das noch hei3e Probematerial wurde nach der thermischen
Behandlung durch Zentrifugation mittels Becherzentrifuge fraktioniert. Dabei war eine
Zentrifugationszeit von 8 min bei 5000 min™" ausreichend (entspr. 5500 * g am maxi-
malen Radius), um die Feststoffphasen quantitativ als gelatindses Pellet
abzutrennen. Im Uberstand waren nunmehr die geléste Mannanfraktion (ca. 2 L)
enthalten. Aus diesem Uberstand wurde durch Zugabe von Ethanol (21 L, 86 Vol%)
das mannanhaltige Praparat prazipitiert. Die Abtrennung der gefallten mannanhalti-
gen Fraktion erfolgte durch Sedimentation. Die Abb. 55 zeigt eine Ubersicht zum
beschriebenen Prozel} der Anreicherung der mannanhaltigen Fraktion aus der Ne-

benfraktion 4.

Nach der Hitzebehandlung der Suspension im Autoklav wurde eine deutliche Was-
seraufnahme der Suspension die mit einer starken Quellung einher ging beobachtet.
Das Gemisch hatte eine puddingartige Konsistenz. Die anschlieRende Trennung in
der Becherzentrifuge gestaltete sich aus diesem Grund schwierig, so daf3 von den 5

L des Ausgangsvolumens der Suspension ca. 2 L als Zentrifugationsuberstand erhal-
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ten wurde. In diesen 2 L wurden 40 % der Ausgangstrockensubstanz, welche vor der

Hitzebehandlung in der Suspension vorhanden war, gefunden.

Nebenfraktion 4
Mts = 1 ,48 kg
Proteingehalt = 55,6 %

I

— Waschung durch Ultrafiltration

— Enzymatischer Proteinabbau
— Waschung durch Ultrafiltration
— Sprihtrocknung

Permeate der
Ij >

Ultrafiltration

Spruhgetrocknetes Produkt
Mts = 0,52 kg
Proteingehalt = 18,7 %

(mit 0,25 kg davon weitergearbeitet)

i

— Hitzebehandlung im Autoklav

— Trennung durch Zentrifugation
Pellet nach
u > Zentrifugation
Zentrifugationsiiberstand mrs=178,5¢
Mts = 71 ,5 g
— Fallung bei 80 Vol% Ethanol
— Sedimentation -
Uberstand
u > nach Fallung
Mannanhaltiges Prazipitat mrs=45,69

Mts = 23,5 g

Abb. 55: Schema der Aufarbeitung der Nebenfraktion 4 zum mannanhaltigen Prapa-

rat



5 Nebenergebnisse 154

Der Prazipitationsschritt zur Ausfallung eines mannanhaltigen Produktes verlief nicht
quantitativ. Bei einer Ethanolkonzentration von 80 Vol% wurden lediglich 33 % der im
Zentrifugationstberstand in Losung vorliegenden Trockensubstanz prazipitiert. Die
restlichen 2/3 der Trockensubstanz verblieben gelést im 80 %igen alkoholisch-

walrigen Sedimentationstberstand.

Die Produkte und Zwischenfraktionen dieses Versuches wurden mittels HPLC auf
ihren Glucose- und Mannosegehalt hin untersucht. Bei der Untersuchung mittels
HPLC konnte aufgrund einer fehlerhaften Programmoption die absolute Menge an
Monosacchariden im Probematerial nicht festgestellt werden. Die prozentuale Vertei-
lung von Glucose und Mannose in der Gesamtmenge der Monosaccharide wurde
jedoch ermittelt. Der Glucoseanteil im Produktstrom nahm wahrend der Aufarbeitung
ab. Der Anteil an Mannose wurde im Produktstrom des Anreicherungsverfahrens
deutlich erhdht (Abb. 56). Er lag zu Beginn im zellwandmaterialhaltigen Nebenpro-
dukt bei 27,2 % der Gesamt-Monosaccharide. Das mannanhaltige Prazipitat hatte

einen Mannoseanteil von 64,2 % bezogen auf die gefundene Menge an Gesamt-

Monosacchariden.
O Glucose [%] O Mannose [%]
100%
27,2
80%
62,62 64,24
60% ~
o/ |
40% 72.8
20% 37,38 35,76
0% ‘ ‘
sprihgetr. Produkt autokl.Uberstand Fallung Bodensatz

Abb. 56: Glucose- und Mannoseanteil des Gesamt-Monosaccharidgehaltes im Pro-
duktstrom des Anreicherungsversuches

Die Abb. 56 zeigt die prozentualen Verteilung der Monosaccharide in den Phasen
des Anreicherungsverfahrens. Die Monosaccharidzusammensetzung der Trocken-

substanz vom Zentrifugationsuberstand nach der Hitzebehandlung und die des
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sedimentierten Prazipitates waren identisch. Somit war kein Einfluy durch die Prazi-

pitation in Ethanol auf die Monosaccharidverteilung im Fallungsprozel} erkennbar.

5.1.3 Backversuch

Mit dem zellwandmaterialhaltigen, sprihgetrockneten Nebenprodukt wurde ein
Backversuch durchgefuhrt. Es wurden Brotchen nach dem Standardrezept herge-
stellt. Teile des Mehls wurden durch das Nebenprodukt ersetzt. Ziel war es, den
Einflud dieses ernahrungsphysiologisch wertvollen Produktes auf die Backeigen-

schaften und damit die Auswirkung auf die Gebackqualitat zu Gberprifen.

5.1.3.1 Rezeptur und Teigherstellung

Die Teigzusammensetzung des Backversuches wurde in Anlehnung an die Stan-
dard-Backmethode fur Weizenmehlbrotchen [84] gewahlt. Die Versuche wurden mit
Weizenmehl der T 550 durchgefuhrt. Der Anteil des Mehls wurde teilweise durch das
spruhgetrocknete Nebenprodukt ersetzt. Die verwendeten Zusatze zum Weizenmehl

bzw. zur Weizenmehl/Nebenproduktmischung zeigt Tab. 59.

Tab. 59: Zusatze zum Mehl bzw. zur Backmischung.

