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Zusammenfassung — Kurzfassung des Berichts

Die Bioproduktaufarbeitung ist einer der wesentlichen Schritte bei der Bioproduktion.
Zu den Forschungsschwerpunkten Upstream und Bioreaktion kam erst in den letzten
Jahren das bis dahin vernachlassigte Gebiet der Bioproduktaufarbeitung hinzu. Der
Aufarbeitungsprozess nach einer Bioproduktion ist meist der aufwandigste und damit
kostenintensivste Schritt eines Bioprozesses. Dies gilt auch fur Enzymproduktionen.

Viele Verfahrensschritte werden hintereinander geschaltet, um das gewtlnschte



Produkt moglichst vollstandig, rein und konzentriert zu erhalten. Jedoch sind mit
jedem Schritt Enzymverluste, zum einen durch Totvolumina und nicht abgetrennte
Restgehalte etc., zum anderen durch die verstreichende Zeit, welche die

' Ziel dieses Projektes war es daher, ein

Enzymaktivitat reduziert, verbunden
verbessertes Verfahren zu entwickeln. Dazu wird die konventionelle Druckfiltration
mit den positiven elektrokinetischen Effekten, Elektrophorese und Elektroosmose,
verbunden.

Die so genannte Elektrofiltration ist in unserem Fall ein Dead-End-Verfahren, also ein
statisches Verfahren, bei welchem einer zweiseitigen Filtration ein elektrisches Feld
Uberlagert wird. Durch die Reduktion der Dicke der Filterkuchen, bzw. der
Konzentrationspolarisationsschicht auf einer der beiden Membranen, kann die
Filtrationskinetik ~ deutlich verbessert  und damit  wesentlich hohere
Endkonzentrationen der einzudickenden Substanz erreicht werden. Dieses Verfahren
wurde insbesondere fur die Primarseparation, die Biomasseabtrennung, und fur die
Enzymaufkonzentrierung- und fraktionierung eingesetzt.

Fur die Biomasseabtrennung konnte die Filtrationsgeschwindigkeit um eine von einer
Grollenordnung fur den Organismus Bacillus licheniformis erhoht werden. Auch fur
andere Organismen wurde der Einsatz der Elektrofiltration evaluiert, wobei vor allem
eine geringe Gesamtionenstarke in der Biosuspension und ein hohes Zetapotential
fur die erfolgreiche Nutzung der Elektrofiltration nétig sind. Bei der Primarseparation
ist neben der Filtrationsgeschwindigkeit auch die Ausbeute an aktivem
extrazellularen Enzym wichtig. Diese konnte ebenfalls durch den Einsatz des
elektrischen Feldes deutlich gesteigert werden, wobei noch Probleme fur die direkte
Anwendung in einem industriellen Prozess bestehen.

Nach Abtrennung der Mikroorganismen muss das produzierte Enzym weiter
verarbeitet und dabei aufkonzentriert werden. Auch fur diesen Ultrafiltrationsschritt
wurde der Einsatz der Elektrofiltration untersucht, wobei vor allem eine geringe
Salzkonzentration in der Lésung wichtig ist, um unerwlinschte Nebenreaktionen
(Ausfallungen etc.) zu vermeiden. Unter Berticksichtigung dieser Randbedingungen
konnten auch hier deutliche Steigerungen der Filtrationsperformance erzielt werden.
Da auch Protein- bzw. Enzymgemische nach der Biomasseabtrennung haufig von
einander getrennt werden mussen, wurde dies ebenfalls mit elektrischen Feldern

untersucht, wobei ein binares Modellgemisch mit duRerst hohen Selektivitaten von



einander getrennt werden konnte. Eine Beschleunigung des Prozesses konnte
wiederum nachgewiesen werden.

Die Enzyme, welche bei den Elektrofiltrationsverfahren evtl. in direkten Kontakt mit
der Elektrode kommen, sollten hier nicht zerstort oder beschadigt werden. Bei all
unseren Untersuchungen konnte kein Aktivitatsverlust durch BerUhrung mit den
Elektroden beobachtet werden. Dies ist eine sehr wichtige Voraussetzung fur die
Einsetzbarkeit dieses elektrokinetischen Verfahrens.

Da das eingebrachte elektrische Feld neben den gewinschten Effekten auch
unerwunschte mit sich bringt, wie die elektrolytische Zersetzung von Wasser unter
Energieverbrauch, wurde ein Konzept entwickelt, das die Effizienz des
Energieverbrauchs in der Elektrofiltration steigern soll: Die Verwendung eines
inhomogenen E-Felds in einem Elektrokerzenfilter ermoglichte einen reduzierten
Energieverbrauch im Vergleich zur ebenen Anwendung. Die erzielte
Energieersparnis konnte allerdings aufgrund von konstruktiven Hindernissen nicht
auf das erhoffte Niveau gebracht werden.

Das Projekt als Ganzes demonstriert, dass die Elektrofiltration ein Verfahren ist, das
im Bereich der Enzymproduktion gleich an mehreren Stellen eingesetzt werden
konnte. Allerdings mussen wichtige Randbedingungen unbedingt eingehalten
werden, wie beispielsweise ein hohes Zetapotential bei den zu beeinflussenden
Molekulen. Dem Anwender einer Filtrationsanlage ist durch das elektrische Feld ein
weiterer Freiheitsgrad gegeben, um seinen Prozess so auszulegen, dass hohe
Reinheit in kurzer Zeit erzielt und so die Umwelt geschont werden kann. Die
Verbesserung von Bioseparationsmethoden ist noétig, um biotechnologische
Verfahren zu starken, von welchen eine deutlich geringere Umweltbelastung im

Vergleich zu konkurrierenden Methoden zu erwarten ist 2.

Anlass und Zielsetzung des Projekts

Die groBer werdende Nutzung biotechnologischer Verfahren zur Bildung von
Produkten verlangen technisch ausgereifte Ldsungen zur Handhabung und
Verarbeitung von biologischen Medien. Biotechnologische Prozesse, bei denen
ganze Zellen als Biokatalysatoren eingesetzt werden, haben die Eigenschaft niedrige
Produktivitaten im Vergleich zu chemischen Prozessen zu bieten. Der Produktstrom
ist meist sehr verdinnt und eine lange Kette von hintereinander geschalteten

Aufarbeitungsschritten ist zur Isolation und Reinigung des Zielprodukts nétig. Ein
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Weg, den biotechnologischen Prozess zu verbessern, ist es, die Stamme durch
Mutanten-Screening oder rekombinante DNA-Technologien zu verbessern. Weiterhin
konnen verfahrenstechnische Ldsungen angestrebt werden. Hierbei kann der
Fermentationsprozess optimiert werden, wobei der am meisten verwendete Ansatz
die Erhdhung der Zell-Zahl im Fermenter ist >. Neben diesen Verbesserungen im
Upstream und in der Bioreaktion kann die Bioproduktaufarbeitung so verandert
werden, dass moglichst der Produktverlust in den einzelnen Aufarbeitungsschritten
minimiert und die Anzahl der bendétigten Schritte reduziert wird. Diese
Verbesserungen im Downstream-Prozess standen zunachst nicht im Zentrum der
biotechnologischen Prozessverbesserung. Das Potential hierbei ist jedoch sehr hoch,
so dass seit einigen Jahren verstarkt in diesem Bereich geforscht und untersucht

wird.

Downstream-Prozesse in biotechnologischen Produktionsverfahren erfordern haufig
einen groflen prozesstechnischen Aufwand und konnen aufgrund der instabilen
Biopolymere zu einer geringen Ausbeute des Zielprodukts fihren. Fur Enzyme gilt im
allgemeinen, dass sie in ihrer physiologischen Umgebung, d.h. in der intakten Zelle
oder im lebenden Gewebe am stabilsten sind. Wahrend der Aufarbeitung werden die
Enzyme Bedingungen ausgesetzt, die nicht den physiologischen Bedingungen
entsprechen und die sich daher negativ auf die Enzymaktivitat auswirken konnen. Im
Fall von intrazellularen Enzymen kommt hinzu, dass beim Zellaufschluss haufig
Proteasen freigesetzt werden, die das Zielenzym zerstéren kdnnen. Nach Kaufmann
nimmt die Aktivitdt und damit die Ausbeute an technisch verwertbarem Produkt
exponentiell mit der Verarbeitungszeit ab '. Verglichen mit der Stabilitit wihrend der
verschiedenen Aufarbeitungsschritte, ist die Stabilitdt des gereinigten und adaquat
gelagerten Endproduktes sehr grof3. Die Konsequenz hieraus ist, dass der gesamte
Enzymaufarbeitungsprozess so kurz wie moglich gestaltet werden sollte, um Verluste

zZU vermeiden.

Haufig werden Membranfiltrationen in der Aufarbeitung von Enzymen eingesetzt.
Damit werden Feststoffe, wie Biomasse abgetrennt, Biopolymergemische fraktioniert,
Enzyme aufkonzentriert oder in einer Diafiltration gereinigt bzw. ein definierter
Salzgehalt eingestellt. Die Filtrationsschritte bilden jedoch haufig den Engpass beim
Downstream von Bioprozessen, denn Biopolymere und Biomasse weisen nahezu
undurchlassige, kompressible Filterkuchen mit  groRem spezifischem

Kuchenwiderstand auf. Daher sind klassische Dead-End-Filtrationen grof3technisch
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meist nicht anwendbar. Um eine ausreichende Filterperformance und damit
moderate Filtrationszeiten zu erreichen, muss der Aufbau einer Deckschicht auf der
Membran (Fouling) so weit wie mdglich verhindert werden. Daher werden bei der
Enzymherstellung meist Querstromfiltrationen (CFF) eingesetzt. Bei diesen erzeugt
die tangentiale Uberstromung der Membran ein Scherkraftfeld, das einen stetigen
Abtrag der Membrandeckschicht bewirkt. Die Nachteile der CFF sind neben einer zu
geringen Filterperformance und damit langen Filtrationszeiten, die hohen
Scherkrafte, die auf die Biopolymere wirken und zu deren Deaktivierung flhren
kénnen *°. Ferner sind Biodispersionen haufig sehr viskos. Das Einstellen einer
turbulenten  Stromung im  Filtermodul erfordert deshalb einen grofen
Pumpenergieeintrag bzw. macht das Aufkonzentrieren auf hohe Endkonzentrationen

nahezu unmaoglich.

In der Literatur werden weitere Moglichkeiten zur Reduzierung der Deckschichtdicke
auf der Membran diskutiert. Biopolymere sind durch ihre funktionellen Gruppen, z. B.
Carboxyl- und Aminogruppen, vergleichsweise stark geladen. So kann durch ein
elektrisches Feld, das auf die Biopolymere wirkt, der Filterkuchenaufbau drastisch
reduziert werden. Die Vorteile einer Elektrofiltration im Vergleich zur CFF liegen in
der schonenderen und trotzdem effektiveren Reduzierung der Deckschichtdicke. Mit
ihr sind bei kiurzeren Filtrationszeiten hohere Endkonzentrationen maglich. Trotzdem
werden Elektrofiltrationsverfahren derzeit noch nicht industriell angewendet, da
Probleme wie chemische Reaktionen an den Elektroden, hoher Energiebedarf und
Warmeentwicklung mit dem Verfahren assoziiert werden °. Die Elektrofiltration besitzt
jedoch ein grofles Optimierungspotential im Hinblick auf die oben genannten
Nachteile. Durch entsprechende Weiterentwicklungen kann sie fur die
grofl3technische Enzymproduktion zu einer vielversprechenden Alternative zur CFF

werden.

Etwa 60 % der weltweit hergestellten grotechnischen Enzyme sind Proteasen . Sie
finden lhre Anwendung vor allem in der Lebensmittel- und Waschmittelindustrie.
Extrazellulare Proteasen flr diesen Bereich werden in grollen Chargen produziert.
Das Downstream-Processing beschrankt sich im wesentlichen auf die
Biomasseabtrennung und die Enzymaufkonzentrierung. Eine aufwendige Reinigung
der Enzyme ist meist nicht notwendig.

