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1 EINLEITUNG UND PROBLEMSTELLUNG

Am 16. Oktober 1920 wurde vom Reichspatentamt eine Patentschrift fur ein ,Ver-
fahren zum Verdampfen von Flussigkeiten zum Zwecke der Anreicherung, Abschei-
dung oder Trocknung in ihnen gel6dst oder emulgiert enthaltenen Stoffe durch Zer-
schdumung ...“ herausgegeben (Ostwald, 1920). Diese sogenannte Zerschaumung
ist ein wenig bekanntes, jedoch vorteilhaftes Verfahren zur Anreicherung von oberfla-
chenaktiven Substanzen (z. B. Proteine, Tenside) unter schonenden Bedingungen
(Ostwald und Siehr, 1936, 1937; Peters, 1952a; Lemlich, 1968, 1972; Maas, 1974,
Uraizee und Narsimhan, 1990; Narsimhan und Uraizee, 1995). Mit ihr kbnnen mit
geringem apparativem Aufwand polare und unpolare Komponenten aus wassrigen
Ldsungen abgetrennt werden. Beispielsweise kann nicht nur Protein aus einer Ein-
zelproteinldsung angereichert werden (Ahmad, 1975; Britten und Lavoie, 1992; Liu et
al., 1995), sondern es kénnten eventuell auch selektiv Proteine aus Mehrkomponen-
tensystemen herausgeholt werden. Weitere Vorteile dieses Verfahrens sind niedrige
Energie-, Investitions- und laufende Kosten sowie hohe Selektivitat und Effektivitat
besonders in verdinnten Losungen.

Die Zerschaumung gehoért zu den adsorptiven Blasentrennmethoden (engl.: ad-
sorptive bubble separation methods) (Karger et al., 1967), die eine Alternative zu den
bisher bekannten wie Ultrafiltration, Gelfiltration, lonenaustausch, Ausfallung und
Koagulierung darstellen konnten, da in der Industrie ein Bedarf an kostengunstigen
Verfahren besteht. Gerade fiur die Massenproduktion in der Industrie werden Verfah-
ren gesucht, mit denen oberflachenaktive Substanzen, u. a. Proteine, aufkonzentriert
und selektiv von anderen Substanzen gereinigt werden kénnen (Brown et al., 1999).

In vielen Bereichen der Lebensmittelindustrie fallen grol3e Mengen an Abféllen
an, die noch Wertstoffe wie Proteine enthalten. Beispielsweise entstehen bei der in-
dustriellen Verarbeitung der Kartoffelknollen, z. B. in der Kartoffelstarkeindustrie und
der Schnapsbrennerei, grolRe Mengen an Kartoffelsaft mit einem Restproteingehalt
von 0,1-0,2 %. Bisher wurden diese Proteine entweder als Tierfutter verwendet oder
im Abwasser entsorgt (Brown et al., 1990). Hier ware eine kostengunstige und effi-
ziente Methode zur Anreicherung oder Isolierung der Proteine von gro3em 6kologi-
schen und 6konomischen Interesse. Die starke Anpassungsfahigkeit der Kartoffel an
Temperatur und Tageslange zusammen mit ihnrem besonderen ernéhrungsphysiolo-

gischen Wert macht sie zu einer der am weitesten verbreiteten Kulturpflanzen (Knorr,
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1978). In Verbindung mit anderen Proteinen (z. B. Ei) spielen Kartoffelproteine in der
menschlichen Ern&hrung eine wichtige Rolle (Stegemann, 1978). Die Aminosaurezu-
sammensetzung ist ausgewogener als bei den meisten Getreide- und Gemusesor-
ten, und die Qualitat der Proteine steht der aus Vollei in nichts nach (Knorr, 1977,
1978, 1980). Uber die Zusammensetzung der Proteine im Kartoffelfruchtwasser bzw.
in der Kartoffelschlempe gibt es allerdings kaum Untersuchungen.