Zusatze Menge
Frischhefe 5%
Kochsalz 1,5 %
Zucker 1,0 %
Fett 1,0 %
Ascorbinsaure 0,002 %

Die Herstellung erfolgte nach der im Backhandwerk gangigen Methode [85]. Zu-
nachst wurden die Zutaten mit der 1,5fachen Wassermenge verknetet. Es folgte eine
Teigruhe (Zwischengare) von 20 Minuten bei 32 °C und 80 % relativer Feuchte. Der
Teig wurde anschlielfend geknetet und 10 Minuten bei Raumtemperatur gelagert
(2.Teigruhe). Dann wurde der Teig portioniert und per Hand ausgeformt. Fir die fol-
gende Stuckgare wurden die Teiglinge 30 Minuten bei 32 °C und 80 % relativer
Feuchte gelagert. Im Anschluf® an die Stuckgare wurden die Teiglinge bei 250 °C fur

20 Minuten im Ofen gebacken.
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5.1.3.2 Ergebnisse der Backversuch mit dem spriihgetrockneten
Nebenprodukt

Es wurden drei Brotchen nach dem beschriebenen Grundrezept hergestellt. Ein
Standardbrétchen ohne Zusatz des Nebenproduktes sowie zwei Brotchen, wobei
jeweils 5 bzw. 10 % des Mehls durch das zellwandmaterialhaltige Nebenprodukt er-
setzt wurden. Die Abb. 57 zeigt im Ergebnis des Backversuches die Brétchen a) in
der Draufsicht und b) in der Seitenansicht. Jeweils von links nach rechts sind folgen-
de Brotchen abgebildet: der Standardversuch ohne Zusatz vom Nebenprodukt,
Backergebnis mit Ersatz von 5 % des Mehls durch das Nebenprodukt, Backergebnis
mit Ersatz von 10 % des Mehls durch das Nebenprodukt. Bei der Teigherstellung
wurde beobachtet, da® der Teig, in dem 10 % des Mehls durch das zellwandmateri-
alhaltige Nebenprodukt ersetzt wurden, sehr klebrig war und weniger stark aufging.
Der Teig bei dem 5 % des Mehls durch das Nebenprodukt ersetzt wurden, verhielt

sich vergleichbar zum Teig des Standardbrétchens.

Abb. 57: Brotchen mit Anteilen des spruhgetrockneten Zwischenprodukts

Tab. 60: Beurteilungen der Gebackstlcke des Backversuches.

Qualitatsmerkmal Standard 5 % im Mehlanteil 10 % im Mehlanteil
Brotchengewicht 48,19 47,85 g 53,09
Form normal normal etwas kleiner
Braunung normal normal etwas schwach
Lockerung wollig wollig etwas grob
Gleichmaligkeit gleichmalig gleichmalig ungleichmafig
Porenbild gleichmalig gleichmalig ungleichmafig
Krumenbeschaffenheit gut gut befriedigend
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In der Tab. 60 sind die Qualitatsmerkmale zur Beurteilung von Geback und die jewei-

lige Bewertung fur die hergestellten Gebackstiicke aufgefihrt.

Die Abb. 58 zeigt die Horizontalschnitte der Versuchsbrétchen wodurch die Struktur
der Porung zu erkennen ist. Beim Standardbrétchen (links) ist eine typische Porung
mit vereinzelter Kaminbildung zu sehen. Das Broétchen mit 5 % Nebenprodukt im
Mehlanteil hat eine feine Porung, die der des Standardbrétchens ahnelt. Rechts ist
das Brotchen, bei dem 10 % des Mehls durch das Nebenprodukt ersetzt wurden, ab-
gebildet. Es zeigt eine unregelmallige Porung. Im Randbereich dieses Brotchens war

es zu vereinzelter Ril3bildung gekommen.

Abb. 58: Horizontalschnitte der Versuchsbrotchen

Bei diesem Versuch wurde beobachtet, dal3 durch die Zugabe des sprihgetrockne-
ten Nebenprodukts die Qualitat des Brotchens beeinflul3t wurde. Der Teig wurde bei
Zugabe von 10 % des Nebenprodukts deutlich klebriger und schwer verarbeitbar.
Durch die Zugabe von 5 % des Nebenprodukts zum Weizenmehl wurde ein Brotchen
von guter, mit dem Standardbrétchen vergleichbarer Qualitadt mit homogener Poren-
struktur, Krume und Kruste erhalten. Bei Zugabe von 10 % war die Qualitat deutlich

vermindert.
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5.2 Versuche zur Substitution von 2-Mercaptoethanol im
Extraktionsprozel bei der Aufarbeitung der
Hefebiomasse

Bei der Aufarbeitung der Biomasse der Hefetransformanten wurde ein Extraktions-
prozeld der WSP aus der zuvor gefallten Zellmasse durchgefuhrt. Die Extraktion
erfolgte bei gleichzeitiger Reduktion der Disulfidbindungen zwischen WSP und der
Zellmasse in walrigem 2-Propanol. Dazu war ein Zusatz von 2-Mercaptoethanol als
Reduktionsmittel zum Extraktionsgemisch notwendig. 2-Mercaptoethanol ist jedoch
ein Gefahrstoff und besitzt zudem selbst in groferer Verdinnung einen durchdrin-

genden, fakalartigen Geruch.

Mit dem Ziel, ein nichttoxisches und sensorisch akzeptables Reduktionsmittel zu fin-
den, wurden Vorversuche mit verschiedenen potentiellen Substanzen durchgefuhrt.
Hierbei stellte sich die Substanz Natriumhypophosphit (NaH,PO,) als mdglicher Er-
satzstoff heraus. Bisher war Natriumhypophosphit als Reduktionsmittel flr
chemische Synthesen und metallurgische Prozesse bekannt. Natriumhypophosphit
ist eines der kraftigsten Reduktionsmittel das in walriger Losung nicht nur reduzie-
rend, sondern, ahnlich wie Metallhydride, auch hydrierend wirkt [86]. Die
reduzierende Wirkung von Natriumhypophosphit wird nicht durch die Substanz
selbst, sondern durch das Hypophosphit-lon verursacht. Die dazugehdrige unter-
phosphorige Saure wird beim Redoxprozel} in einem ersten Schritt zur phosphorigen

Saure oxidiert:

HsPO, + H,0 < H3PO3 + 2H™ + 2e (Gl. 4) [86]

Die gebildete phosphorige Saure besitzt ebenfalls ein Reduktionspotential und kann
weiter zu Phosphorsaure oxidiert werden:

HzPO3; + H,O < H3PO,4 + 2H" + 2e (Gl 5) [86]

Zur Prufung der Wirkung des Hypophosphit-lons beim Extraktionsprozefld der WSP,

wurde ein Versuch unter zum Extraktionsprozel3 vergleichbaren Bedingungen (vgl.
Abschnitt 4.6) im Labormalstab durchgefiihrt.
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5.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Als Ausgangsmaterial diente das bei der Aufarbeitung der Zellmasse im Versuch 21
(Transformant F; HMW-1Dy10- und LMW-a3-Expression) erhaltene Prazipitat aus
dem Fallungsschritt (vgl. Abschnitt 4.5).