Alkalische Proteasen sind ein  Standardinhaltsstoff von Wasch- und

Reinigungsmitteln. 25 % der weltweit verkauften Enzyme sind Proteasen fur die
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Wasch- und Reinigungsmittelindustrie. Ein Schllsselparameter von Proteasen fir
Waschmittel ist ihr isoelektrischer Punkt . Dieser sollte ungefahr dem pH der
Waschlauge entsprechen, also im neutralen bis basischen Bereich liegen. Unterhalb
des isoelektrischen Punktes sind Enzyme positiv geladen. Die Biomasseabtrennung
mit Hilfe der Elektrofiltration sollte idealerweise in diesem pH-Bereich durchgeflhrt
werden, da Biomasse Feststoffe, DNS und Polysaccharide meist negativ geladen
sind. Wahrend der Filtration wirkt auf das positiv geladene Enzym zusatzlich zur
Konvektion eine elektrophoretische Kraft mit gleicher Richtung. Dies fuhrt zu einer
Abreicherung des Enzyms im Filterkuchen, welcher auf der Anodenseite
abgeschieden ist. Das positiv geladene Proteasenmolekul wird durch die Kathode
angezogen und gelangt somit durch die kathodenseitige Membran ins Filtrat.

Daher wurden in diesem Projekt die Elektrofiltration fir diesen Bereich der
industriellen Produktion untersucht werden. Zum einen wurde die Abtrennung der
Biomasse, also die Primarseparation, zum anderen die Enzymkonzentrierung
untersucht werden. Des weiteren kann die Fraktionierung von Gemischen, die ein
Protein bzw. Enzym enthalten durch die Elektrofiltration eine viel versprechende
Alternative zu gangigen Methoden sein. Man kann dabei neben der sterischen
Trennwirkung der Membran die unterschiedlichen elektrophoretischen Mobilitaten der
Biomolekule nutzen. Weiterhin sollte das Verfahren der Elektrofiltration
weiterentwickelt werden, um eine effizientere Nutzung der eingebrachten
elektrischen Energie zu bewirken.

Bei der Abtrennung eines enzymatischen Produkts von der Biomasse sollte durch die
hohere Konzentrierung, welche mit dem Uberlagerten E-Feld moglich ist, die
Ausbeute an Enzym in der Filtratflissigkeit gesteigert. Zum anderen kann eine
normalerweise noétige Verdunnung der Ausgangslosung, welche einer
Ausbeutesteigerung an Enzym dient, vermieden werden. Dies bedeutet z.B. bei einer
Verdopplung der  moglichen  Endkonzentration  eine  Reduktion  der
Verdunnungsflissigkeit um 1 Liter pro Liter Ausgangssuspension.

Als weitere Zielsetzung sei die Einsparung an Verfahrenseinheiten erwahnt. Durch
eine starke Konzentrierung einer Enzymldsung, ertbrigt sich das Eindampfen der
Enzymlosung. Weiterhin kdbnnen eventuell nétige Chromatographieschritte eingespart
werden, wenn durch eine fraktionierende Elektrofiltration bereits eine ausreichende

Reinheit des Produkts erreicht wurde.
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Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten
Methoden

Enzymaktivitéat

Enzymaktivitatstests spielen eine wesentliche Rolle bei der Untersuchung der
Elektrofiltration. Zum einen sollen Konzentrationen mit den Aktivitaten verglichen
werden, um noétige Aussagen uber eventuell auftretende Denaturierungen treffen zu
konnen, zum anderen konnen Aussagen Uber die Ausbeuten und Verteilungen des

Produkts in Filtrat und Retentat moglich gemacht werden.

Amylaseaktivitat

Die Amylaseaktivitat wird mit Hilfe des Phadebastests (Pharmacia AB, Uppsala)
durchgefiihrt ®. Diese Phadebas-Tabletten bestehen aus einem quervernetzten,
unléslichen und blaugefarbten Starke-Polymer und anderen Inhaltstoffen.

Nachdem man die unlésliche Tablette in wassrigem Puffer suspendiert und eine
Amylasenprobe hinzugegeben hat, hydrolysiert die a-Amylase das Polymer und es
entstehen 10sliche blaue Fragmente. Die Absorption der blauen Losung, gemessen

bei 620 nm, ist eine Funktion der a-Amylase-Aktivitat.
Proteaseaktivitat mit DMC

Das Substrat, NN-dimethyl Casein (DMC) (Fluka, Buchs), wird durch das
proteolytische Enzym in niedrig-molekulare Peptide und Aminoséuren hydrolysiert °.
Die freien Aminogruppen, die wahrend der Hydrolyse gebildet werden, reagieren mit
2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS) (Sigma-Aldrich, Seelze). Die Aktivitat wird mit
Hilfe einer Kalibrierkurve Uber die optische Dichte bei 425 nm berechnet, welche mit
Savinase®, der Firma Novozymes, welches eine Aktivitdt von 6 kNPU/g besitzt,

erstellt.

12



Lysozymtest

Fur die Bestimmung der Lysozymaktivitat wurde ein Verfahren der Firma SIGMA
verwendet, das auf einer Prozedur von Ruckenstein et al. basiert 9 Es handelt sich
dabei um ein Verfahren, bei dem zu einer Zellsuspension des Micrococcus
lysodeikticus mit bestimmter Konzentration die zu untersuchende lysozymhaltige
Losung zugegeben wird. Das Lysozym in der Probe |0st die Polysaccharidstruktur
der Zellwande des Micrococcus, wobei der OD-Wert, der bei 450 nm determiniert
wird, sinkt. Aus der Steigung des anfanglich linearen Abfalls der OD wird die

Lysozymaktivitat bestimmt.

HPLC

Bei dieser Arbeit wurde das SEC-Prinzip (GroélRenausschlusschromatographie)
angewendet. Hier findet die Flussigchromatographische Trennung polymerer
Vielstoffgemische durch Gréllenausschluss an makropordésen Gelen statt: Die

Molekule werden entsprechend ihres hydrodynamischen Volumens eluiert.

Es wurde eine Saule mit TSK-Gel 4000 SW (Silicate Water), 300 x id 7,5 mm,
Volumen 13,25 ml, Granulometrie 10 um, Porositat 4000 A verwendet. Der pH lag
zwischen 7,2 — 7,5, das Eluent bestand aus 826 ml 1/15 M KH2PO4 und 1174 ml 1/15
M NayHPO,4 bei pH 7. Der Eluentenfluss betrug 0,5 ml/min bei einer Analysendauer
von 35 Minuten. Der Saulendruck betrug 11 bar bei einer Saulentemperatur von
20°C.

Gesamtproteinbestimmung

Um die Gesamtkonzentration von Proteinen in Lésungen zu bestimmen, werden
haufig kolorimetrische Bestimmungsmethoden verwendet. Die Zahl dieser Methoden
hat sich in den letzten Jahrzehnten stark vermehrt, was in einem Anstieg an

11

Empfindlichkeit und Genauigkeit resultierte . Es werden mehrere verwendete

Methoden vorgestellt.
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Bestimmung nach Bradford **

Bei der Methode nach werden die Proteine in saurem Milieu an den Farbstoff
Coomassie-Blau G-250 gebunden. Dadurch entsteht ein Protein-Farbstoff-Komplex,
wodurch sich eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm
ergibt. Die Extinktion bei 595 nm kann dann als Mal} fur die Konzentration der
Proteine verwendet werden. Sedmak und Grossberg beobachteten, dass nur Peptide
mit einem Molekulargewicht gréfRer als 3000 Da einen Komplex mit Coomassie-Blau
bilden kdénnen '*. Diese Bestimmungsmethode ist unter anderem Basis fiir den

verwendeten ,Advanced Protein Assay“ APA (s.u.).
Biuret-Reaktion

Die Biuret-Reaktion basiert auf der Bildung eines Komplexes von Cu®*-lonen mit
Proteinen in alkalischer Losung. Kupfersulfat wird der Proteinlésung zugegeben,
wobei sich eine purpur-violette Farbe bildet, die auf die Komplexbildung von Cu?*-
lonen mit der Peptidbindung zuruckgeht.

Eine Weiterentwicklung dieser Methode wurde von Matsushita et al. beschrieben, bei
der es sich um eine umgekehrte Biuret-Reaktion handelt. Uberschiissige Cu?*-lonen,
die nicht in einem Proteinkomplex gebunden sind, werden mit Zitronenséure zu Cu’*-
lonen reduziert, wonach sie mit Bathocuproin komplexiert und somit gemessen

werden konnen ™,

Die Menge an Cu’-Bathocuproin-Komplex ist umgekehrt
proportional zur Proteinkonzentration. Diese umgekehrte Biuret-Reaktion hat den
Vorteil, dass sie empfindlicher als die klassische Biuret-Reaktion ist, wodurch
geringere Proteinkonzentrationen gemessen werden konnen.

Generell qilt fur die Biuret-Reaktion, dass es keine Abhangigkeit von der
Proteinzusammensetzung gibt. Der umgekehrte Biurettest stellt die Basis fur den

ESL-Test von Roche dar (s.u.)
Methode nach Lowry

Bei der Methode nach Lowry gehen die Proteine mit alkalischem Cu?*-Reagenz eine

dem Biuret-Komplex ahnliche Verbindung ein. Im Folgenden reduzieren die

15

komplexierten Proteine das Folin-Reagenz . Die Reduktion dieses Reagenzes
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bewirkt einen Farbumschlag von gelb nach blau und kann dann photometrisch

gemessen werden. Das Prinzip des Lowrytests geht in den APA (s.u.) ein.
Advanced Protein Assay (APA) 121%16

Der ,Advanced Protein Assay“ (APA) von Fluka ist ein kommerziell gehandelter
Proteintest. Die bereits beschriebenen Theorien sind die Basis fur diesen Test,
aulerdem geht noch laut Hersteller ein Testverfahren nach Fujita mit ein '®. Der APA
verbindet laut Hersteller (Fluka, Schweiz) die besten Eigenschaften von Bradford,
Lowry und Fujita. Die Abweichungen zwischen unterschiedlichen Proteinen sind
gering und die Nachweisgrenze liegt bei kleinen Konzentrationen

Durchfihrung:

Zunachst wird das UV/Vis Spectrophotometer der Firma Unicam, bei dem jeweils die
Differenz der Extinktion zweier Proben gemessen wird, auf eine fixe Wellenlange von
590 nm eingestellt. Es werden mit einer Pipette von Eppendorf 200 ul APA in eine
1,5 ml-Einmal-Klvette gegeben, wobei wegen der Zahflissigkeit der Losung, die
Pipette mindestens zweimal aufgezogen werden sollte, damit kein Fehler durch die
Benetzung des Inneren der Pipettenspitze entsteht. Um verschiedene
Konzentrationsbereiche gut messen zu kdnnen, wurden mehrere Kalibrierkurven mit
unterschiedlicher Verdunnung der Proteinlosung erstellt. Dies wurde mit
Rinderserumalbumin  (BSA) von Roth durchgefiuhrt. Fur  konzentrierte
Proteinlosungen (0,1-1 g /I, bezogen auf den BSA-Standart) wird zu den 200 ul APA
800 pl bidestilliertes Wasser zupipettiert und dann 10 ul Probe zugefugt. Nach
kurzem Durchmischen wird die Optische Dichte bei 590 nm gegen eine
Referenzklvette mit reinem Wasser bzw. Puffer gemessen. Ist die Konzentration zu
niedrig, so dass die OD einen Wert kleiner 0,050 hat, kann eine zweite Methode
verwendet werden, bei der statt 10 pl nun 100 ul Probe bei sonst gleicher Prozedur
verwendet werden. Diese Methode ist sinnvoll fir Konzentrationen im Bereich 0,01-
0,1 g/l Protein. Bei noch verdlinnteren Proteinldsungen wird zu den 200 pl APA kein

Wasser gegeben, sondern direkt 800 pl Probe.
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Protein Assay ESL

Der ,Protein Assay ESL (Exact, Sensitive, Low interference)’” der Firma Roche
basiert auf der umgekehrten Biuret-Reaktion (s.0.)