Aus solchen Resten wiedergewonnene Proteine kdnnten bei der Herstellung pro-
teinreicher Nahrungsmittel eingesetzt werden. Ebenso kdnnten bestimmte, mittels
Zerschaumung erhaltene Proteinfraktionen zur Ernahrung bestimmter Altersgruppen,
welche eine auf ihre Bedurfnisse angepasste Ernahrung und damit Proteinzusam-
mensetzung bendtigen (altersgerechte Ernahrung), verwendet werden. Weitere Ein-
satzgebiete waren die Nahrungs- und Dungemittelindustrie. Bestimmte, mit der Zer-
schaumung erhaltene Proteinfraktionen kdonnten auch als Basis fur Klebstoffe oder
evtl. in der Medizin fur hypoallergene Wundpflaster, dienen. Aul3erdem wiurde die
Wiedergewinnung von Proteinfraktionen aus Abwassern die Umweltbelastung redu-
zieren und einen wesentlichen Beitrag zum Umweltschutz in der Nahrungsmittelin-
dustrie liefern. Hier kdnnte die Zerschdumung zur quantitativen Wiedergewinnung
der Proteine dienen.

Obwohl dieses Verfahren seit 1920 bekannt ist, wurden die bisher entwickelten
Apparaturen und Verfahren noch nicht ausreichend optimiert. Beispielsweise sollten
die Moglichkeiten eines kontinuierlichen Betriebs einer Zerschaumungsanlage unter-
sucht werden. Vor allem aber fehlen noch umfassende und zusammenh&ngende
Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Parameter (Gasflussgeschwindigkeit,
Konzentration, Fremdstoffeinfluss u. a.) auf die Anreicherung von oberflachenaktiven
Substanzen. Am dringendsten waren Arbeiten tber die pH-abhangige, selektive An-
reicherung bestimmter Proteinfraktionen, da der pH-Wert fur das Verhalten der Pro-
teine von essentieller Bedeutung ist. Wegen der Vielzahl von Einflussfaktoren mus-
sen die einzelnen Parameter separat variiert und ihre Auswirkung auf die Proteinan-
reicherung und -fraktionierung analysiert werden. Die technische Optimierung muss
durch eine sowohl qualitative wie auch quantitative Analyse der erhaltenen Proben
abgesichert werden. Hierzu bieten sich Methoden an wie beispielsweise SDS-PAGE,
hochauflosende 2 D-Gelelektrophorese, Kapillarelektrophorese, Photometrie, HPLC

und Atomabsorptionsspektroskopie (AAS).
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Auf diese Weise kann ein Uberblick Uber das Verhalten der einzelnen Fraktionen
wahrend einer Zerschdumung gewonnen werden, insbesondere tGber An- und Abrei-
cherung von Inhaltsstoffen im Schaum und in der zurtickbleibenden Restflissigkeit.
Nur so lasst sich beurteilen, ob, in welchem Umfang und bei welchen Matrices bzw.
Inhaltsstoffen die ZerschAumung angewendet werden kann.

Aus den oben geschilderten offenen Fragen ergeben sich eine ganze Reihe mdg-
licher Aufgabenstellungen. Von diesen wurde als Schwerpunkt die Untersuchung
spezifischer Parameter der Zerschaumung am Beispiel von Kartoffelfruchtwasser als
Modelllosung ausgewahlt. Speziell sollte mit Hilfe der Zerschaumung untersucht
werden, inwieweit die Proteine im Schaum angereichert oder eventuell auch fraktio-
niert werden koénnten. Die Untersuchungen hierzu sollten mittels SDS-PAGE bzw.
hochauflésender 2 D-Gelelektrophorese durchgefihrt werden.

In einem ersten Schritt sollte anhand der Referenzproteine Rinderhamoglobin und
Rinderalbumin das Zerschaumungsverfahren optimiert werden. Hierbei sollten die
Einflisse der Parameter Konzentration, Gasflussgeschwindigkeit, Zugabe von
D-Fructose und NaCl sowie pH-Wert untersucht werden. Im zweiten Schritt sollte
frisch hergestelltes Kartoffelfruchtwasser hinsichtlich seiner Zusammensetzung cha-
rakterisiert werden. Im dritten Teil sollte dann das Zerschaumungsverfahren auf das
Kartoffelfruchtwasser angewendet werden. Betrachtet werden sollte hierbei neben
der Gesamtproteinanreicherung auch eine selektive Anreicherung bestimmter Prote-
infraktionen. Dabei sollten Erkenntnisse tUber das Proteinanreicherungsoptimum und
das Verhalten bestimmter Proteinfraktionen gewonnen werden. Zusatzlich sollten
diese Laborversuche Aufschluss uUber die Mdglichkeiten einer Anwendung im Pilot-
oder eventuell industriellen Mal3stab geben. Abschlieend sollte dann am Beispiel
einer Kartoffelschlempe aus Brennereirtickstanden der Versuchs- und Lehrbrennerei
Freising-Weihenstephan die Anwendbarkeit der Zerschaumung auf reale Abfalllésun-

gen getestet werden.
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2 THEORETISCHER TEIL