Eine aquivalente Menge des Prazipitates, welche einer Erntehefemenge von 0,5 kg
entsprach, wurde in 1 L 50 %igen walirigem 2-Propanol suspendiert, woraus sich
eine Gesamtmenge von 1,5 L Suspension mit ca. 40 Vol% 2-Propanol ergab. Von
dieser Suspension wurden jeweils 0,375 L ( Aquivalent von 0,125 kg Erntehefe) in
drei Erlenmeyerkolben mit 0,8 L Fassungsvermdgen ubergefuhrt. Mit diesen Mengen

wurden drei Parallelversuche unter verschiedenen Bedingungen durchgefihrt:
1. ein Nullversuch ohne Zusatz eines Reduktionsmittels
2. ein Kontrollversuch mit Zusatz von 2-Mercaptoethanol
3. ein Versuch mit Zusatz von Natriumhypophosphit-Monohydrat

Die zugesetzten Mengen an Reduktionsmitteln entsprachen der der im Technikums-
malstab verwendeten Mercaptoethanolmenge von 0,358 mol/kg Erntehefe, d.h. es
wurde dem Kontrollversuch 3,5 g 2-Mercaptoethanol und dem Hypophosphitversuch

4,75 g Natriumhypophosphit-Monohydrat zugesetzt.

Nach erfolgter Zugabe der Reduktionsmittel wurde bei allen drei Ansatzen durch Zu-
gabe von Triethanolamin-Base ein pH-Wert von 8,0 eingestellt. Im Anschlul® wurden

die Reaktionsmischungen fur 60 min im Wasserbad geschuttelt.

Eine weitere Fragestellung, die es in diesem Versuch zu klaren galt, war die Frage,
ob es durch eine pH-Wertabsenkung am Ende des Extraktionsprozesses mdglich
ware, den Gehalt an Hefeproteinen im propanolischen Extrakt zu verringern. Somit

konnte eine hohere Reinheit des WSP-Rohpraparates erreicht werden.

Nach der Abkuhlung der Reaktionsgemische wurde die weitere Versuchsdurchfih-

rung deshalb wie folgt gestaltet:

e Zentrifugation einer Teilmenge der Reaktionsgemische und Probenahme vom
klaren Uberstand = Probe pH 8

e pH-Wertabsenkung durch Zugabe von 85 %iger Phosphorsaure zum restli-
chen Reaktionsgemisch auf pH 7,0
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e Zentrifugation einer Teilmenge der Reaktionsgemische und Probenahme vom
klaren Uberstand = Probe pH 7

e pH-Wertabsenkung durch Zugabe von 85 %iger Phosphorsaure zum restli-

chen Reaktionsgemisch auf pH 6,0

e Zentrifugation einer Teilmenge der Reaktionsgemische und Probenahme vom
klaren Uberstand = Probe pH 6

Die Proben wurden zur Analyse des Gesamtproteingehalts und des Gesamt-WSP-

Gehalts der AG Stahl/ Hinzmann Ubergeben.

5.2.2 Ergebnisse

Von den Proben wurden SDS-PAGE-Analysen durchgefuhrt. Der Gesamt-WSP-
Gehalt der Proben wurde indirekt durch eine bildanalytische Verarbeitung der SDS-
PAGE-Analysen ermittelt und als Netto-Intensitat dargestellt. Diese GrofRe verhalt
sich proportional zum WSP-Gehalt und konnte somit als Mal} fir diesen interpretiert

werden.

Der Gesamtproteingehalt wurde nach einer adaptieten Methode der
Proteinbestimmung nach BRADFORD [87] bestimmt.

12

o
-

6 6,5 7 7,5 8
pH-Wert

Nullversuch
—&—Mercaptoethanol
——-Hypophosphit

Gesamtproteingehalt [mg / mL]

Abb. 59: Gesamtproteingehalt im Verlauf der pH-Wertabsenkung
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Am Ende des Extraktionsprozesses (pH 8,0) stellte sich der Gesamtproteingehalt im
Extraktionsuberstand des Nullversuchs im Vergleich zum Kontroll- und Hy-
pophosphitversuch um ca. 1 mg/mL verringert dar. Durch die nachfolgende pH-
Wertabsenkung auf pH 6,0 verringerte sich der Gesamtproteingehalt in den Extrakti-
onsuberstanden aller drei Versuchsreihen auf vergleichbar grole Werte zwischen
8,2 und 9,0 mg Gesamtprotein/mL (Abb. 59).

Die gemessene Netto-Intensitat im Extraktionsuberstand am Ende des Extraktions-
prozesses des Hypophosphitversuchs war mit 360.000 kleiner als die des Null- und
Kontrollversuches mit 393.000 bzw. 440.000. Mit abnehmendem pH-Wert des Ex-
traktionsgemisches war eine stetige Zunahme der Netto-Intensitat beim Kontroll- und
Hypophosphitversuch zu verzeichnen, die beim Hypophosphitversuch am groften
ausfiel (360.000 bei pH 8,0; 515.000 bei pH 6). Dabei wurde bei pH 6,0 das Niveau
der Netto-Intensitat des Kontrollversuchs von 531.000 erreicht (Abb. 60). Beim Null-
versuch wurde durch die pH-Wertabsenkung nur eine vergleichsweise geringe

Zunahme der Netto-Intensitat im Extraktionsiberstand beobachtet.

600000

Nullversuch
—4—Mercaptoethanel
—i—Hypophosphit

4\
500000 —

\‘}
400000 \l

300000

Netto-Intensitat

[ 6,9 7 7.5 8
pH-Wert

Abb. 60: Netto-Intensitat im Verlauf der pH-Wertabsenkung

Eine Begrundung fur dieses Verhalten der WSP im Hypophosphitversuch konnte im
Salzcharakter des Natriumhypophosphites selbst liegen. Dieser fuhrte wahrend des
Extraktionsprozesses zu einem Aussalzeffekt, der sich wiederum besonders deutlich

auf die WSP-Fraktion der gesamten |6slichen Proteine auswirkte. Somit lagen am
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Ende des Extraktionsprozesses reduzierte WSP teilweise als Prazipitat im Extrakti-
onsgemisch vor. Durch die pH-Wertabsenkung nach pH 6,0 und der damit
verbundenen Ausfallung von Hefeproteinen (Abb. 59) erhdhte sich die Losungskapa-
zitdt des Losungsmittels fur die WSP. Die als Prazipitat im Extraktionsgemisch
vorliegenden WSP wurden somit in der liquiden Phase des Extraktionsgemisches

geldst, weshalb sich der WSP-Gehalt im Extraktionsuberstand erhdhte.

Dieser Effekt wurde bei der pH-Wertabsenkung im Nullversuch nicht beobachtet. Da
beim Nullversuch kein Reduktionsmittel vorhanden war, wurden deutlich weniger

WSP aus der Zellmasse reduziert und somit in eine lI6sliche Form uberfihrt.