Durchfihrung:

In eine 1,5 ml-Einmal-Kivette werden 100 ul ,Reagenz A* (alkalische
Kupfertartratldsung) und 50 ul Probe gegeben und vermischt. Nach mindestens 5
Minuten wird dann 1000 ul ,Reagenz B (Ascorbinsaure, Bathocuproindisulfonsaure-
Lésung) zugegeben, durchmischt und nach exakt 30 Sekunden die Extinktion bei
485 nm gemessen. Da das Reagenz B zahflussig ist, sollte die Pipette mehr als
einmal aufgezogen bevor es in die Kuvette einpipettiert wird. Eine Kalibrierkurve
wurde mit BSA erstellt. Bei jeweiliger Durchfihrung einer Messreihe sollte der
Nullwert, also der Wert, der sich ergibt, wenn kein Protein in der Losung ist, neu

bestimmt werden. Dies ist der Wert mit der maximalen OD.

Durchfihrung der Filtrationsversuche

Von der zu filtrierenden Suspension wird zunachst die Leitfahigkeit mit dem
Conductivity Meter LF 538 der Firma WTW und der pH-Wert bestimmt. Dann wird die
Filterkammer (Abbildung 1) geflllt, wonach die restliche Ausgangslésung in den
Druckbehalter gegeben wird. Der Aufbau des Elektrokerzenfilters (EKF) ist ahnlich
der in Abbildung 1 gezeigten. Auf die Details hierbei wird im Ergebnisteil

eingegangen.
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Spiilfliissigkeit Einlass der Spiilfliissigkeit
mit Elektrolyse-  Biopolymerdispersion mit Elektrolyse-
produkte unter Uberdruck produkte

4 v 4

Filtrationskammer

Stiitzgitter aus
Plexiglas

Spiilfliissigkeit Spiilfliissigkeit
E-Feld
>

Abbildung 1: Aufbau der Elektro-Filterkammer

Fur den Spulkreislauf (siehe Abbildung 2) wird eine Losung hergestellt, die die
gleiche Leitfahigkeit wie die zu filtrierende Suspension hat. Hierfur wurde meist
Pufferlosung, z.B. Kaliumdihydrogenphosphat und Dikaliumhydrogenphosphat,
verwendet. Eine genau gewogene Menge Spulflussigkeit wird in den Vorlagebehalter
gegeben. Diese Menge muss bei der Konzentrationsbestimmung des Filtrats wieder
herausgerechnet werden. Sie betrug jeweils 200-400 ml in der Laboranlage, 1-3 | bei
Versuchen in der Pilotanlage bzw. mit dem Elektrokerzenfilter.

Mit einer Schlauchpumpe werden die beiden Spulkreislaufe betrieben. Der
Druckbehalter wird mit Hilfe der Manometer mit dem gewunschten Druck
beaufschlagt. Mittels PC wird das Steuer- und Messprogramm gestartet, welches
eine Aufnahme von Strom-, Spannungs- und Filtratmassenwerten Uber der
Filtrationszeit zulasst.

Wahrend der Elektrofiltrationsversuche werden einige Filtratproben von maximal 2,5

ml Menge zur Analyse genommen, um die Proteinkonzentration bzw. Enzymaktivitat
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des Filtrats wahrend der Filtration zu untersuchen. Um die Spulflissigkeit
herauszurechnen, wurden folgende Gleichungen verwendet, die aufgrund der

Massenbilanz gelten:

_ CProbe,l : (VFiltrat,l + VSpiilﬂiissigkeit) 1
CFiltrat,l - V ( )

Filtrat,1
n-1
Corapen " (Vrirarn T Vs pilissigkeit )+ Z Copropei * Verobes
CFiltrat,n = n—1 = (2)
Vrittacn + Z Virobe

i=l

Gleichung 1 fur die erste Probe, fur alle folgenden muss der sich durch das
Probenziehen ergebende Fehler herausgerechnet werden (mittels Gleichung 2).
Hierbei ist cCpropen die Konzentration der gezogenen Probe n, Vrigan das
Filtratvolumen der Probe n, das bis zur Probenentnahme filtriert wurde, Vspimissigkeit
das Volumen der eingesetzten Spulflissigkeit. Statt der Konzentration kann auch die
Aktivitat der Probe eingesetzt werden, um die Aktivitat des Filtrats zu bestimmen.

Nach Beendigung des Versuchs wird die Anlage mit Hilfe eines Spulprotokolls
gereinigt. 4 Reinigungsschritte wurden nacheinander durchgefuhrt: Enzymatische
Reinigung mit P3-Ultrasil 53 der Firma ECOLAB, zur Entfernung von Restprotein.
Saurereinigung mit P3-Ultrasil 75 der Firma ECOLAB zur Deaktivierung und

Entfernung der Enzyme. Danach wurde mit Leitungswasser und VE-Wasser gesplilt.

Anlagenverbesserung: Temperierung

Die aus Vorgangerprojekten vorhandene Elektrofiltrationsanlage wurde zunachst
verbessert, indem eine Kuhlung eingebaut wurde. Zum einen sollte dies der
Reproduktionsgenauigkeit dienen, zum anderen auch verhindern, dass
thermosensible Biopolymere, wie Enzyme, denaturiert werden. Da Versuche mit
Enzymen durchgefiihrt werden sollten, war dies nétig. Es existieren zwei
verschiedene Filterkammern, eine Laborfiltrationseinheit (Kammervolumen 10 ml)
und eine Piloffiltrationsanlage (Kammervolumen 340 ml). Der in Abbildung 2
dargestellte Anlagenaufbau zeigt wie die Kihlung integriert wurde. Bei den beiden
Anlagen wurde sie unterschiedlich realisiert. Bei der kleinen Anlage wurde in den
Vorlagebehalter eine Kuhlschlange eingebracht, bei der groReren Einheit wurde das
Filtrat Gber einen Warmeubertrager geleitet, womit das gesamte System gekuhlt
werden konnte. Der zu Kkonstruierende Elektrokerzenfilter wird ahnlich der
Piloffiltrationsanlage dimensioniert, wodurch ermdoglicht wird, dass die komplette
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Peripherie dieser Anlage fur den EKF genutzt werden kann. Kuhlwasser steht Uber
die Hauskuhlwasseranlage zur Verfugung. Die Dimensionierung der Kuhlung wurde
durch Abschatzung mit Hilfe von Erfahrungswerten vergangener Versuche und durch

Bilanzierung durchgeflhrt. Die Temperatur wahrend der Versuche kann somit auf

13 °C konstant gehalten werden.

Druckbehilter
mit Bioplymerdispersion
| } [/ Kuhlung
|llll
AN =7
(:'}\.._/ i/
> —l
4 Y]
Vorlagebehilter
mit Puffer- |
Kathode Losung und |
Filtrat \
II
IIII
I|'t-i
pg I I vy
Waage —
aage o .

Abbildung 2: Aufbau der Elektrofiltrationsanlage

Kultivierung

Zur Untersuchung der Biomasseabtrennung wurden verschieden Systeme kultiviert.
Zum einen der wichtigste Mikroorganismus Bacillus licheniformis. Dieser wurde von

der DSMZ (Stamm 1969) erhalten und in verschiedenen Medien Kkultiviert. Er

zeichnet sich dadurch aus, dass er extrazellulare Enzyme (Alpha-Amylase,

Proteasen (neutral und alkalisch) produziert '’. Daher wurde dieser Stamm als
Modell fur die Proteasenproduktion verwendet und seine Filtrierbarkeit untersucht.

Weiterhin wurde die Mikroalge Porphyridium purpureum filtriert. Algen sind viel
versprechende Organismen zur Produktion von verschiedensten Stoffen 2. Der
gewahlte Stamm sondert ein extrazellulares Polysaccharid aus, welches dazu fuhrt,
dass die Kultivierungsbrihe schlecht filtrierbar ist. Die Mikroalge bildet durch die an

jede Zelle anhaftende Polysaccharidschicht einen schleimigen Filterkuchen, der
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jedoch elektrophoretisch beeinflussbar ist. Die Alge ist deutlich groRer als ein
Bakterium (Durchmesser ca. 6,5 ym).

Als drittes System wurde die Hefe Saccharomyces cervisiae kultiviert und filtriert. Sie
besteht im Vergleich zum Bakterium ebenfalls aus groRen Zellen (6-8 um), bildet
jedoch keine Polysaccharid-Hulle aus und ist daher deutlich einfacher zu filtrieren.
Die verschiedenen Systeme wurden untersucht, um die Forschung maglichst breit zu
gestalten. Die Produktion von Enzymen im sehr grof3en, industriellen Malistabe
(Proteasen, Amylasen) geschieht momentan hauptsachlich mit der Gattung Bacillus.
Allerdings werden andere Enzyme mit anderen Organismen produziert. Um heraus
zu finden, ob die Elektrofiltration eine geeignete Methode zur Primarseparation ist,
mussen verschiedene Parameter variiert werden, die zeigen, wann ein
wirtschaftlicher und dkologischer Einsatz der Technik moglich ist.

In den Tabellen 1-3 sind die Medienzusammensetzungen der Kultivierungen zu

sehen, welche sich als geeignet erwiesen haben.

Komponente Konzentration [g/I]
Na-Citrat 1
(NH4) 2SO4 5
MgSO4 0,2
KH,PO4 0,037
KoHPO4 0,068
Glukose/Starke 25-30
Komponente Konzentration [mg/I]
CaCly 2,2
NazMoO4 0,24
FeS04*7 H.0 5,2
ZnS0O4*7 HL0 7,2
CuCly*2 H20 0,85

Tabelle 1: Zusammensetzung des synthetischen Mediums zur Produktion von

Bacillus licheniformis




Komponente Konzentration [g/I]
NaCl 297
MgSO4*7H20 72,6
MgCl,*6 H,0 61,6
CaCly*2 H20 16,5
KNO3 11
KH2PO4 0,77
NaHCO3 0,44
TrisHCI 34,672

pH 7,6
Tabelle 2: Zusammensetzung des Salzwassermediums zur Produktion von

Porphyridium purpureum

Komponente Konzentration [g/l]
Hefeextrakt 3
Malzextrakt 3

Pepton 5
Glukose 20

Tabelle 3: Zusammensetzung des komplexen Mediums zur Produktion von

Saccharomyces cervisiae

Kultivierung eines Modellsystems zur Produktion extrazellularer

Enzyme:

Bacillus licheniformis produziert extrazellular Enzyme. Sowohl eine alkalische
Protease als auch eine Alpha-Amylase werden sekretiert . Um eine genaue
Analytik der Enzyme zu ermdglichen, wurde versucht ein synthetisches Medium zu
finden, welches gutes Wachstum ermoglicht, dabei jedoch genau definiert ist.
Tabelle 1 zeigt die Medienzusammensetzung, die sich als gut geeignet erwiesen hat.
Komplexe Medien haben sich fur die Analytik als schwierig erwiesen, da sie
undefinierte Mengen verschiedener Proteine und Peptide enthalten. Das gefundene
synthetische Medium garantierte ein gutes Wachstum bei gleichzeitig einfacher
Analytik.

21



Somit konnte das Bakterium so kultiviert werde, so dass innerhalb von einem Tag
eine BTM von ca. 6 g/l erreicht wurde. Der Verlauf der OD einer Kultivierung ist in

Abbildung 3 zu ersehen.
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Kultivierungszeit t [h]
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Abbildung 3: Kultivierungsverlauf von Bacillus licheniformis fur unterschiedliche C-
Quellen (1 OD-Einheit entspricht ca. 0,3 g BTM/I)

Um ausreichend Enzym zu produzieren wurde Starke als C-Quelle benutzt, da diese
hohere Proteasenproduktionsraten erwarten Iasst '®. Durch die Induktion mit Casein
nach einem Tag Wachstum konnte eine Aktivitat von ca. 70 NPU/ml erreicht werden
(siehe Abbildung 4). Fur die Amylasenproduktion wurde ebenfalls Starke als C-
Quelle genutzt und ca. 10 U/ml erreicht. Bacillus licheniformis hat sich daher als ein
geeigneter Mikroorganismus erwiesen, mit dem Kaultivierungen zur anschlieRenden

Filtrationsuntersuchung durchgefuhrt werden kdnnen.
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Abbildung 4: Aktivitatssteigerung (Protease) wahrend der Kultivierung durch

Induktion mit Casein
Kultivierung von Porphyridium purpureum:

Porphyridium purpureum ist eine einzellige Rotalge, die unter vielen anderen
Produkten das fur die chemische und pharmazeutische Industrie wichtige Pigment
Phycobillin (Nutzung als Fluoreszenzfarbstoff) produziert.