2.1 Zerschdumung

2.1.1 Vorgange bei der Zerschdumung

Die Zerschaumung gehort zu den adsorptiven Blasentrennmethoden (engl.:
adsorptive bubble separation methods). In Tabelle 2.1 sind die einzelnen Techniken
zusammengestellt. Strenggenommen ist der Begriff adsorptiv im Zusammenhang mit
der Zerschaumung zwar falsch gewahlt, da es sich auf der molekularen Ebene nicht
um eine Adsorption, sondern um eine Einlagerung in eine Schicht oberflachenaktiver
Substanzen an der Grenzflache Gas/Flussigkeit (Grenzschicht) handelt. Trotzdem
hat sich der Begriff Adsorption in diesem Zusammenhang in der Fachliteratur einge-
birgert. Deshalb wird er auch in allen nachfolgenden Textstellen in diesem Sinne

verwendet.

Tab. 2.1: Zusammenfassung der verschiedenen Zerschdumungstechniken

Technik Prinzip Abzutrennende Stoffe
Schaum-Flotation Oberbegriff fir die Abtrennung molekularer Molekulare und ionisierte
(froth flotation) oder ionisierter Stoffe (Mahne, 1971). Stoffe
Flissig-Sublation Oberflachenaktive Stoffe werden in die Organische Komponenten
(solvent sublation) darliberliegende Schicht nichtfliichtiger,

organischer Bestandteile in der Grenzschicht
der aufsteigenden Blasen in der Zerschéu-
mungssaule transportiert (Sebba, 1962;
Mahne, 1971; Sheu und Huang, 1987; Cheng
und Hunag, 1988).

Blasen-Fraktionierung | Abzutrennende Teilchen werden geldst und | Verschiedene Substanzen
(bubble fractionation) mit den Gasblaschen abtransportiert (Lemlich,
1968, 1972a, b; Maas, 1969)

Mineral-Flotation Zugabe spezifischer Chemikalien in die Mineralische Partikel
(mineral flotation) Flussigkeit, welche die Mineralien an
Luftblasen heften (Mahne, 1971)

Prazipitat-Flotation Entfernung verschiedener lonen aus stark Verschiedene lonen
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Tab. 2.1: Fortsetzung
Technik

Prinzip

Abzutrennende Stoffe

(precipitate flotation)

verdiinnten Flissigkeiten durch einen
Uberschuss an Fe(OH); (Lemlich, 1968,
1972a, b).

Kolloid-Flotation

(colloid flotation)

Gleiches Prinzip wie die Prazipitat-Flotation.
Der Unterschied liegt in der Gro3e der
abzutrennenden Partikel (Pinfold, 1970,

Somasundaran, 1972).

Verschiedene lonen

Adsorbierende
Kolloid-Flotation
(adsorbing

colloid flotation)

Adsorption von geldsten Stoffen an
kolloidalen Partikeln (Sheu und Huang, 1987;
Cheng und Huang, 1988).

Geldste Materialien

lonen-Flotation

(ion flotation)

lonen kénnen in der ionischen Form oder als
Komplex abgetrennt werden (Hofman, 1968;
Pinfold, 1970).

Anorganische lonen

Mikro-Flotation

(microflotation)

Entfernung von Mikroorganismen (Pinfold,
1970; Somasundaran, 1972).

Mikroorganismen

Makro-Flotation

(macroflotation)

Abtrennen durch Anheften an Schaumblasen
(Lemlich, 1968, 1972a, b).

Mikroorganismen, Kolloide

Erz-Flotation

(ore flotation)

Selektives Anheften der Erzpartikel an die
Schaumblasen (Lemlich, 1968, 1972a, b).