5.2.3 Versuch im Technikumsmafstab

Bei der Extraktion der WSP aus der Hefebiomasse des Versuchs Nr. 26 wurde das
Reduktionsmittel Mercaptoethanol durch 26,5 g Natriumhypophosphit Monohydrat
pro Kilogramm Erntegewicht der Hefe ersetzt. Nach der pH-Wertkorrektur durch Zu-
gabe von Triethanolamin-Base auf pH7,8 erfolgte der 2zweistindige
Extraktionsprozeld bei 60°C. Am Ende des Extraktionsprozesses wurde zusatzlich
eine pH-Wertabsenkung auf pH 6,4 durch Zugabe von Phosphorsaure durchgefuhrt.
Alle anderen ProzelRparameter blieben identisch zu den Extraktionsversuchen mit

Mercaptoethanol.

Die Wirkung der veranderten Extraktionsbedingungen beim Versuch 26 (Redukti-
onsmittel, pH-Verschiebung) zeigte sich, im Vergleich zu den Versuchen 25 und 27
mit dem gleichen Transformanten, in einem doppelten Gehalt an HMW-1Dy10-
Untereinheiten im Rohpraparat bei vergleichbar hohen Ertrag an WSP-
Untereinheiten (vgl. Tab. 52).

Dieses Ergebnis sprach fur die Wirksamkeit des verwendeten Reduktionsmittels als
Substitut fur 2-Mercaptoethanol. Gleichzeitig konnte durch die pH-Wertabsenkung

die Reinheit des so hergestellten WSP-Rohpraparates deutlich erhéht werden.
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6 Zusammenfassung

Ziel des Teilprojektes war die Produktion von moglichst hochangereicherten WSP-
haltigen Praparaten aus der Zellmasse von Hefetransformanten der Hefe
Saccharomyces cerevisiae im Technikumsmalstab. Die erhaltenen WSP-Praparate
sollten auf ihre backtechnische Funktionalitdt gepruft und fur Toxizitatstest zur

Verflgung gestellt werden.

Der erste Produktionsschritt war die Propagation der Hefetransformanten im Fermen-
ter. Der Propagationsprozel3 wurde in zwei aufeinanderfolgende Teilprozesse
gegliedert: Der erste Teilprozel® wurde als Batch-Verfahren durchgefuhrt, bei dem
die gesamte Menge des vorab hergeflhrten Inokulums mit der im Fermenter vorge-
legten Menge an steriler Substratldsung versetzt wurde. Das gesamte Volumen des
Batches wurde fur 24 Stunden bei konstanter Temperatur, Luftzufuhr, RUhrwerks-
drehzahl und bei konstantem pH-Wert inkubiert. Der nachfolgende zweite Teilprozel3
wurde als Fed-Batch-Verfahren mit dem Ziel durchgefuhrt, durch eine definierte Zu-
fUhrung steriler Substratldsung, das maximale Nutzvolumen des Fermenters in

moglichst kurzer Zeit zu erreichen.

Zu Beginn der Arbeiten wurden die Propagationen in einer bereits in einem friheren
Projekt entwickelten und fur das Verfahren modifizierten Fermentationsanlage
durchgefuhrt. Die Fortfihrung der Propagationsarbeit erfolgte mit einem neu ange-
schafften Fermenter (Typ P, Bioengineering AG, 100 L Nutzvolumen). Die
Beschaffung dieser Propagationsanlage wurde notwendig, da sich deutliche Mangel
an der bestehenden Propagationsanlage bemerkbar machten. Grund hierflir waren
bauliche Mangel der Eigenkonstruktion. Dadurch war es kaum moglich, konstante
und reproduzierbare Verhaltnisse zu schaffen, die fur die weitere Optimierung des
Vermehrungsprozesses dringend notwendig waren. Zudem begrenzte das geringe
Nutzvolumen von 50 Liter sowie eine ungenlugende Sauerstoffversorgung durch er-
wahnte Konstruktionsmangel die Hefeerntemenge auf ca. 1 kg Trockensubstanz pro
Propagationsversuch. Durch die Propagation in der neuen Fermenteranlage konnte
die Hefeerntemenge unter sicheren und reproduzierbaren Verfahrensbedingungen

auf ca. 4 kg Trockensubstanz pro Propagationsversuch im Mittelwert erhoht werden.
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Insgesamt wurden 29 Propagationen mit acht verschiedenen Hefetransformanten
sowie mit Backerhefe durchgefuhrt. Zur Bewertung der mit den transgenen Hefen
erzielten Vermehrungsergebnisse wurde ein Transformant vermehrt, welcher ledig-
lich ein Kontrollplasmid enthielt, also keine WSP exprimierte. Dieser
Kontrolltransformant stellte die gleichen Nahrstoffanspriiche an das Substrat wie die
anderen sieben Transformanten, die keinen Bedarf an Leucin und Uracil haben. Ziel
dieser Propagation war es zu prufen, ob die WSP-Produktion der Transformanten
eine Belastung fur die Zellvermehrung dieser Hefen darstellte. Ebenfalls wurde ein
Stamm der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae Typ 2.200 mit dem Ziel vermehrt,
die aus den Versuchen mit den Transformanten erhaltenen Eckdaten der Zellver-
mehrung mit denen einer Propagation konventioneller Backerhefe zu vergleichen.
Die Ergebnisse zeigten, dald wahrend der Fed-Batch-Phase eine deutlich hdhere
mittlere spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Backerhefe mit 2,1 kg/(m>h) und
des Kontrolltransformanten mit 2,3 kg/(m*h) gegeniiber den WSP-exprimierenden
Transformanten vorhanden war, die im Mittelwert nur eine Wachstumsgeschwindig-
keit von ca. 1 kg/(m>h) erreichte. Somit bestitigte sich die Annahme, daR die

zusatzliche WSP-Produktion der Transformanten die Zellvermehrung hemmte.

Der Ertragskoeffizient der Backerhefe (BH 2.200) war wahrend der Fed-Batch-Phase
mit 0,57 kg Hefetrockensubstanz /kg Saccharose grof3er als der der Transformanten.
Der Mittelwert des Ertragskoeffizienten fur die Propagationen mit den WSP-
exprimierenden Transformanten und dem Kontrolltransformanten von ca. 0,5 kg He-
fetrockensubstanz /kg Saccharose war jedoch nur wenig Kkleiner als der
Ertragskoeffizient der Backerhefe. Folglich wurde bei den Propagationen der Trans-
formanten wahrend der Fed-Batch-Phase eine annahernd optimale
Zuckerumsetzung zu Hefebiomasse erreicht. Die deutlich niedrigeren Werte fur den
erreichten Ertragskoeffizienten der Propagationen im Eigenbau-Fermenter zu Beginn
der Arbeiten von ca. 0,3 kg Hefetrockensubstanz /kg Saccharose waren auf die un-

zureichenden Propagationsbedingungen in dieser Anlage zurtickzufihren.