Bei Mikroalgen liegt der Anteil von hoch ungesattigten C 20-Fettsauren mit bis zu
45 % der gesamten Fettsdauren besonders hoch. lhre praventive Wirkung gegen
Herz-Kreislauferkrankungen ist erwiesen. Die biotechnologische Nutzung der
Mikroalgen weitet sich aber auch auf verschiedene andere Anwendungsgebiete, wie
z.B. Abwassertechnik zur Reinigung von schwermetallbelasteter Abwasser;
Beurteilung der Wasserqualitat; aber auch in der Nanotechnologie, wo die
biologischen Feinstrukturen als Produkte betrachtet werden ™.

Die Rotalge wachst sehr gut in einem kunstlichen Salzwassermedium (ASW: artificial
salt medium) siehe Tabelle 2.

Ihre GroRe betragt ca. 6,5 ym. Die verwendeten Anreicherungsbedingungen sind:
Temperatur: 20 °C (Ruhrreaktor) 24 °C (Schuttelkolbenkultur); CO»,-Konzentration: 3
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% (d.h.Begasungsrate: 60ml/lI/min); pH-Wert: 7,6; Schuttlerfrequenz: 300 U/min;
Wachstumsrate: 0,16 / Tag Lichtintensitat: 25 uE/(m?*s).

Wie in Abbildung 5 zu erkennen ist, dauert die Kultivierung mehrere Tage, um eine
gewisse Biomassenkonzentration zu erhalten. Diese ist immer noch relativ gering.
Nach einer solchen Batchphase wurde die Kultivierungsbrihe filtriert, um den

Einfluss des elektrischen Feldes auf die Filtrationskinetik zu untersuchen.
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Abbildung 5: Kultivierungsverlauf von Porphyridium purpureum

Kultivierung von Saccharomyces cervisiae:

Saccharomyces cerevisiae wurde nach Ubertragung der Stammkultur auf
Universalnahrboden fir etwa 48 Stunden bei 30 °C Celsius wachsen gelassen.
Danach wurden die frisch gewachsenen Kulturen ausschlieBlich in Schittelkolben mit
YM-Medium (vgl. Tabelle 3) zwischen 24 bis 48 Stunden bei 30 °C Celsius kultiviert.
Die von uns gewahlten Anreicherungsbedingungen flir Saccharomyces cerevisiae in
Schuttelkolben sind: Temperatur: 30 °C Celsius; Glukosegehalt: 30 gl/l;
Schattelfrequenz: 100 Umdrehungen pro Minute; pH-Wert: 5,8; Kultivierungszeit: 24-
48 Stunden.
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In dieser Zeit wurde etwa eine BTM-Konzentration von 5-6 g/l erreicht (Daten nicht
dargestellt). Die Biosuspension wurde anschliellend in Filtrationsversuchen

eingesetzt.

Ergebnisse

Biomasseabtrennung (Priméarseparation)

Abtrennung von Bacillus licheniformis

Das erste Einsatzgebiet der Elektrofiltration sollte die Primarseparation nach einer
Fermentation sein. Hierbei sollte die Biomasse abgetrennt und eingedickt werden,
das extrazellular gebildete Enzymprodukt aber moglichst vollstandig ins Filtrat
gelangen. Das elektrische Feld bewirkt hierbei eine Filterkuchenreduktion durch
Elektrophorese. Dies resultiert in einer Erhohung der Filtrationsgeschwindigkeit. Die
Reduktion der als Sekundarmembran wirksamen Filterdeckschicht kann weiterhin die
Produkttransmission erhdhen.

Nach einer Bacillus-Kultivierung wurde die Biosuspension konventionell in der
Filterpresse filtriert. In Abbildung 6 ist die Filtratmasse Uber der Zeit aufgetragen.
Nach ca. 10000 s wird dem Prozess ein elektrisches Feld Uberlagert, wodurch sich
die Filtrationsgeschwindigkeit deutlich erhoht. Einerseits bewirkt die Elektroosmose
einen erhohten Filtratfluss, andererseits bewirkt die elektrophoretische Bewegung der
geladenen Bacillen (Zetapotential -20 - -30 mV) in Richtung Anode einen
Kuchenabbau auf der Kathodenseite. Durch diese Effekte kann innerhalb von einem
Funftel der Zeit, die bisher zur Filtration bendtigt wurde, das Filtratvolumen

verdoppelt werden.
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Abbildung 6: Filtrat Uber der Zeit fur eine Pressfiltration, der bei ca. 10000 s ein

elektrisches Feld uberlagert wird

Wird von vorneherein eine Elektrofiltration durchgeflhrt, so ist der Effekt noch
deutlicher. In Abbildung 7 ist ein t/V Uber V-Diagramm einer Filtration mit und ohne E-
Feld dargestellt. Die Steigung in dieser Art der Auftragung ist proportional zum
Filtrationswiderstand. Je geringer die Steigung, desto weniger Widerstand, also desto
besser die Filtration. Wie zu erkennen ist, kann mit E-Feld die Steigung deutlich
reduziert werden, so dass ein Filtratvolumen von etwa 700 ml in einem Zehntel der

Zeit erreicht wird.
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Abbildung 7: Filtrationskinetik im Vergleich zwischen Pressfiltration und

Elektrofiltration fir eine Biomasseabtrennung

Abbildung 8: Vergleich der Kathoden (links)- und Anodenseite (rechts) der

Filterkammer nach einer Elektrofiltration von Bacillus licheniformis

Die Frage, ob Mikroorganismen tatsachlich elektrophoretisch wandern, also die
Filtrationsgeschwindigkeit nicht etwa nur durch elektroosmotische Effekte gesteigert
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wird, kann klar positiv beantwortet werden. Abbildung 8 zeigt die beiden
Filterplattenseiten nach einer Filtration mit Uberlagertem E-Feld. Wie zu erkennen ist,
unterscheiden sich die beiden gebildeten Deckschichten deutlich. Auf der
Kathodenseite, von welcher die Partikeln abgestolien werden, ist ein erkennbar
kleinerer, weniger kompakter Filterkuchen zu erkennen als auf der Anodenseite. Das
Messen der Filterkuchenmassen ergab, dass bei diesen Versuchen ca. 5-7 mal mehr

Filterkuchen auf der Anodenseite abgeschieden wurde.
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Abbildung 9: Aktivitatsausbeute Uber dem Filtratvolumen fur die Filtration mit und

ohne Feld in der Laboranlage

Die Ausbeute an aktivem Enzym ist neben der Filtrationsgeschwindigkeit von
entscheidender Bedeutung. Hier ist die Frage, ob durch den Einsatz des E-Feldes
diese Ausbeute gesteigert werden kann oder ob etwa die Enzyme an den
Elektroden, mit denen sie nach einer Transmission durch die Membran in Kontakt
kommen konnen, merklich zerstort werden. Zur Untersuchung wurden zunachst
Versuche in einer Labor-Elektrofiltrations-Apparatur durchgeflihrt, bei welchen
Filtratproben wahrend des Versuchs gezogen wurden. Abbildung 9 =zeigt die

Ausbeute an aktivem Enzym (Protease) Uber dem Filtratvolumen im Vergleich
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zwischen Elektrofiltration und Pressfiltration. Durch das E-Feld konnte die Ausbeute
an Enzym sichtlich gesteigert werden, so dass zum Ende der Versuche ca. 20-30 %
mehr Protease erhalten wurden. Die Befurchtung, dass an den Elektroden merkliche

Enzymzerstérung stattfindet, kann hier daher nicht bestatigt werden.
Biomassesepartion bei Novozymes (Kopenhagen, Danemark)

Zusatzlich zu den in unseren Labors durchgeflhrten Versuchen, hat Novozymes
(Novo Nordisk, Danemark) auch Versuche in den dortigen Forschungslabors
ermoglicht. Biosuspensionen wurden dort bereitgestellt, welche mit unserer
Pilotanlage filtriert wurden. Abbildung 10 zeigt, dass auch mit den realen
Biosuspensionen, welche deutlich hoher konzentriert als unsere Laborsuspensionen
waren, durch eine E-Feldsteigerung ein positiver Effekt eintritt. Die Verdopplung des

E-Feldes brachte eine starke Steigerung der Filtrationsgeschwindigkeit.

1200 1
1000 1 — Enzym S -pH7-40V
Enzym S -pH7-80V
800 -
o
2
=
600 1
£
=
[
400 1
200 1
TETEX- 1,5um Tuch
0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 T000 8000

Filtrationszeit t [s]

Abbildung 10: Filtratmasse Uber der Zeit bei Versuchen mit realer Biosuspension bei

Novozymes mit unterschiedlich starkem E-Feld
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Abbildung 11 stellt ebenfalls dar, dass durch das Anlegen von 30 V Spannung (1400
V/m) der Filtratfluss deutlich erhoht werden kann.
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Abbildung 11: Filtratmasse Uber der Zeit bei Versuchen mit realer Biosuspension bei

Novozymes mit und ohne E-Feld. Elektrofiltration fur pH 5 und pH 7

Die Werte der beiden Abbildungen sind aufgrund nicht geeigneten Equipments
(Waagen, Pumpen, Behalter) bei Novozymes zustande gekommen. Die von uns
mitgebrachten Systeme waren im Maldstab zu grof3.

Bei der Ausbeute an aktivem Enzym konnte jedoch nicht der gewlnschte Effekt
gezeigt werden. Filtrationen mit und ohne E-Feld zeigten eine Enzymtransmission

von etwa 50 % (siehe Abbildung 12).
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2
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Abbildung 12: Ausbeute an aktivem Enzym (Protease) nach Filtrationen mit und ohne

E-Feld zur Biomasseabtrennung bei Novozymes

Biomasseseparation: Porphyridium purpureum

Auch die Mikroalge Porphyridium purpureum wurde filtriert. Hierbei ergab sich der
Filtrationsverlauf, der in Abbildung 13 wiedergegeben wird. Zu Beginn der Filtration
konnte durch das elektrische Feld eine deutliche Beschleunigung des Filtratflusses
erreicht werden. Zwar ist die Steigung beider Kurven nach etwa 500 s parallel,
jedoch ist zu beachten, dass der Filtrationsdruck beim Versuch mit elektrischem Feld
nur etwa halb so gro® war wie beim Versuch ohne der E-Feld. Die in der Legende
des Diagramms angegebenen Parameter unterscheiden sich von den bisherigen
Angaben dahin gehend, dass hier der Strom, nicht die Spannung geregelt wurde.
Dies hatte den Grund darin, dass das fur P. purpureum noétige Salzmedium eine sehr
hohe Leitfahigkeit hatte und daher ein relativ grol3er Strom bei geringer angelegter
Spannung zu verzeichnen war. Da die Kabel nur bis 15 A vorgesehen sind und auch
die Bildung von Elektrolyse-Produkten bis zu dieser Stromstarke ohne weiteren
Aufwand gehandhabt werden kann, wurde in diesem Fall auf eine maximale
Stromstarke von 15 A geregelt. Der Spannungsverlauf zeigt jedoch, dass die
Spannung sich nur leicht im Verlauf des Versuchs andert, von 13 auf 16 V.

Es kann festgehalten werden, dass die Filtrationskinetik von der relativ grof3en

Mikroalge deutlich durch das elektrische Feld beeinflusst werden konnte und somit
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dieses System prinzipiell fir die Anwendung der Elektrofiltration geeignet ware, wenn

nicht die Leitfahigkeit des Mediums so hoch gewesen ware.