Erzpartikel

Molekular-Flotation

Durch den Einsatz eines oberflachenaktiven

Oberflacheninaktive

(molecular flotation) Stoffes entsteht ein unlosliches Produkt, Molekule
welches abgetrennt werden kann (Lemlich,
1968, 1972a, b).
Zerschaumung Oberflachenaktive Substanzen bilden einen oberflachenaktive
Schaum und reichern sich in ihm an Substanzen

(foam fractionation)
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Die Einordnung der Zerschaumung in diese Verfahren ist Abbildung 2.1 zu ent-

nehmen.
Adsorptive Blasentrennmethoden
| |
Schaumseparierung nichtschaumende
adsorptive Blasenseparierung
r ' | A ' |
Zerschdumung Schaum- Flussig- Blasen-
Flotation Sublation Fraktionierung
| | 1 T | | T T 1
Erz-  Makro- Mikro- Préazipitat- lonen- Molekular-  adsorbierende  Kolloid- Mineral-
Flot. Flot. Flot. Flot. Flot. Flot. Kolloid-Flot. Flot. Flot.

Abb. 2.1: Einordnung der Zerschdumung in die adsorptiven Blasentrennmethoden

Oberflachenaktive Substanzen besitzen einen polaren, wasserldslichen und einen
unpolaren, wasserunlgslichen Teil. An einer Gasblase, die in einer Flissigkeit auf-
steigt, lagern sich diese oberflachenaktiven Molekdle in der Grenzflache Gas-Flussig-
keit so zusammen, dass der hydrophile Teil in der wassrigen Phase bleibt, der hydro-
phobe Teil jedoch in die unpolare Gasphase hineinragt (Lemlich, 1972c). Durch
diesen Vorgang wird die Oberflachenspannung herabgesetzt und die Entstehung
eines Schaums ermdglicht (Maas, 1974). Im Schaum selber laufen dann weitere Vor-
gange ab, durch die eine Anreicherung oberflachenaktiver Substanzen ermdglicht
wird. Abbildung 2.2 gibt einen Uberblick Uber Austauschvorgange zwischen Fliis-

sigkeit und Gas in der Zerschaumungsséaule.
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Disproportionierung

AR
Schaum —."T;’l' ey .-.rir:.:_‘s;@ﬂ‘a._’ s . Koaleszenz
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| Drainageflussigkeit

1 mitgerissene Flussigkeit

O OQ—T aufsteigende Gasblase

O
© O

Gas

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Vorgange wéahrend der Zerschaumung
(Uraizee und Narsimhan, 1995a)

Die Flussigkeit flie3t auf Grund der Schwerkraft in den kapillaren Kanalen zwi-
schen den Schaumblasen nach unten (Abbildung 2.3). Dieser Vorgang wird als Drai-
nage bezeichnet. Dabei wirkt die Schwerkraft auf zwei Arten auf die Flissigkeit: di-
rekt auf die Schaumblase und indirekt durch den Sog der Kanale. Die Grenzflache
(Flussigkeit-Gas) verweilt nahezu regungslos. Dies bedeutet, dass die Flissigkeit so

abflief3t, als befande sie sich zwischen zwei parallelen, festen Wéanden (Prins, 1988).
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Flussigkeits-
kanal

T

aufsteigende
Schaumblase

T

aufsteigende
Schaumblase

Abfluss der abgereicherten
Flussigkeit

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Erh6hung der in der Grenzschicht vorhandenen Menge an
oberflachenaktiven Substanzen wahrend der Zerschaumung durch Drainage

Der sehr nasse Schaum im unteren Bereich der Saule ist mit einer grol3en Menge
an Ausgangslosung beladen. Beim Aufsteigen des Schaums in der Saule flief3t der
Uberschuss der auf Grund der Filmbildung abgereicherten Fliissigkeit durch die Ka-
nale ab. Dadurch wéachst der relative Anteil an oberflachenaktiven Substanzen in den
oberen Bereichen der Schaumséaule (Grieves, 1982). Eine weitere Verstarkung der
Anreicherung dieser Substanzen ergibt sich aufgrund der folgenden Phanomene:

1. Vereinigung kleiner Blasen mit grof3erem Innendruck zu grof3eren Blasen,

2. Koaleszenz, d. h. Zusammenschluss zweier grof3er Blasen, und

3. teilweisem Zerfall des Schaums. Dabei fliel3t angereicherter kollabierter Schaum
(Kollabat) durch den aufsteigenden Schaum in den unteren Teil der Saule zurlck
(Abbildung 2.4).
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angereicherten Flissigkeit

4
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»
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T

aufsteigende
Schaumblase

T

aufsteigende
Schaumblase

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Erh6hung der in der Grenzschicht vorhandenen Menge an
oberflachenaktiven Substanzen wahrend der Zerschaumung durch kollabierten Schaum

Die vorhandenen oberflachenaktiven Molekile kdnnen nun nichtbesetzte Positio-
nen in der Grenzschicht belegen. Dieser erwiinschte Effekt durch internen Schaum-
rackfluss kann durch zuséatzliche Rickfihrung des aus der S&ule ausgetretenen und
zerstorten Schaums (Foamat) in die Schaumsaule gesteigert werden (Grieves,
1982).