Nach beendeter Propagation wurde die Hefezellmasse aus der Fermentationsldsung
in einem zweistufigen Trennprozel (Separator — Becherzentrifuge) erhalten. Die
Hefeernte aus der Fermentationsflissigkeit erfolgte durch Separation mit einem
selbstaustragenden Tellerseparator. Dabei wurden die Hefezellen so effizient sepa-

riert, dafd in der Flussigphase nur noch eine Zellkonzentration von <1 * 10° Zellen/mL
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gefunden wurde. Mit den oben genannten ProzeRparametern wurde eine erste An-
reicherung der Zellmasse aus der Fermentationsflissigkeit um den Faktor =3
erreicht, d.h. das Gesamtvolumen der Fermentationsflissigkeit wurde auf ca. 1/3 des
Fermenterinhaltes verringert. Danach war die erhaltene feststoffreiche Phase noch
so dunnflussig, dall diese mit minimalen Verlusten aus dem Separator ausgetragen
wurde. Der Trockensubstanzgehalt der feststoffreichen Phase bewegte sich im Be-
reich von 10,4 bis 14,9 %.

Im Anschluf® wurde die weitere Aufkonzentrierung der Hefebiomasse in einer Be-
cherzentrifuge mit 2,5 Liter Fassungsvermodgen durchgefuhrt. Dabei war eine
Zentrifugationszeit von 5 min bei 5000 min™ ausreichend (entspr. 5500 * g am maxi-
malen Radius), um die Zellmasse als pastoses Pellet zu erhalten. Auch hierbei war
der Trenneffekt so effizient, dal’ in der Flussigphase nur noch eine Zellkonzentration
von < 1*10° Zellen/mL gefunden wurde. Der Trockensubstanzgehalt der so erhalte-
nen Erntehefen betrug im Mittelwert ca. 25 %. Der Proteingehalt der Erntehefen
bewegte sich, mit einer Ausnahme, zwischen 43,2 % und 49,7 %. In diesem Teilpro-
zeld wurden insgesamt 28,6 % der Trockenmasse der Fermentationsldsung mit den
Fllissigphasen der Separation und der Zentrifugation aus dem Produktstrom als Ne-

benfraktion ausgetragen.

Die in den transgenen Hefezellen exprimierten WSP sind intrazellular Uber Disulfid-
bindungen im Zellinneren verankert. Die zuvor in Pufferlésung suspendierte
Erntehefe mufdte deshalb in einer Kugelmuhle aufgeschlossen werden, um die WSP
extrahieren zu konnen. Nach dem ersten Durchlauf der gesamten Hefesuspension
wurde ein Zellaufschluf3grad von ca. 60 % erreicht. Im Anschlu® wurde dieser Pro-
zeld wiederholt. Es wurde nach den zwei Durchlaufen ein Zellaufschluf3grad von

> 90% erreicht.

Im anschlieRenden Teilprozell wurde die aufgeschlossene Zellmasse durch Zugabe
von 2-Propanol einer Fallung unterzogen. Die 2-Propanolzugabe fuhrte zur Koagula-
tion und anschliellender Prazipitation einer unldslichen WSP-haltigen Fraktion, die
sich im wesentlichen aus koagulierten Proteinen und unléslichen Zellfragmenten

(hauptsachlich Zellwandbestandteilen) zusammensetzte. Niedermolekulare Hefepro-
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teine und andere |8sliche Zellinhaltsstoffe verblieben in der liquiden Phase des Ge-
misches, in welcher Trockensubstanzgehalte von 2,4-3,4 % ermittelt wurden. Durch
diesen Fallungsschritt wurden bei der nachfolgenden Zentrifugation die in Losung
gebliebenen Zellinhaltsstoffe aus dem Produktstrom mit der fliissigen Phase entfernt.
Dabei wurden durchschnittlich 12,5 % der Trockenmasse der Erntehefe mit der Flis-

sigphase der Zentrifugation aus dem Produktstrom als Nebenfraktion ausgetragen.

Danach erfolgte die Extraktion der WSP aus der gefallten Zellmasse durch Reduktion
der Disulfidbindungen und Lésen der Glutenine in waldrigem 2-Propanol. Erst nach
diesem Reduktionsprozeld und der damit einhergehenden Freisetzung der WSP war
deren Loslichkeit im Losungsmittel moglich. Der Losungs- und Extraktionsprozel}
erfolgte in einem geschlossenen Kreislauf fur 2 h bei 60°C.Die Extraktionsmischung
wurde anschlielend zentrifugiert, wobei die unldslich gebliebene Zellmasse abge-
trennt wurde. Diese machte durchschnittlich 65,7 % der Trockenmasse der im
vorhergehenden Teilprozeld gefallten, unloslichen WSP-haltigen Fraktion aus und
wurde als Feststoffphase (Nebenfraktion) der Zentrifugation aus dem Produktstrom
ausgetragen. Der Trockensubstanzgehalt des WSP-haltigen Extraktionstiberstandes
(Flissigphase) bewegte sich im Bereich von 1,5 bis 2,7 %, womit praktisch keine Un-

terschiede zwischen den einzelnen Transformanten zu erkennen waren.

Der WSP-haltige Extraktionsiberstand aus dem Extraktionsprozef® wurde in einem
Proteinfallungsverfahren weiterverarbeitet. Dieses Prozeld zielte darauf, die WSP
moglichst vollstandig zu prazipitieren, um sie in einer Fraktion anzureichern. Die ge-
|6sten WSP wurden unter Ausnutzen ihrer spezifischen Loslichkeitseigenschaften
durch Prazipitation bei hoher 2-Propanolkonzentration oder durch Zugabe von Am-
moniumsulfat aufkonzentriert und durch Gefriertrocknen als Trockenpraparate

gewonnen.

Beim Prazipitationsverfahren durch Erhéhung der 2-Propanolkonzentration im Ex-
traktionsuberstand wurde durch die Zugabe von 100%igen 2-Propanol angestrebt,
eine Prazipitationskonzentration von 80-85 Vol% einzustellen. Die unter dieser Be-
dingung ermittelte spezifische Menge an WSP-haltigen Rohpraparat hing deutlich

vom jeweils aufgearbeiteten Transformanten ab. Bei einer Prazipitationskonzentrati-
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on unterhalb von 80 Vol% verringerte sich die spezifische Rohpraparatmenge bei

sonst identischen Bedingungen deutlich.