1400 - —2bar; 0V; BTM:0,242g/l;

1200 | "o ThariSABTM:0.24200 | -

1000 A -

800 1 T

600 - e

Filtratvolumen V [ml

4001 ~

200 1

0 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000

Filtrationszeit t [s]

Abbildung 13: Filtratvolumen Uber die Filtrationszeit bei der Filtration von P.

purpureum mit und ohne elektrischem Feld

Biomasseseparation: Saccharomyces cervisiae

Als dritter Mikroorganismus wurde die Hefe Saccharomyces cervisiae untersucht.
Diese ist deutlich leichter zu filtrieren als die vorherig beschriebenen Organismen. In
Abbildung 14 ist die Filtration fir verschiedene angelegte Spannungen zu ersehen.
Es ist kaum ein Unterschied zwischen den Versuchen zu erkennen, obwohl das
Zetapotential etwa gleich gro® war wie bei Bacillus oder der Alge. Der Grund hierfur
ist die generell relativ einfache Filtrierbarkeit der Hefe, die zu hohen Filtratstromen
fuhrt. Die somit ebenfalls hohen hydrodynamischen Widerstandskrafte Ubersteigen

die elektrische Kraft um etwa zwei GréRRenordnungen:

F,=4-w-¢,-¢, 1r,-¢-FE 3)

F =6-m-n-r-v (4)
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Abbildung 14: Filtration der Hefe Saccharomyces cervisiae

In Tabelle 4 sind Daten fir die Berechnung der Krafte auf die Mikroorganismen
gegeben. Das Verhaltnis aus hydrodynamischem Widerstand und elektrischer Kraft
solite fur die Elektrofiltration mdoglichst gering sein. Fur die Berechnung der
hydrodynamischen Widerstandskraft wurde ein Mittelwert des spezifischen
Filtratflusses verwendet, der sich in eine Stromungsgeschwindigkeit umrechnen
lasst. Wie zu erkennen ist, ist das Verhaltnis der Krafte fur Bacillus licheniformis am
besten, was auch in den Versuchen gezeigt werden konnte. Die Werte des
elektrischen Feldes unterscheiden sich jeweils, da es unterschiedliche Leitfahigkeiten
gab und darum auch unterschiedliche Spannungen angelegt werden mussten. Das
effektiv in der Kammer wirksame elektrische Feld wurde mit folgender Gleichung
berechnet, die voraussetzt, dass sich die Leitfahigkeit innerhalb der Kammer isotrop
und uber die Versuchsdauer konstant verhalt:

1
E = A (9)
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hydrodyn. E [V/m] Zetapotential Fiya [N] Fq [N] Frya/Fo
Durchm. [pm] [mV]
Bacillus 0,8 392 -25 2,4E-14 3,5E-14 0,69
licheniformis
Porphyridium 6,5 222 -27,5 1,0E-11 1,8E-13 57
purpureum
Saccharomyces 7 697 -30 9,6E-11 6,5E-13 147
cerevisiae

Tabelle 4: Berechnete Krafte auf die unterschiedlichen Mikroorganismen

Enzymkonzentrierung

Neben der Primarseparation in einem Mikrofiltrationsschritt, sollte auch die
Elektrofiltration fur die Enzymkonzentrierung in einer Ultrafiltration eingesetzt werden.
Hierzu ergaben Voruntersuchungen mit BSA Ergebnisse, die eine Steigerung der
Filtrationsgeschwindigkeit um einen Faktor 2 durch das E-Feld zeigten. Fur die
realen Systeme wurden Enzyme von Novozymes verwendet. Es wurde eine
Protease (Enzym S) konzentriert. Abbildung 15 zeigt die Kinetik einer
Presselektrofiltration und einer Pressfiltration  (Steigung ist MaR  fur
Filtrationswiderstand). Die Kinetik konnte deutlich durch den Einsatz des E-Felds

verbessert werden.
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Abbildung 15: Konzentrierung von Enzym S — Lésung von Novozymes (Retentat

Ultrafiltration ist Ausgangslésung)

Neben den kinetischen Untersuchungen sollte auch eine Evaluierung der
Enzymaktivitat bzw. deren Steigerung durchgefuhrt werden.

Bei Experimenten zur Konzentrierung stark salzhaltiger Enzymlésungen kommen die
Proteine nicht direkt mit den Elektroden in Kontakt. Es flossen jedoch relativ hohe
elektrische Strome, da die realen Suspensionen eine hohe Leitfahigkeit hatten.
Ausféllungen in der Filterkammer waren zu beobachten. Daher wurde die
Gesamtenzymaktivitdt in diesem Versuch reduziert. Der Grund hierfar ist
wahrscheinlich die elektrische Wanderung von hoher geladenen lonen (z.B. ca*
oder Mg?), welche sich in der Lésung befinden. Diese treffen auf die
Konzentrationspolarisationsschicht der Enzyme, wo sehr hohe Konzentrationen
herrschen. Diese beiden Umstande fihren zu einem Ausfallen, bzw. zur
Denaturierung der Enzyme. Weiterhin kann bei hohen Stromstarken evil. die
Migration von H;O*-lonen in die Filterkammer mdglicherweise nicht vollstandig
verhindert werden, sodass auch pH-Gradienten entstehen, die zur Aktivitatsabnahme
beitragen. Hier konnte ein Dialyseschritt vor der eigentlichen Filtration sinnvoll sein.
FUr das Enzym Amylase, das ebenfalls untersucht wurde, wurde durch Novozymes

entsalztes, konzentriertes Enzym bereitgestellt. Hier waren die Verluste an Aktivitat
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durch das E-Feld nicht mehr vorhanden. Der pH-Wert spielt hier jedoch fir die
Stabilitat eine wichtige Rolle. Abbildung 16 zeigt die Ausbeuten, also die gesamte
Enzymaktivitat in Filtrat und Retentat dividiert durch die mittels der Ausgangsldsung
errechneten, fur Versuche mit der Amylase. Der Einfluss des E-Felds scheint nicht
vorhanden, jedoch ist eine klare Abhangigkeit vom pH-Wert zu sehen. Bei pH 9

bleiben die Amylasemolekule relativ stabil.

mpH5 0V MpH580V OpH7;0V OpH7;80V ®WpH9 0V  mEpHY; 80V

1,2

pH 5 pH7 pHO

0,8

0,6

0,4 -

Wiedergewonnene Aktivitat

0,2

Abbildung 16: Wiedergewonnene Aktivitat (A(gemessen)/A(berechnet)) fur Amylase-

Press- und Presselektrofiltrationen bei unterschiedlichen pH-Werten

Enzymfraktionierung

Neben Enzymkonzentrierungen, ist auch die Fraktionierung von Proteinen eine
wichtige Aufgabe in der Enzymproduktion. Dies wird haufig im grélReren Malstab
durch chromatographische Verfahren bewerkstelligt, falls sehr hohe Selektivitaten
bendtigt werden. Der Einsatz der Elektrofiltration in diesem Bereich konnte auch eine
Alternative bringen, da neben der Nutzung der sterischen Eigenschaften bei der

konventionellen Ultrafiltration auch die elektrische Ladung als Separationsmerkmal
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genutzt wird. Abbildung 17 zeigt die Vorgange bei einer Elektro-Ultrafiltration zur
Enzym-  bzw.  Proteinfraktionierung. Es  wurden  zwei  verschiedene
Ultrafiltrationsmembranen verwendet, um das Gemisch sowohl sterisch als auch

elektrophoretisch zu trennen.

&
L
®
@ft;

E

Abbildung 17: Vorgange bei der zweiseitigen Elektrofiltration zur Fraktionierung eines

binaren Proteingemisches

Die Separierung des Modellsystems BSA (pl 4,9, 69 kDa) und Lysozym (pl 10,8,
14 kDa) zeigte deutliche Steigerungen der Transmission von Lysozym und
Reduzierungen fur die BSA-Transmission (Abbildung 18). Dies fuhrte zu sehr hohen
erreichten Selektivitaten im Prozess. Die Reinheit des als Produkt anzunehmenden
Lysozyms ist dadurch auflerst hoch. Weiterhin konnte ein starker Anstieg der

Filtrationsgeschwindigkeit durch das E-Feld erreicht werden (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 18: Proteintransmission bei einer binaren Fraktionierung mit und ohne
elektrisches Feld

Die fraktionierende Ultrafiltration ist daher neben der Enzymkonzentrierung und der

Biomasseabtrennung ein weiteres mogliches Einsatzgebiet der E-Filtration innerhalb

der industriellen Enzymproduktion. In weiteren Versuchen wurden Selektivitaten von
uber 800 ermittelt.
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Abbildung 19: Einfluss des E-Felds auf Selektivitat und Filtratfluss bei einer

Fraktionierung

Das elektrische Feld dient bei der fraktionierenden Filtration nicht nur der
Selektivitatsverbesserung, sondern kann die Filtration auch deutlich in deren Kinetik
verbessern. Filtrationen konnen gewohnlich durch die Erhohung des angelegten
Differenzdruck beschleunigt werden. Allerdings ist bei kompressiblen Medien oft eine
Grenze erreicht, ab der die Erhdhung des Filtrationsdruckes nur eine Komprimierung
der Deckschicht auf der Membran bewirkt, die diese wiederum weniger permeabel
werden lasst. Daher kann eine Erhdhung des Druckes in einem solchen Fall keine
wesentliche Erhohung der Filtrationsgeschwindigkeit bringen. In Abbildung 20 ist die
Fraktionierung des Gemisches aus BSA und Lysozym dargestellt, indem das
Filtratvolumen Uber die Zeit gezeichnet wurde. Die Erhdhung des angelegten
Druckes von ein auf zwei bar bringt bei den Versuchen ohne elektrisches Feld nichts,
allerdings steigert die Anlegung eines elektrischen Feldes die Ausbeute an Filtrat
enorm. Sowohl durch elektrophoretische Wanderung des BSA, das im Fall ohne E-
Feld auf beiden Filterkammerseiten eine Deckschicht bildet, auf die Anodenseite, als

auch elektroosmotische Effekte bewirken diese Beschleunigung.
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Abbildung 20: Filtratvolumen uber die Zeit bei Fraktionierungen mit verschiedenen

Dricken mit und ohne E-Feld

Enzymstabilitat in der Elektrofiltration

Da Enzyme in der Elektrofiltration auch direkt in Kontakt mit den Elektroden kommen
konnen, ist die Frage nahe liegend, ob diese an den Elektroden evtl. beschadigt oder
zerstort werden konnen. Um dies zu untersuchen wurden die im Filtrat vorliegenden
Enzyme sowohl mit Konzentrationsbestimmungsmethoden als auch mit
Enzymaktivitatstests bestimmt. Sollten Enzyme geschadigt werden, so misste sich
ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Werten ergeben. In Abbildung 21 ist
das Ergebnis solcher Untersuchungen in Form von Transmissionswerten gegeben.
Wie zu erkennen ist, waren die Unterschiede zwischen Konzentration und Aktivitat
nur gering und durch Messfehler zu erklaren. Laut Literatur kbnnen Enzyme durch

elektrische Felder geschadigt werden 2°.

Allerdings war der Effekt erst ab
Feldstarken zu beobachten, welche um 3 Grolenordnungen hoher lagen als sie in
der Elektrofiltration vorkommen. Dennoch war die Untersuchung notwendig, da bei
der Elektrofiltration langere Zeiten ein Einwirken des E-Felds auf die Enzyme
stattfinden kann und in Elektrodennahe (Helmholtzschicht) durchaus Felder der Hohe

erreicht werden, die zu einer Schadigung fuhren kdnnen.
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Abbildung 21: Transmissionswerte bei verschiedenen Experimenten, die mit

Aktivitats- und Konzentrationsbestimmungen ermittelt wurden.

Elektrokerzenfilter

Die Geometrie der ebenen Elektro-Filterplatten hat sich, wie in den Versuchen
gezeigt, bewahrt, jedoch sollte durch ein neues Konzept die Effizienz des
Energieverbrauchs gesteigert werden. Die Konstruktion des Elektrokerzenfilters
(EKF) war eine der wesentlichen Aufgaben innerhalb dieses Forschungsprojekts.
Durch diese Entwicklung sollte das Elektrofiltrationsprinzip vor allem hinsichtlich des
Energieverbrauchs verbessert werden. Um eine Vergleichbarkeit mit der
vorhandenen Filterplatte zu gewahrleisten, wurde der Filter so konstruiert, dass die
Membranflachen der Arbeitsmembran gleich grol3 sind. Weiterhin sollte das
Radienverhaltnis der beiden Membranen maoglichst grofd sein, jedoch noch so, dass
auch die Elektrodenabstande und Kammervolumina bei EKF und ebener Platte
moglichst im gleichen Bereich liegen. Die Malle sind in Tabelle 5 angegeben.