Die Koaleszenz, d. h. die Vereinigung zweier benachbarter Schaumblasen, bringt
eine Verkleinerung der Phasengrenzflache mit sich, denn im Verhaltnis zum Volumen
hat die neue Blase eine kleinere Oberflache. Das bedeutet, dass innerhalb des stabi-
lisierenden Films um die entstandene Blase eine Kompression durch die gro3e Men-
ge an oberflachenaktiver Substanz entsteht, falls das Uberschissige Filmmaterial
nicht an die Loésung abgegeben werden kann. Der Film setzt dieser Kompression
einen Widerstand entgegen, der zu einer Wiederherstellung der kleineren Blasen
fihren und weiterer Koaleszenz entgegenwirken kann. Zurtckstromendes Filmmate-
rial wird dann erneut eingelagert (Grieves, 1982). Ein Nebeneffekt der Koaleszenz ist
die Verstarkung der Drainage, da bei groBeren Schaumblasen die Flussigkeit im
Schaum besser abflieRen kann (Rand und Kraynik, 1983).
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2.1.2 Verfahren der Zerschaumung

Die Zerschdumung ist eine adsorptive Trenntechnik, mit der oberflachenaktive
Substanzen mit Hilfe von Gasblasen aus einer Losung entfernt werden kdnnen
(Maas, 1974). Das Einleiten eines inerten Gases (z. B. Ny) bewirkt, dass die in der
Flussigkeit enthaltenen oberflachenaktiven Substanzen sich auf Grund ihrer polaren
bzw. unpolaren Gruppen in der Grenzschicht zwischen Gas und Flissigkeit anordnen
und so einen Film bilden, der zur Blasen- und Schaumentstehung fuhrt. Wahrend der
so entstandene Schaum im Zerschaumungsapparat (Abbildung 2.5) aufsteigt, nimmt
der in ihm enthaltene Flussigkeitsanteil durch Drainage ab. Entsprechend bildet der
aufgestiegene Schaum nach seinem Zerfall eine mit oberflachenaktiven Substanzen
angereicherte Losung.

Schaumzerstdrung

ek

‘? , angereicherte
Lésung

o Schaum

* Flissigkeitspool

Stickstoff »
Gaszufuhr < gasfritte

el

* Gasflussmessung

Abb. 2.5: Prinzip einer Zerschaumungsapparatur

Zur Zerschaumung von oberflachenaktiven Substanzen kann aus einer Anzahl un-
terschiedlicher Verfahren ein der jeweiligen Probe angepasstes gewahlt werden.

Maligebend sind die Ziele der Fraktionierung, wie die anzureichernde Substanz, der
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erforderliche Anreicherungsgrad oder die Trennscharfe und das Volumen der zu zer-
schaumenden LOsung. Diskontinuierliche Verfahren, allgemein als Batch-Zerschau-
mungsverfahren bezeichnet, werden zur Fraktionierung kleinerer, festgelegter Volu-
mina an Ausgangslosung eingesetzt. Dagegen eignen sich kontinuierliche Verfahren,
wenn grof3e Mengen an Flussigkeit zerschaumt werden sollen. Hier wird ein kontinu-
lerlicher Strom an Ausgangsldsung, die oberflachenaktive Substanzen sowie eventu-
elle Begleitstoffe enthalt, der Zerschaumungssaule zugefiihrt. Der entstehende
Schaum und die abgereicherte L6sung werden laufend entnommen (Grieves, 1982).

Die oberflachenaktiven Eigenschaften der Moleklle machen die Schaumfraktionie-
rung vor allem in sehr verdiinnten Losungen zu einer effektiven Anreicherungs- und
Trennmethode, da bei gegebener Gasflussrate (nach Gleichgewichtseinstellung) die
Menge der in der Grenzschicht vorhandenen oberflachenaktiven Substanz fast
unabh&angig von der Konzentration der Ausgangslosung ist (Spurny und Jakoubek,
1968; Brown, 1998).