Ein wesentlicher Nachteil dieses Prazipitationsverfahrens bestand in der Handha-
bung der groflen Alkoholmengen die bendtigt wurden, um den 30 bis 40 Vol% 2-
Propanol enthaltenden Extraktionsuberstand auf > 80 Vol% 2-Propanol aufzukonzen-
trieren. Dieser arbeitstechnische Nachteil stellte auferdem ein sicherheits-
technisches Risiko und auch einen erheblichen Kostenfaktor fir die Gewinnung des
WSP-Rohpraparats dar. Dieser risikobehaftete Nachteil konnte weder auf Dauer der
Projektdurchfihrung getragen werden, noch wirde er fur die Umsetzung des Pilot-
malfstabes in den technischen Mallstab angenommen werden kdnnen. Es mulfite
deshalb versucht werden, den Nachteil durch die Entwicklung eines fiur die WSP-
Rohpraparatgewinnung geeigneten Verfahrens zu uberwinden. Es wurde deshalb ein
Prazipitationsverfahren entwickelt, das im kleineren Volumenmalistab realisierbar

war und ohne weiteren Verbrauch an 2-Propanol durchfihrt werden konnte.

Die Verfahrensentwicklung griindete auf die gemachte Beobachtung, da® Mischun-
gen aus 2-Propanol und Wasser durch die Zugabe von Ammoniumsulfat in zwei
Phasen getrennt werden konnen, die sich so in der Dichte unterscheiden, dal} darin
prazipitierendes WSP auf der schwereren Phase aufschwimmen und in der leichte-
ren absinken kann. Es ergaben sich deshalb drei Phasen unterschiedlicher
Zusammensetzung, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte durch Dekantation

voneinander getrennt werden konnten.

Beim Prazipitationsverfahren durch Zugabe von Ammoniumsulfat konnte kaum ein
Einflul auf die spezifische Rohpraparatmenge in Abhangigkeit der AMS-
Konzentration sowie des Hefetransformanten beobachtet werden. Dies lag einerseits
an den konstanten Versuchsbedingungen, die geringe Varianzen in den Phasenei-
genschaften (Dichte der propanolreichen Ober- und Dichte der AMS-reichen
Unterphase) zulieRen sowie an dem variierenden Ammoniumsulfatgehalt des ge-
friergetrockneten Rohpraparats, der sich je nach Intensitat des Waschvorgangs mit
der 5 bis 10fachen Menge Wasser nach dem Prazipitationsschritt zwischen 2-43 %
bewegte. Durch den schwankenden Ammoniumsulfatgehalt in den Rohpraparaten
zeigte auch deren Proteingehalt eine groRe Streuung von 39,7 bis 91,0 %. Diese
Bandbreite ging erheblich zurlick, wenn der Ammoniumsulfatgehalt vom WSP-

Rohpraparat rechnerisch abgezogen wurde. Nach dieser Korrekturrechnung ergab
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sich eine Bandbreite flr den Proteingehalt der WSP-Rohpraparate, die offenbar in
einer gewissen Abhangigkeit vom Transformanten stand. Beim Prazipitationsschritt
wurden durchschnittlich 4,7 % der Trockenmasse des WSP-haltigen Extraktions-

Uberstand als Trockenmasse im lyophilisierten WSP-Rohpraparat erhalten.

Die Bestimmung des WSP-Gehalts in den WSP-Rohpraparaten ermoglichte es
schlieBBlich, den Ertrag an den einzelnen WSP unter den Arbeitsbedingungen mit den
Hefetransformanten zu ermitteln. Aus den auf der Hefeproteinmenge basierenden
Ertragskennzahlen geht hervor, dal} von den Transformanten ein starker Einflu auf

den Ertrag an den jeweiligen WSP ausging.

Zu Beginn der Projektdurchfuhrung wurde nur ein sehr niedriger Ertrag von durch-
schnittlich 0,3 g HMW-1Dx5-Untereinheiten pro kg Hefeprotein erhalten. Der AG
Stahl/Hinzmann gelang es im Verlaufe der Projektdurchfihrung Transformanten her-
zustellen, die eine wesentlich hohere Expressionsrate als die zuerst eingesetzten
Transformanten besal3en, so dal® der mittlere Ertrag an WSP auf 3,9 g HMW-1Dx5-
Untereinheiten bzw. 2,3 g LMW-a3-Untereinheiten pro kg Hefeprotein erhoht werden
konnte. Einen weiteren Fortschritt stellten die Transformanten dar, die in der Lage
waren HMW-1Dx5- und HMW-1Dy10-Untereinheiten bzw. HMW-1Dy10- und LMW-
a3-Untereinheiten gleichzeitig zu exprimieren. Dadurch konnte der Ertrag an WSP-
Untereinheiten noch einmal deutlich gesteigert werden, im Einzelfall bis zu 12,2 g pro

kg Hefeprotein.

Anhand der in Form von Rohpraparaten erhaltenen WSP-Menge wurde, als Kenn-
zahl zur Beschreibung des Aufwand/Nutzen-Verhaltnisses bei der Erzeugung der
WSP im Propagationsprozef3, der Produktausbeutekoeffizient errechnet. Dieser be-
schreibt den Quotienten aus der erhaltenen WSP-Menge und der daflir bendtigten
Zuckermenge als Komponente des Substrates (Saccharose) wahrend der gesamten
Propagation (Inokulumanzucht, Batch- und Fedbatchphase). Der Aufwand fur die
Erzeugung der exprimierten WSP war betrachtlich. Selbst fur die Transformanten mit
starker Expression (Ertrag an WSP-Untereinheiten > 4 g WSP/kg Hefeprotein) betrug
der Produktausbeutekoeffizient lediglich 0,8-2,3 g WSP/ kg Saccharose.
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Der nachste Schritt in diesem Projekt bestand darin, die transgen erzeugten WSP
auf ihre funktionellen Eigenschaften hin zu untersuchen. Diese Eigenschaften
bestimmen letztendlich die Verwertbarkeit solcher Proteine fur die Herstellung von

Backwaren. Die Funktionalitatsprifung erfolgte in zwei Stufen.