Abbildung 22 zeigt die Konstruktion und den gebauten Apparat.
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Konstruktion

Randbedingungen:

Es wurde ein Kerzenfilter konstruiert, der folgenden Anforderungen genugen soll:

Kammervolumen:

Abmessungen:

Spannungsbereich:
Maximaler Strom:

Elektrodenmaterial:

Dichtigkeit nach aufden, Druckfest bis 10 bar

Keine Kurzschlusse zwischen Filterkammer und
Elektrodenspulkammer. Die Elektroden sollen gleichmalig
uberstromt werden.

Demontierbarkeit und Montierbarkeit im ,Ein Mann“-Betrieb
Reinigbarkeit

SIP Fahigkeit

Sicherheit fuir Anwender

485 cm?

Hohe 250, @mem innen 30, Dmem auken 58,
Elektrodenabstand 20 mm

0-80V

15A

Ti, IrO2

Maximaler Betriebsdruck: 10 bar

Tabelle 5: MalRe und Betriebsparameter flr den Elektrokerzenfilter
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Abbildung 22: Konstruktion des Elektrokerzenfilters; Grafik zeigt den Prototyp;
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Elektroden: Gelb, Membran+Stutzgewebe: Grin, Spulzufihrung innen: Blau,
Spulzufihrung auf3en: Rot,Grau

-Befullung der Kammer von unten, zentral angeordnet

-Spulzufihrungen und Filtratablaufe sind ringférmig angeordnet

-Auldenelektrode ist mit Spulzufihrung auf’en (Rot,Grau) dicht verschraubt,
-Spulzufihrung innen (Blau) mit Uber Zentralmutter verschraubter Innenelektrode ist
durch Losen der Haltescheiben demontierbar

Bild EKF (rechts), 2-d-Ansicht (oben)

Bei dem Apparat muss der Raum zwischen der Elektrode und der Membran von
einer Spulflussigkeit durchstromt werden, um entstehende Elektrolysegase
auszutragen und einen negativen Effekt auf die Homogenitat des elektrischen Feldes
sowie chemische Reaktionen zwischen Substrat und Elektrolyseprodukten zu
verhindern. Um den dafur notwendigen Abstand zwischen Elektrode und Membrane
zu gewahrleisten, muss dieser Raum mit einem nicht leitfahigen, hochpordsen
Stutzmaterial geflllt werden. Um eine gleichmaRige Durchstromung des
Stutzmaterials zu gewahrleisten, muss die Aufgabe der Spulflissigkeit gleichmalig
auf dem gesamten Umfang erfolgen.

Die Filtrations- und Spulkammern darfen nicht durch einen Kurzschluss verbunden
sein, die Filtrationsmembranen mussen aber moglichst leicht ausgewechselt werden
kénnen und es sollen sowohl Mikro- wie auch Ultrafiltrationsmembranen eingesetzt
werden konnen.

Die Filtrationskammer ist entlUftbar.

Es war auf eine Konstruktion ohne Totzonen zu achten, da sowohl die CIP- wie auch
die SIP-Fahigkeit gewahrleistet sein sollte.

Bedingt durch die vorgegebenen Durchmesser der Elektroden gestaltete sich die
konstruktive Losung der Abdichtung/Klemmung bei den Membranen als die grofite
Hurde.

Inbetriebnahme

Bei einem Montage/Funktionstest ergaben sich folgende Probleme:
- Montage des unteren Spannrings Aulienelektrode; Hier musste

Spezialwerkzeug angefertigt werden
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- Dichtringe: die verwendeten Standart O-Ringe mussten gegen
der Geometrie angepasste, gegossene Konturringe aus Silikon

0.a. getauscht werden.

Abschlielend bleibt anzumerken, dass das Design des Prototypen nicht einer
industriell einsetzbaren Variante entspricht. HierfUr missen u.a. Spritzgussteile zum
Einsatz kommen; Fur die Klemmung der Membranen sind Kaufteile zu ermitteln, das
Stutzgewebe und die Membranen mussen ringformig vorkonfektioniert erhaltlich sein,

z.B. in Form einer Keramikmembran.

Polymermembranabdichtung im EKF

Eines der Hauptprobleme ergab sich, die zylinderférmige Membran in dichtem
Zustand in die Apparatur einzubauen. Sowohl an der Ober- bzw. Unterseite als auch
an der Klebstrecke entlang der Membran musste eine Losung gefunden werden, die
garantiert, dass keine Ausgangslosung ins Filtrat gelangen kann. Zunachst war ein
Konzept vorgesehen, das die Dichtung an der Ober- und Unterseite mit O-Ringen
und deren Andrucken auf die Membran bewerkstelligt. Da allerdings das unter der
Membran befindliche Stutzgitter zur Spulung der Elektroden nicht eben ist, konnte
kein ausreichender, gleichmaliger Druck auf die Berthrstelle Membran-O-Ring
aufgebracht werden. Eine Lésung des Konzepts konnte der Austausch der letzten
Stucke des Stutzgitters durch einen glatten Ring sein, der mit Rillen versehen ist,
damit die Spulflussigkeit weiterhin hindurch treten kann (siehe Abbildung 30 im
Anhang). Allerdings ist dann noch die Uberlappungsstelle der Membran eine
Unférmigkeit, die ebenfalls zu einer Undichtigkeit fihren kann. Daher wurde
beschlossen zunachst die Ober- und Unterseite mit Silikon zu dichten. Der Nachteil
dabei ist, dass die Membran nicht zerstorungsfrei ausgebaut werden kann, sondern
im EKF gereinigt werden muss.

Neben der Ober- bzw. Unterseitendichtung musste auch ein geeignetes Verfahren
zur Dichtung an der Flgestelle der Membran gefunden werden (Abbildung 23). Der
Grund fur dieses Problem liegt u.a. darin, dass keine zylinderformigen
Polymermembranen von den Herstellern geliefert werden. Die Empfehlung dieses
Membranherstellers war, die Stelle zu kleben. Ein externer Fachmann wurde bzgl.

der Auswahl des Klebstoffes befragt, jedoch war der vorgeschlagene Klebstoff nicht
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geeignet, da er die Membran angriff. Eine weitere Recherche endete ohne Ergebnis.
Vor allem die Information bzgl. der Verklebung des Materials Polyethersulfon war
schwierig zu finden. Eine Alternative konnte das Schweil3en sein, jedoch waren erste
Versuche problematisch, da die Verschweildung Uber 26 cm Lange nicht einfach
bewaltigbar ist. Zu langes Erhitzen, kann zum Durchbruch der Schweil3stelle flhren,
zu kurzes Erhitzen resultiert in nicht ausreichender Verschwei3ung.

Daher wurden weitere Kleber empirisch gesucht. Ein industrieller Klebhersteller
(Weicon) wurde konsultiert, die groflen Klebefirmen (Uhu, Tesa, Pattex) befragt.
Nach Versuchen Uber die Verklebung, zeigte sich vor allem die Schwierigkeit, dass
die Klebung in der Nasse halten muss. Als noch am besten geeigneter Kleber stellte
sich UHU PVC heraus. Dieser hat zwar den Nachteil, dass die Membran bei der
Verklebung Wellen schlagt und daher die Montage recht diffizil ist. Jedoch weist
diese Verklebungsmethode ausreichende Nassebestandigkeit auf.

FUr die Ober- und Unterseiten-Dichtung wurde ebenfalls empirisch ein geeigneter
Silikonwerkstoff oder Silikonersatzstoff gesucht. Dieser musste auch im wassrigen
die Dichtigkeit garantieren. Ein Problem ergab sich hierbei, dass die Einlagerung der
Membranen nach dem Versuch in NaOH-Lésung, wie vom Membranhersteller
empfohlen, fur Silikone ungeeignet ist. Daher konnte die Membran nur in Wasser

gelagert werden, das des oOfteren ausgetauscht werden musste.
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Abbildung 23: Kritische Stellen bei der Verklebung der zylindrischen Membran

Da die Klebestelle, die eine Dichtigkeit garantieren musste, auch gewisse Ausmalie
von ca. 2 cm des Durchmessers hatte, konnte diese Flache nicht als Filtrationsflache
genutzt werden. Zusammen mit den Silikondichtstellen an Ober und Unterseite
(jeweils 2,5 cm Hohenverlust) wurde somit eine Flache von ca. 36 % der
Gesamtmembran verloren. Bei den Berechnungen wird diese Randbedingung
bertcksichtigt. Auch das elektrische Feld wird durch diesen Umstand verandert,
jedoch sollte die Grolde des E-Felds an der Innenmembran entweder grofder oder
gleich gro® sein wie im wirklich radial homogenen Fall. Abbildung 24 zeigt die
Verklebungen schemenhaft.

Das Membranmaterial (Polyethersulfon), wurde aufgrund seiner sehr guten
Eigenschaften, wie hohe Porositat, pH-Stabilitat, geringe Proteinadsorption, nicht
durch ein einfacher zu klebendes Membranmaterial ausgetauscht. Das gewahite
Membranmaterial hat sich in vielen Arbeiten flir den Einsatz in der Elektrofiltration
bewahrt.
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Elekitroden Klebestellen

Spulkanale

Abbildung 24 : Elektrokerzenfilter mit Klebestellen an den beiden Membranen

Ergebnisse EKF

Abbildung 25 zeigt das Ergebnis einer Filtration von Xanthan mit und ohne
elektrischem Feld. Fir die korrigierten Kurven wurde angenommen, dass 36 % der
Filterflache durch die Verklebung verloren geht. Fir den Versuch mit E-Feld ist dies
gerechtfertigt, da angenommen werden kann das der Uberwiegende Teil des Filtrats
durch die Innenmembran stromt. Bei dem Versuch ohne E-Feld wird dadurch der

Filtratfluss etwas Uberschatzt.
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Abbildung 25: EKF-Versuch zur Konzentrierung von Xanthan (co = 5 g/I) mit uns ohne

elektrischem Feld (p = 1 bar)

Betrachtet man den Wert bei 0,4 h so konnte der Filtratstrom durch das E-Feld um
mehr als den Faktor 4 gesteigert werden. Somit lasst sich sagen, dass auch in der
Kerzenfiltergeometrie die Filtration durch das angewandte E-Feld deutlich verbessert
werden kann.

Von entscheidender Bedeutung ist auch, ob im Vergleich zur ebenen Filtration eine
wirkliche Energieentlastung stattfinden konnte. Hierfur ist die Angabe des
filtratspezifischen Energieverbrauchs entscheidend. Jedoch muss hierbei beachtet
werden, dass dieser Wert nicht willkirlich flr einen Filtrationszeitpunkt berechnet
wird. Es sollte so sein, dass der Energieverbrauch an der Stelle berechnet wird, wo
die Filtration quasi abbricht, bzw. der dritte Bereich der Elektrofiltration erreicht wird.
Abbildung 26 zeigt die Einteilung der Elektrofiltration in drei Phasen. Der dort

gezeigte Versuch ist ebenfalls eine Konzentrierung von Xanthan.
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Abbildung 26: Einteilung der Elektrofiltration in 3 Phasen nach Hofmann und Posten
(2003) ' (Filtration von Xanthan in Filterplatte)

Dass auch bei den Versuchen mit dem EKF die Drei-Phasen-Einteilung vorhanden
ist, kann in Abbildung 27 ersehen werden. Die relativ lange zweite Phase mit dem
linearen, flachen Verlauf im t/V Uber V Diagramm ist die fur die Prozessfuhrung der
Elektrofiltration geeignete Phase. Daher sollte das Ende dieser Phase als Zeitpunkt
fur die Berechnung des spezifischen Energieverbrauchs verwendet werden. In
Tabelle 6 sind einige spezifische Energieverbrauchsdaten dargestellt. Der Vergleich
des Verbrauchs des EKFs mit denen der Filterpresse zeigt, dass mit dem EKF ein
relativ geringer Energieverbrauch erzielt werden kann. Allerdings muss beim direkten
Vergleich unter gleichen Versuchsbedingungen (1 bar, 40 V) gesagt werden, dass
die erwartete Energieersparnis von mehr als 40 % jedoch nicht erfullt wurde. Einer
der Grunde sind die nicht optimalen Versuchsbedingungen, die sich durch die
Verklebung und Fixierung der Membran ergibt. Hierdurch ist nicht nur Filterflache

reduziert, sondern auch das symmetrische inhomogene E-Feld verzerrt.
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Abbildung 27: 3 Phasen bei der Filtration mit dem Elektrokerzenfilter

Anlage Druck in bar Spannung in V Spez. Energieverbrauch in
KJ/KQFitrat
Filterpresse 4 30 36
Filterpresse 4 80 95
Filterpresse 4 120 124
Filterpresse 8 80 101
Filterpresse 2 80 127
Filterpresse 1 40 76
EKF 1 40 68*

Tabelle 6: Spezifischer Energieverbrauch nach Beendigung der zweiten Phase bei
verschiedenen Differenzdricken und angelegten Spannungen im EKF und in der
ebenen Anwendung (Filterpresse) (* Annahme, dass 36 % der Filterflache nicht

genutzt wurden)
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Abbildung 28: Vergleich der EKF-Flltration mit verschiedenen Spannungen

Wie in Abbildung 28 zu erkennen ist, kann die Steigung der Filtratmenge Uber der
Zeit durch die erhéhte Spannung erhdht werden. Die anfangliche Spannung ist
ungefahr proportional zum E-Feld. Das entspricht auch den Daten, wie sie in der

ebenen Anwendung erzielt werden konnten.