2.1.2.1 Apparaturen

Fur den Aufbau von Zerschdaumungsapparaturen bieten sich unterschiedliche
Mdglichkeiten, wobei deren Zusammenstellung und Gestaltung dem jeweiligen Ver-
wendungszweck angepasst werden muss. Als Saulenmaterial wird hauptsachlich
Glas verwendet.

Eine sehr einfache Zerschdumungsapparatur von Schiitz (1937) zeigt Abbildung
2.6. Die Apparatur wird mit einer Halteklammer festgehalten. Die zu zerschaumende
Flassigkeit (C unten) bzw. der sich entwickelnde Schaum (C oben) befinden sich im
Zerschaumungsgefald B. Durch das Gaszuleitungsrohr A wird Gas in die Flussigkeit
geleitet. Bei der Verbindung E kdnnen verschiedene Einsétze angeschlossen wer-
den. D ist der Auffangbehalter fir den Schaum, und bei G kann dieser ausgetauscht
werden.

Um einen guten Zerschaumungseffekt zu erreichen, werden fur Laborversuche in
der Regel Glasséulen von ca. 1-2 m Lange und ca. 3-6 cm Durchmesser verwendet
(Lucena et al., 1996; Schonfeld und Kibbey, 1967; Tharapiwattananon et al., 1996;
Davis et al., 1949). Je nach Bedarf kdnnen Einspeise- und Entnahmestellen sowie
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sog. Krimmer am oberen Ende der Séaule angeordnet werden. Fir die Gasverteilung
iIm Flussigkeitspool gibt es unterschiedliche Ausfiihrungen, wie Glasfritten, Verteiler-
platten und Verteilungsrohre mit zirkulierendem Gasfluss (Lima und Varley, 1994).
AulRerdem ist es sinnvoll, mehrere Zerschaumungsrohre hintereinander zu schalten,

um eine hohe Effektivitat zu erzielen (Kishimoto, 1962).

Halteklammer . ] iy

Abb. 2.6: Einfache Zerschdumungsapparatur nach Schitz (1937). Mit: A: Rohr fur Gaszufuhr;
B: Zerschdumungsgefal; C: unten Flussigkeit, oben Schaum; D: SchaumsammelgefaR;
E: Verbindung zum Wechseln der Gaszufuhr; G: Verbindung zu Wechsel der Schaumsam-
melgefalie

Zur Auswahl einer dem Verwendungszweck angepassten Zerschaumungsappa-
ratur und einem optimalen Betrieb sind neben den physikalisch-chemischen Parame-

tern folgende technische Einflussfaktoren zu beachten:
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Durchmesser der Saule: Liu et al. (1995) beobachteten, dass mit kleinem
Durchmesser hdéhere Anreicherungsraten zu erzielen waren. Dies ist einer-
seits auf den héheren Druck, der in engeren Saulen auf die Gasblasen wirkt,
zuruckzufiihren, andererseits bedingt der geringere Querschnitt einen besse-
ren Kontakt der gegenlaufigen Strome und damit einen verstarkten Drainage-
effekt. Einen entscheidenden Einfluss hat der Durchmesser mdglicherweise
auch auf die Wirtschaftlichkeit. So kbnnte mit Saulen gréReren Durchmessers
ein erhohter Volumendurchsatz erzielt werden, was z. B. bei in gro3er Menge
anfallenden Abwassern eine entscheidende Rolle fir die Wirtschaftlichkeit des

Verfahrens darstellen konnte.

VolumenvergroRernde Einbauten: Fir die Zerschaumung groRRer FlUssig-
keitsmengen bei Batchprozessen kann der Flussigkeitspool mit einem grofl3e-
ren Querschnitt ausgestattet werden. Allgemein gilt fir Zerschaumungspro-
zesse, dass die Aufenthaltsdauer der Blasen im Schaumbereich wesentlich
langer ist als die im flissigen Bereich der Saule. Daher ist es fur die Erh6hung
des Trennungsgrades effektiver, die Abmessungen des oberen Saulenteils zu
verandern. Dies sollte bei einer Verfahrensoptimierung beriicksichtigt werden.
Als Einbauteile kbnnen Rohrverlangerungssticke, Zylinder- oder Kugeleinbau-
ten eingesetzt werden. Schonfeld und Kibbey (1967) verwendeten beispiels-
weise einen zylinderférmigen Einsatz im oberen Teil der Saule zur Verbes-
serung der Drainage. Banerjee et al. (1993) gestaltete die gesamte Saule aus

jeweils vier Ubereinandergesetzten trichterférmigen Teilstlcken.