In der ersten ging es zunachst darum, ein geeignetes Verfahren zur weiteren Anrei-
cherung der WSP aus den WSP-Rohpraparaten zu entwickeln. Es wurde ein
Verfahren entwickelt, welches sich durch hohe Reproduzierbarkeit auszeichnet und
universell zur Anreicherung aller WSP-Rohpraparate angewandt werden konnte. Als
Methode zur Anreicherung der WSP aus den Rohpraparaten wurde deren hohes
Loslichkeitsprodukt bei tiefen pH-Werten genutzt. Im ersten Schritt des Verfahrens
wurden zunachst wasserlosliche Stoffe aus den Rohpraparaten entfernt und an-
schliefend die WSP in einem Losungsmittel extrahiert. Der zweite Schritt bestand
aus der Prazipitation der durch Extraktion in Losung gebrachten WSP und der an-
schlieenden Praparation zum hochkonzentrierten Trockenpraparat. Mit diesem
Anreicherungsverfahren wurden hochangereicherte WSP-Praparate hergestellt, im
Einzelfall mit bis zu 68 % HMW-1Dx5-Untereinheiten. Der Anreicherungsfaktor an
Gesamt-WSP-Gehalt bewegte sich im Bereich von 1,2-2,6. Diese angereicherten
WSP-Praparate stellten gleichzeitig das Ausgangsmaterial flir weitere Funktionali-
tatsprufungen dar.

In der zweiten Stufe wurden dann die erzeugten WSP zur Einsparung des wertvollen
Materials in Mikroversuchen auf ihre funktionellen Eigenschaften hin geprift. Das
grundsatzliche Ziel der Versuche bestand darin herauszufinden, ob die erzeugten
WSP funktionelle Eigenschaften aufweisen, die denen der auf naturlichem Wege

synthetisierten Glutenine in Weizen gleichen.

Fir die durchgefuhrten Backversuche wurde der Weg beschritten einem Handels-
mehl den Kleber durch Auswaschen eines Teigs zu entziehen und alle Bestandteile
des Mehl (ohne Kleber) durch Gefriertrocknen in ein Pulver zu verwandeln. Diesem

Pulver wurden anschliel3end die angereicherten WSP-Praparate zugesetzt.

Anhand der hergestellten Gebacke liel3 sich eine Korrelation zwischen Gesamtgehalt
an WSP im angereicherten WSP-Praparat und dem erreichten Gebackvolumen er-
kennen. Die Gebacke aus den Praparaten mit einem niedrigen Gehalt an WSP-
Untereinheiten (< 12 %) fielen signifikant kleiner aus als diejenigen der ubrigen Pra-

parate mit hoherem WSP-Gehalt. Bei Verwendung von Praparaten mit einem WSP-
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Gehalt von > 37 %, war mit steigender Konzentration keine weitere Volumenzunah-
me mehr zu beobachten. Im Gegenteil, das grofdte Volumen erreichten nicht die
Gebacke aus angereicherten WSP-Praparaten mit 47 % WSP-Gehalt sondern das
Geback aus einem Praparat, welches einen WSP-Gehalt von 37 % aufwies. Durch
diese Ergebnisse wurde jedoch deutlich, dal} das erreichte Gebackvolumen als ein-
ziges Kriterium zur eindeutigen Differenzierung der funktionellen Eigenschaften der
WSP-Praparate nicht ausreichte. Bei der Betrachtung der Form und Struktur der Ge-
backe wurde mit steigender Konzentration an HMW-1Dx5-Untereinheiten in den
angereicherten WSP-Praparaten ein positiver EinfluR beobachtet. Das Geback aus
einem angereicherten WSP-Praparat mit 8 % HMW-1Dx5-Gehalt hatte noch eine
flache Form und eine sehr kompakte Krume mit kaum ausgepragter Porung. Im Ge-
gensatz dazu besal} das Geback aus einem angereicherten WSP-Praparat mit 27 %
HMW-1Dx5-Gehalt eine fast idealtypische Form. Auch die Porung wies eine gleich-
mafige Struktur auf. Im Ofen hob sich das Geback leicht von der Unterlage ab. Beim
Geback mit dem hochsten Gluteningehalt durch den Zusatz eines angereicherten
WSP-Praparats mit 47 % HMW-1Dx5-Gehalt verschlechterten sich sowohl die Ge-
backform und -struktur wie auch das Volumen. Die Teig- und Gebackoberflachen
waren uneben. Ebenfalls enthielt die Krume nicht gelockerte, harte Einschlisse, bei
denen es sich vermutlich um nicht ausreichend hydratisierte Kleberaggregate han-
delte. Bei der Teigbereitung hatten sich diese mdglicherweise aufgrund der hohen

Menge an kohasivem Kleberprotein gebildet.

Der Backversuch mit einem angereicherten WSP-Praparat mit gemischten Glutenin-
Untereinheiten (33,2 % HMW-1Dx5 + 9,8 % HMW-1Dy10) zeigte eine gut gelockerte,
sehr feinporige Krume. Die Gebackform und Krumenstruktur zeigte bei diesem Ver-
such, dal® der Teig weniger viskoelastisch als der des Backversuches mit dem
Praparat mit 47 % HMW-1Dx5-Gehalt war, obwohl der Gesamt-WSP-Gehalt im Pra-
parat identisch und ebenfalls sehr hoch war. Die zuvor beschriebenen Einschlisse
beim Backversuch mit dem Praparat mit 47 % HMW-1Dx5-Gehalt zeigten sich bei
diesem Versuch nicht. Alle diese Beobachtungen lielien auf eine bessere Verarbeit-

barkeit der Mischung von Untereinheiten im verwendeten WSP-Praparat schliel3en.

Von den angereicherten WSP-Praparaten und von Trockenkleber (Kontrolle) wurden

Extensogramme aufgenommen und der maximale Dehnwiderstand , die Dehnbarkeit
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am Maximum und die Flache unter der Kurve als Mal} fur die zur Dehnung des Kle-

bers aufzuwendende Energie bestimmit.

Aufgrund der unzureichender Kohasivitat der angereicherten WSP-Praparate mit ei-
nem WSP-Gehalt von < 12 % waren Messungen an diesen Praparaten nicht
durchfuhrbar. Aus den Ergebnissen der Zugversuche mit den HMW-1Dx5-
Praparaten wurde bei abnehmenden WSP-Gehalt im Praparat eine Abnahme der

Dehnbarkeit erkennbar.

Trotz des hohen Gesamt-WSP-Gehalts im angereicherten WSP-Praparat mit ge-
mischten Glutenin-Untereinheiten (33,2 % HMW-1Dx5 + 9,8 % HMW-1Dy10) von
47,0 % wurden beim Zugversuch mit diesem Praparat ein deutlich geringerer Dehn-
widerstand und eine geringere Dehnbarkeit als bei den Versuchen mit HMW-1Dx5-
Praparaten mit 47 % und 27 % Gesamt-WSP ermittelt. Als Ursache hierfur kann der
Gehalt von 9,8 % HMW-1Dy10-Untereinheiten in diesem Mischpraparat angesehen
werden. Vermutlich kam es hier durch die Kombination von HMW-1Dx5- und HMW-
1Dy10-Untereinheiten sogar zu einer Abschwachung der funktionellen WSP-

Eigenschaften.