Diskussion

Ziel des Vorhabens war es, die Einsetzbarkeit der Elektrofiltration in der
Enzymproduktion zu untersuchen. Um Aussagen Uber die Ergebnisqualitat treffen zu
konnen, mussen die Versuche evaluiert werden und mit Alternativverfahren
verglichen werden. Genaue Daten fur Alternativverfahren sind haufig schwierig bei
den Industriefirmen (sogar bei Projektpartnern) zu beschaffen. Daher wird die
Evaluation der Spezifikationen anhand von vorhandenen Vergleichsdaten (z.B.

Filtration ohne E-Feld) geschehen.
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Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen

Zur Betrachtung der Wirtschaftlichkeit sind zwei Herangehensweisen sinnvoll. Zum
einen ist die Presselektrofiltration eine Technik, die aus der klassischen
Pressfiltration weiter entwickelt wurde. Als Basisvergleich bietet sich daher die
Pressfiltration an.

Zum zweiten sollte in diesem Projekt speziell das Anwendungsgebiet Bioseparation
betrachtet werden. Hier gibt es etablierte Methoden wie die Querstromfiltration oder

die Zentrifugation, beispielsweise in einem Tellerseparator.

Pressfiltration — Presselektrofiltration

Diese Gegenuberstellung lasst einen direkten Vergleich zu, da experimentell neben
den Presselektrofiltrationen auch Pressfiltrationen unter sonst gleichen Bedingungen
durchgefuhrt wurden. Je nach Anwendung kann entschieden werden, ob eine
Filtration eher schneller ablaufen oder zu héheren Endkonzentrationen flhren soll.

Die Zusatzkosten, die bereit gestellt werden mussen, sind vor allem die
Investitionskosten, zum anderen die Betriebskosten, welche mit dem eingebrachten
elektrischen Strom zusammenfallen. In den vorliegenden Ergebnissen wurde die
Beschleunigung des Prozesses um bis zu 500 % erreicht. Ist die Filtration in der
Prozesskette die Engstelle, sind also alle folgenden Prozessschritte nicht limitierend,
so kann auch mit einer Steigerung der Produktion um 500 % gerechnet werden.
Durch Betrachtung des Produktpreises und des Marktes, kann folglich entschieden

werden, ob der zusatzliche Einsatz der Energie sich wirtschaftlich lohnt.

Konventionelle Bioseparation - Presselektrofiltration

Der Vergleich der Wirtschaftlichkeit des neuen Verfahrens mit anderen gangigen
Bioseparationsmethoden ist nicht durch einfache Vergleiche von experimentellen
Daten moglich. Hier mussen Literaturwerte herangezogen werden, die einen
Vergleich erlauben.

Die Cross-Flow-Filtration ist sicherlich ein der Elektrofiltration verwandtes Verfahren.
Auch hier wird der Filtration eine zusatzliche Kraft tGberlagert, wobei die Scherkraft

durch die Tangentialstromung einen Filterkuchenaufbau verringert. Jedoch ist bei der
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Querstromfiltration keine grof3e Eindickung mdglich, da das Retentat gut pumpbar
bleiben muss. Eine Elektrofiltration hat daher die Hauptanwendung in Prozessen, bei
denen es um die Konzentrierung eines Stoffes geht, bei welchem jedoch auch ein
Produkt abgetrennt werden muss. Beispielsweise konnte das noch flieRfahige
Retentat einer Querstromfiltration in einer Presselektrofiltrationsanlage noch weiter
.=ausgepresst®, also eingedickt werden, wobei noch Produkt gewonnen wird. Auch
einer durch Zentrifugation eingedickten Biosuspension kann auf diese Weise
weiteres Wertprodukt entzogen werden.

Zur Wirtschaftlichkeitsbetrachtung muss nun die zusatzliche Verdlinnungsmenge
(Abwasser bzw. Entsorgungskosten), die im konventionellen Verfahren zur
vollstandigen Produktabtrennung genutzt wirde, mit den Kosten fur eine
Elektrofiltration  verglichen werden. Die Werte sind stark produkt- und
systemabhangig.

Vergleicht man bei Hefeabtrennungen, die relativ haufig in der Literatur beschrieben
werden, die Anwendung der Querstromfiltration mit der Elektrofiltration, so kann
gesagt werden, dass die Elektrofiltration (ca. 500 I/(m2h) bei einer Konzentrierung
von 5 auf 150 g/l) durchaus vergleichbare Werte der Filtrationsgeschwindigkeit liefern
kann, obwohl bei Hefe das elektrische Feld nicht sonderlich stark wirksam ist, da
hydrodynamische Widerstandskraft aufgrund der relativ groRen Zellgrofde und der
hohen Filtrationsgeschwindigkeit deutlich Gber der elektrischen Feldkraft bleiben %%,
Die Elektrofiltration in der Produktkonzentrierung sollte eine hdhere Endkonzentration
erbringen, wodurch im weiteren Prozessverlauf weniger Fallungsmittel notig ware,
bzw. ein thermischer Verdampfungsschritt eingespart werden konnte. Ob die Fest-
Flissig-Trennung mittels Elektrofiltration gunstiger wird, muss in einer ausfuhrlichen
Wirtschaftlichkeitsbetrachtung ermittelt werden. Hierbei missen konkrete Daten
genutzt werden und eine eventuell mdgliche Einsparung von Fallungsmittel direkt mit
den Kosten der Elektrofiltration verglichen werden.

Wie die Ergebnisse zeigen, kann eine Pressfiltration im biotechnologischen Bereich
deutlich beschleunigt werden, indem ein elektrisches Feld zugeschaltet wird, bzw. in
gleicher Zeit konnen merklich hohere Endkonzentrationen erreicht werden, bei
gleichzeitiger Steigerung der Produktausbeute im Filtrat. Somit bietet die
Elektrofiltration eine Alternative, welche die Verfahrenseinheitenzahl einer
Aufarbeitung reduzieren und Verdinnungsfllissigkeit und Fallungsmittel einsparen
hilft.
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EKF

Der erste Teil der Diskussion bzgl. des EKFs ist bereits im Ergebnisteil gegeben. Hier
wird jetzt speziell auf die Energieersparnis eingegangen.

Die Dauer der Konstruktion, des Baus und der Inbetriebnahme wurde unterschatzt.
Allein die Elektrodenfertigung, welche ein aufwendiges Beschichtungsverfahren mit
Iridiumoxid auf dem Titan-Grundmaterial beinhaltet, nahm einige Monate in
Anspruch, was Folgeschritte verlangsamte. Weiterhin wurden die Versuche zwischen
den Projektpartnern verschoben, so dass einige der Arbeiten, die laut Plan von dem
Projektpartner Lenser Filtration durchgefuhrt werden sollten, nun von der Universitat
Karlsruhe bewerkstelligt wurden. Die im Ergebnisteil beschriebenen Probleme bei der
Membranfixierung waren ebenfalls ein stark verzogerndes Element. Dies fuhrte auch
zu eingeschrankter Versuchbreite im EKF-Bereich.

Um bewerten zu konnen, ob der Elektrokerzenfilter ein System ist, das wie
vorausgesagt, hilft, die Energieeffizienz der Elektrofiltration zu erhdhen, missen die

Ergebnisse mit den Voraussagen verglichen werden.

Die Berechnung der Energieersparnis beruhte auf folgenden Zusammenhangen:
U2

Elektrische Energie: W, =P-t, =U-I-t, :?-tf (6)
. . . \'s
Filtrationsdauer: t. = (7)
VF,l'Al

Der Elektrokerzenfilter entspricht in Bezug auf seine elektrische Schaltung einem

Koaxialleiter. Somit gelten folgende Beziehungen:

R=;-ln b ; (8) E, :L:U:El-rl-ln L (9)
2m-Kk-h 1, I, L
1,-In| =
rl

Damit kann der filtratspezifische Energieverbrauch in einem Elektrokerzenfilter mit

folgender Beziehung berechnet werden (Kombination von Gl. 6, 7, 8 und 9):

W% :Elz-rl-ln(r—Z}-K-L (10)
L L Ve
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Dieser ist unabhangig von der Kerzenhohe h, da mit dieser sowohl das Filtrat als
auch die verbrauchte Energie linear zunehmen. Fur den filtratspezifischen
Energieverbrauch bei der Filterplatte gilt:

W% :E_tf.LZEz.d}%]atte‘K'APlatte. VL .L:M (11)
Vo R TV, d Ve Ape Vi Vi

Platte Platte

Unter der Bedingung, dass das Kammervolumen vom Kerzenfilter Vi kerze und
Filterplatte Vk piatte gleich grofd sind, kann der Elektrodenabstand in der Filterplatte

driatte @ls Funktion der Kerzenfilterradien rq und ro berechnet werden.

_(1'22—1'12) (12)

Platte —
2-1

Wird dpjate in Gl. 11 durch die Beziehung in Gl. 12 ersetzt und die spezifischen
Energieverbrauche fur einen Elektrokerzenfilter (inhomogenes E-Feld) und eine
Elektrofilterplatte (homogenes E-Feld) ins Verhaltnis gesetzt, so ergibt sich folgende

Beziehung:

(") 202

f inhomogen — r1

[W% j N’
Vf homogen r1 2

In Abbildung 29 ist dieser Sachverhalt fur ein realistisches Radienverhaltnis

(13)

dargestellt. Fur Gleichung 13 wurde angenommen, dass die Radien der
Membranflache dem Radius der Elektrode annahernd gleich sind. Allerdings wurde
durch die Notwendigkeit der Spulung ein nicht vernachlassigbar kleiner Raum

zwischen Spulkreislauf und Elektrode natig.

Die Radien sind:

Membran innen: 14,9 mm
Membran auf3en: 29,1 mm
Elektrode innen: 12,5 mm

Elektrode auf’en: 31,5 mm

Wie zu erkennen ist, unterscheiden sich die Radien jeweils um 2,4 mm.

Berucksichtigt man diesen Unterschied in der Berechnung, so ergibt sich beim
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Radienverhaltnis, das in unserer Konstruktion verwendet wurde (Membranradien)
von 1,9, eine Energieersparnis von etwa 43 %. Beim zunachst angenommen Fall von

gleichen Radien fur Membran und Elektrode ware die Ersparnis 52 % gewesen.

0,8 -

Vi, Platte = Vi Kerze

0,6 -

0,4 1

(Wel/VL)inhomogen/(Wel/VL)homogen

0,1 A1

0 I 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5

Radienverhiiltnis r,/r;

Abbildung 29: Berechnetes Verhaltnis des spezifischen Energieverbrauchs zwischen

EKF und Filterplatte Uber dem Radienverhaltnis

Die erhaltenen Ergebnisse und die gewonnene Erfahrung flhren allerdings zu dem
Schluss, dass fur die nachste Generation von EKF eine andere Membran genutzt
werden sollte, welche eine Verklebung uberflussig macht. Schlauchmembranen aus
Polymerwerkstoff konnten dies erfullen, allerdings gibt es keinen Hersteller, der in
den Geometrien, die beim EKF gegeben sind, Membranen schlauchférmig herstellt.
Keramikmembranen sind viel versprechende Membranen, die aufgrund ihrer Steifheit
fur die Konstruktion vieles einfacher machen wirden und auch zusatzliche
Freiheitsgrade bieten wurden. Daher soll die nachste Generation EKF mit diesen
Membranen ausgestattet werden. Da diese Membranen auch nicht standardmallig in
allen GréRen kommerziell erwerbbar sind, muss ein Partner fur dieses Unterfangen

gesucht werden, um gemeinsam die nachste Generation zu entwickeln.
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Energierecycling

Die umgesetzte Energie im Elektrofiltrationsprozess generell (sowohl bei
homogenem als auch bei inhomogenem E-Feld) wird zu einem grof3en Teil bei der
Elektrolyse in Form von Umwandlung von elektrischer zu chemischer Energie
verbraucht. Eine Moglichkeit des Energierecyclings ist die Wiederverwendung der
Elektrolysegase in einer Brennstoffzelle. Jedoch ist dazu ein aufgereinigtes Gas
notig, das bei der Elektrofiltration im technischen Mal3stab nicht direkt gegeben ist
(bei Chlorid-haltigen Suspensionen entsteht z.B. auch Chlor). Beispielsweise darf fur
die Anwendung des Sauerstoffs in einer alkalischen Brennstoffzelle (AFC) kein CO,
vorhanden sein, bzw. dieses abgetrennt werden. Daher muss der zur Aufreinigung
des Gases noétige Aufwand in den Recycling-Wirkungsgrad eingerechnet werden,
was moglicherweise dazu flhrt, dass ein ahnlicher Wirkungsgrad wie bei einer

Energierickgewinnung durch Verbrennung erzielt wird.

Uberprifung CIP- und SIP-Fahigkeit EKF, evtl. Anpassen der Konstruktion

Ein CIP-fahiges EKF-System ist nicht absehbar. Es ist hierbei zu beachten, dass ein
wesentlicher Vorteil der Elektrofiltration in einer sehr hohen erreichbaren
Endkonzentration liegt. Die dadurch entstehende Masse kann nur mechanisch
entfernt werden. Deshalb ist ein Ausbau nétig. Ein voreingedickter Kuchen konnte
auch quasikontinuierlich ausgetragen werden.

SIP ist prinzipiell maodglich. Bevor eine Biomasse filtriert wird, kann der
Filtrationsverfahrensraum dampfsterilisiert werden. Hierbei sind allerdings die
Materialien das Hauptproblem. Der EKF ist prinzipiell mit hitzebestandigem
Polyvinyliden-Fluorid als Kunststoffmaterial herstellbar, die Membranen, die sich
bisher als geeignet erwiesen haben (0,45 pym, PES, Pall) sind dampfsterilisierbar.
Sollte in einem speziellen Anwendungsfall sterile, bzw. monoseptische
Filtrationsbedingungen nétig sein, kdnnen die fur diesen Zweck gefertigten EKF mit
dem hitzebestandigen Material gefertigt werden. Da sich die Rohkunststoffe bereits
um einen Faktor 6 in der Anschaffung unterscheiden, ist hier von Fall zu Fall zu
entscheiden. Bei unseren Anwendungen war die SIP-Fahigkeit im Moment nicht

notig, weshalb kostengunstiges GF-PP verwendet wurde.
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Umweltenlastung

Fiar die Umweltentlastung relevant sind zum einen der Energieverbrauch, der durch
die Elektrofiltration erzielt werden soll, zum anderen die reduzierte Menge an
Wasserverbrauch, der durch die hdhere Endkonzentration erreicht wurde. Da beide
Phanomene nicht unabhangig von einander sind, ist eine getrennte Evaluation nicht
sinnvoll.

Durch das EKF-Prinzip, das zukunftig noch weiter verbessert werden sollte (in den
nachsten Generationen der EKF), konnte der spezifische Energieverbrauch leicht
gesenkt werden.

Die hohere Endkonzentration an einzudickender Substanz, die mit der erhdhten
Filtrationsgeschwindigkeit einhergeht, kann zur Wasserersparnis fuhren. Hier ist zu
beachten, dass durch das elektrische Feld ein erhohter Energieeintrag notig ist.
Diese beiden Faktoren sind je nach Prozess bzw. Produkt unterschiedlich stark

ausgepragt und konnen hinsichtlich einer Umweltentlastung optimiert werden.

Kooperationen innerhalb des Projekts

06.-12.06.04 Versuchsreihe E-Filtration bei Novozymes in Kopenhagen

30.11./01.12.04 Kick-Off-Meeting in Hamburg + Besprechung des Projekts

17.12.04 Treffen Lenser-UniKa in Senden: Festlegung der
Grundmalie des EKF

10.02.05 Treffen Lenser-UniKa in Karlsruhe: Weiterentwicklung
EKF-Konstruktion

22.06.05 Treffen Lenser-UniKa: Gesprach mit Fachmann in
Stromversorgung bzgl. grofRtechnischen Einsatzes der
PEF

05.08.05 Treffen Lenser-UniKa in Karlsruhe: Weiterentwicklung EKF
mit Elektroden-Dummies

28.09.05 Treffen UniKa-Novozymes in Kopenhagen: Besprechung
der Versuchsergebnisse; Kontakt Doktorand (Prof.
Wakeman)

28./29.11.05 Treffen Lenser-UniKa-Andritz in Karlsruhe: Vorstellung der

Elektrofiltration an Andritz; Membrankonfektionierung am
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EKF

20.01.06 Treffen Lenser-UniKa in Karlsruhe: Besprechung des
Stands, nachste Schritte.

10.02.06 Treffen Lenser-UniKa in  Karlsruhe: Besprechung
Statusseminar + Stand EKF

12.07.06 Treffen Weicon-UniKa in Karlsruhe: Besprechung
Verklebung Membran

28.07.06 Treffen Lenser-UniKa in Karlsruhe: Besprechung EKF

27.-29.11.06 Treffen Lenser-UniKa in Karlsruhe: Abschlieliende

Besprechung und Vorversuche fur zuklnftige Projekte

Die Kooperation zwischen der Universitat Karlsruhe und Lenser gestaltete sich in
einem offenen, sehr guten Verhaltnis. Haufige Projekttreffen, Telefonate und E-Mails
pragten die Arbeiten. Die sich ergebende Umschichtung der Arbeiten von Lenser zur
Universitat Karlsruhe wurden besprochen und wahrend des Projekts der DBU
mitgeteilt. Auch in Zukunft soll weiter im Bereich der Elektrofiltration
zusammengearbeitet werden.

Novozymes war assoziierter Partner und es war eine Versuchswoche in deren
Laboren in Danemark moglich. Nach einem weiteren Treffen in Danemark ergab
sich, dass Novozymes im Verlauf des Projekts die |dee der Elektrofiltration selbst
aufgenommen und einen eigenen Doktoranden eingestellt hat, der von Prof.
Wakeman (Loughborogh) betreut wird.

Weiterhin waren Kontakte zu einer Vielzahl von Firmen noétig, um vor allem die

konstruktiven Elemente der Arbeiten zu verwirklichen.
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Fazit

Die Elektrofiltration ist ein Verfahren, das in der Enzymproduktion an verschiedenen
Stellen eingesetzt werden kann. Das Potential hierzu konnte nachgewiesen werden.
Es sind jedoch jeweils strenge Randbedingungen nétig, um das Verfahren
wirtschaftlich und 06kologisch sinnvoll einzusetzen. Hauptparameter ist die
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lonenstarke, welche sowohl auf den Energieverbrauch als auch auf die elektrische
Feldkraft, welche auf die zu kontrollierenden Molekulle/Partikeln wirkt, Einfluss
negativer Art hat. Daher ist der Einsatz in Suspensionen mit niedrigen
Salzkonzentrationen am besten. Bei hoher Salzkonzentration kdnnte eine
vorgeschaltete Dialyse den Gesamtprozess energetisch beglnstigen, wobei der
erhohte Wasserverbrauch in der Dialyse berucksichtigt werden muss.

Der Erfolg der Elektrofiltration konnte bei der Enzymfraktionierung vor allem durch
die hohe erzielte Selektivitat gezeigt werden. Diese Selektivitat ist fur die Produktion
hochreiner Enzyme (z.B. im Pharmabereich) von wichtiger Bedeutung. Fur unsere
Experimente konnte gezeigt werden, dass keine Enzymschadigung beobachtet
werden konnte. Allerdings schlie3t dies nicht aus, dass eine kleine Menge, welche
unterhalb des Messfehlers liegt nicht doch beschadigt wird. Fur Pharmaprodukte ist
diese Frage relevant, da selbst geringste Mengen an denaturierten Wirkstoffen fatale
Wirkungen haben koénnen.

Die Enzymkonzentrierung konnte zwar erhoht, jedoch nur in einem fur sehr teure
Produkte 6konomisch ausreichenden Male gesteigert werden. Vor allem bei sehr
hohen Salzkonzentrationen ist die Prozessfliihrung schwierig. Daher ist auch hier
eine vorangehende Dialyse zu erortern. Oder aber, der Gesamtprozess wird in einer
integrierten Prozessentwicklung so ausgelegt, dass die Verwendung von Salzen in
vorangehenden Verfahrenseinheiten im Hinblick auf die Elektrofiltration optimiert
wird.

FUr die Biomasseseparation ist gunstig, dass sowohl Ausbeute erhoht werden als
auch der Filtratfluss gesteigert werden konnte. Diese beiden Faktoren dienen der
Wirtschaftlichkeit des Verfahrens, so dass hier durchaus in der Industrie
konventionelle Pressfiltrationen durch die neue Generation der Elektrofiltration
ersetzt werden konnten. Die Hemmungen der industriellen Unternehmen, die
Investitionskosten einzugehen, um ein gunstigeres Verfahren zu nutzen, mussen in
Zukunft weiterhin zu Gberwinden versucht werden. Dazu ist auch nétig, Informationen
uber die aktuellen und genauen Zahlen der in den Unternehmen verwendeten
Prozessen zu erhalten, bzw. zu versuchen, diese zu beschaffen.

Die Untersuchung des Einsatzes bei verschiedenen Organismen zeigt, dass nicht
jeder Organismus fur das Elektrofiltrationsverfahren geeignet ist. Beispielsweise
kénnen einfach zu filtrierende Medien (wie Hefe) kaum durch das elektrische Feld

besser filtriert werden.
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Der Einsatz der Elektrofiltration ist auch in im industriellen Mal3stab durch Upscale
maglich .

Der Bau des Elektrokerzenfilters war ein wesentlicher Bestandteil des Vorhabens.
Hierbei ergaben sich zunachst Verzégerungen und anschliefend auch Probleme, vor
allem bei der Fixierung der gewahlten Polymermembranen. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass der Energieverbrauch, selbst in einem nicht optimalen System gesenkt
werden konnte im Vergleich zur ebenen Platte. Als Fazit fur zukunftige Arbeiten wird
gezogen, den Elektrokerzenfilter so weiter zu entwickeln, dass Keramikmembranen
eingesetzt werden kdnnen. Um dies zu erreichen wird nach Kooperationspartnern fir
Folgeprojekte gesucht.

Abschliellend kann gesagt werden, dass die Elektrofiltration ein hybrides Verfahren
ist, bei dem die elektrische Energie, welche eingebracht wird, einen zusatzlichen
Freiheitsgrad bietet, um Enzyme auf effizientere, in 6konomischer und 6kologischer

Hinsicht, aufzuarbeiten.
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Anhang
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Abbildung 30: Konstruktion des Rings zur besseren Abdichtung der Membran mittels
O-Ring
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Anlagen

An den Bericht angehangt sind die oben (unter Offentlichkeitsarbeit) genannten

Veroffentlichungen, soweit sie bereits publiziert wurden.
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