Ebenfalls zeigten die Ergebnisse eines LMW-a3-haltigen Praparates, dal sich die
Wirkung der LMW-Untereinheiten wesentlich von der der HMW-Untereinheiten un-
terschied. Folglich war neben Gesamt-WSP-Gehalt auch die Art der enthaltenen
Glutenin-Untereinheiten fur die funktionellen Eigenschaften der Praparate von ent-

scheidender Bedeutung.

Besonders auffallig war der mit 2,5 N enorm hohe Dehnwiderstand vom Praparat mit
47 % HMW-1Dx5-Gehalt. Dieser Wert war dreimal hoher als der Dehnwiderstand
des aus Weizenmehl gewonnenen Trockenklebers. Demgegenlber besal® der Trok-
kenkleber mit 5 cm eine um 0,5 cm groRere Dehnbarkeit. Der gro3e Dehnwiderstand
war demzufolge auch die Ursache daflr, dal® das Geback aus diesem Praparat kein
grolkeres Volumen erreichte. Wie oben beschrieben, lielRen dies die kompakten

Strukturen nicht zu.

Als Nebenergebnis der Arbeit wurden Versuche unternommen aus einer Nebenfrak-
tion der Hefezellmasseaufarbeitung ein Produkt mit ernahrungsphysiologisch
wertvollen Eigenschaften zu gewinnen. Durch den Gehalt an Zellwandmaterial und

der Mdglichkeit dieses Fraktionieren zu kbnnen, um einzelne Stoffgruppen wie Man-
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noprotein und Glucan daraus anzureichern, erschien die Nebenfraktion aus dem Ex-
traktionsprozel3 fur weitere Versuche am besten geeignet zu sein. Durch eine
enzymatische Abreicherung von Protein aus dieser Nebenfraktion wurde ein Produkt
mit 19 % Protein (in TS) erhalten. Somit konnte der Proteingehalt in der Nebenfrakti-
on auf ein Drittel des Ausgangsproteingehaltes reduziert und Zellwandbestandteile
angereichert werden. Mit diesem Produkt wurde ein Versuch zur weiteren Anreiche-

rung von Mannan unternommen sowie ein Backversuch durchgefuhrt.

Durch einen aufeinanderfolgenden Losungs- Trenn- und Prazipitationsprozeld konnte
ein mannanreiches Praparat hergestellt werden. Im Produktstrom des Anreiche-
rungsverfahrens wurde der Anteil an Mannose im Gesamt-Monosaccharid-Gehalt
deutlich erhodht. Er lag zu Beginn im spruhgetrockneten Nebenprodukt bei 27,2 % .
Das mannanhaltige Prazipitat hatte einen Mannoseanteil von 64,2 % bezogen auf die

gefundene Menge an Gesamt-Monosacchariden.

Mit dem zellwandmaterialhaltigen Nebenprodukt wurde ein Backversuch durchge-
fuhrt. Es wurden Brotchen nach dem Standardrezept hergestellt. Teile des Mehls
wurden durch das Nebenprodukt ersetzt. Ziel war es, den Einflul dieses ernah-
rungsphysiologisch wertvollen Produktes auf die Backeigenschaften und damit die
Auswirkung auf die Gebackqualitat zu Uberprifen. Es wurden drei Brotchen herge-
stellt. Ein Standardbrétchen ohne Zusatz des Nebenproduktes sowie zwei Brotchen,
wobei jeweils 5 bzw. 10 % des Mehls durch das zellwandmaterialhaltige Nebenpro-
dukt ersetzt wurden. Bei der Teigherstellung wurde beobachtet, dal} der Teig, in dem
10 % des Mehls durch das Produkt ersetzt wurden, sehr klebrig war und weniger
stark aufging. Der Teig bei dem 5 % des Mehls durch das Produkt ersetzt wurden,
verhielt sich vergleichbar zum Teig des Standardbrotchens. Ebenso wurde beobach-
tet, dal® durch die Zugabe des spruhgetrockneten Nebenprodukts die Qualitat des
Brotchens beeinflult wurde. Durch die Zugabe von 5 % des Nebenprodukts zum
Weizenmehl wurde ein Brétchen von guter, mit dem Standardbrétchen vergleichba-
rer Qualitat mit homogener Porenstruktur, Krume und Kruste erhalten. Bei Zugabe

von 10 % war die Qualitat deutlich vermindert.

Als weiteres Nebenergebnis wurde ein Ersatzstoff fir Mercaptoethanol gefunden. Bei
der Aufarbeitung der Biomasse der Hefetransformanten wurde ein Extraktionsprozef}
der WSP aus der zuvor gefallten Zellmasse durchgefihrt. Die Extraktion erfolgte bei

gleichzeitiger Reduktion der Disulfidbindungen zwischen WSP und der Zellmasse in
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walrigem 2-Propanol. Dazu war ein Zusatz von 2-Mercaptoethanol als Reduktions-
mittel zum Extraktionsgemisch notwendig. 2-Mercaptoetanol ist jedoch ein
Gefahrstoff und besitzt zudem selbst in groRerer Verdinnung einen durchdringen-

den, fakalartigen Geruch.

Mit dem Ziel, ein nichttoxisches und sensorisch akzeptables Reduktionsmittel zu fin-
den, wurden Vorversuche mit verschiedenen potentiellen Substanzen durchgefuhrt.
Hierbei stellte sich die Substanz Natriumhypophosphit (NaH,PO,) als mdglicher Er-
satzstoff heraus. Die Ergebnisse der Vorversuche zeigten, dal® es mdglich ist durch
eine zusatzliche pH-Wertabsenkung am Ende des Extraktionsprozesses einen ver-
gleichbar grolien WSP-Gehalt im Extraktionsiberstand wie bei der Verwendung von
Mercaptoethanol zu erhalten. Dieses Ergebnis bestatigte sich beim Versuch im
Technikumsmalistab. Die Wirkung der veranderten Extraktionsbedingungen bei die-
sem Versuch (Reduktionsmittel, pH-Verschiebung) zeigte sich, im Vergleich zu den
Versuchen mit Mercaptoethanol mit dem gleichen Transformanten, in einem doppel-
ten Gehalt an HMW-1Dy10-Untereinheiten im Rohpraparat bei vergleichbar hohen
Ertrag an WSP-Untereinheiten. Dieses Ergebnis sprach fur die Wirksamkeit des ver-
wendeten Reduktionsmittels als Substitut fur 2-Mercaptoethanol. Gleichzeitig konnte
durch die pH-Wertabsenkung die Reinheit des so hergestellten WSP-Rohpraparates
deutlich erhoht werden.
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