Gasart: FUr eine Zerschdumung ist CO,-Gas ungeeignet, da dies zu einer
Veranderung des pH-Wertes und damit zur Veranderung der Bedingungen
fuhrt. Ebenso liefert es einen instabilen Schaum. Das gleiche gilt fur Luft.
N,-Gas ist am besten geeignet, da dadurch ein wesentlich stabilerer Schaum
entsteht (Thomas und Winkler, 1977; Montero et al., 1993). Andere inerte
Gase (z. B. Argon, Helium) unterscheiden sich zwar in ihren Eigenschaften
kaum von Ny, sind aber wesentlich teurer, so dass es kaum sinnvoll ist, ein an-

deres Gas aufRer N, zu wahlen.
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Gasflussgeschwindigkeit: Die gewahlte Gasflussgeschwindigkeit hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Zerschaumung. Bei einer niedrigen Gasfluss-
geschwindigkeit erhalt man eine bessere Anreicherung, da weniger Flussigkeit
in den Schaum mitgerissen wird. Auch ergibt sich eine langere Verweilzeit der
Schaumblasen in der Saule. Dies erleichtert Drainage und Anreicherung durch
Koaleszenz. Wird jedoch der Schaum zu trocken, kann ein Abrei3en der
Schaumsaule eintreten (Brown et al., 1998; Ahmad, 1975a; Bhattacharya et
al., 1991). Bei hoher Gasflussrate ergibt sich der entgegengesetzte Effekt,
d. h. grof3e Mengen an Flussigkeit gehen in den Schaum Uber, die Verweilzeit
wird kurzer, die Drainage wird verringert und die Reinheit der Schaumphase
wird durch den Anteil der mitgerissenen Flissigkeit limitiert (Varley et al.,
1996; Noble et al., 1998; Brown et al., 19990).

Hohe des Flissigkeitsstandes: Halt man die Schaumhoéhe, den Gasfluss
und die Produktzufuhr konstant, zeigt sich, dass sich die Veranderung des
Flussigkeitsstandes erheblich auswirkt (Ahmad, 1975; Uraizee und Narsim-
han, 1995b; Bhattacharjee et al., 1997). Durch steigenden Flissigkeitsstand
kann die Proteinanreicherung weiter verbessert werden. Die Ursache dafr ist
die langere Verweilzeit der Gasblasen in der Flussigkeit, dadurch ein langerer
Kontakt mit der Ausgangslésung und somit eine bessere Moglichkeit fur ober-
flachenaktive Substanzen, an die Blasenoberflache zu diffundieren und sich in

die Grenzschicht einzulagern.

Hohe der Schaumséaule: Durch internen Rickfluss nimmt mit der Hohe der
Schaumsaule die Menge an oberflachenaktiver Substanz je Foamateinheit zu.
Die herabflieBende Flussigkeit hat im Vergleich zum Schaum eine wesentlich
geringere Konzentration, d. h. das Anreicherungsverhéltnis in Bezug auf die
Ausgangslésung steigt mit der Hohe der Schaumséule (Dorman und Lemlich,
1965; Liu et al., 1995). Limitierend fur diesen Effekt ist die Stabilitdt der
Blasen. Je nach Eigenschaften der zerschaumten Ldsung reif3t die Schaum-

sdule bei einer bestimmten H6he ab.
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* Schaumzerstorer: Es sind verschiedene Methoden der Schaumzerstérung
bekannt (Abbildung 2.7). Banerjee et al. (1993) verwendete als einfache
Methode zur Verflissigung des Schaums eine ca. 30 cm hohe Glasséaule mit
einem Durchmesser von 4 cm, die eine 2,5 cm hohe Glasperlenschicht
enthielt. Mittels einer Pumpe wurde der Schaum durch die Glasperlen
gezogen, dadurch verflissigt und in einer Saugflasche gesammelt. Das
Foamat konnte zur Analyse entnommen oder in die Saule zurtckgefihrt
werden. Der Schaumzerstérer nach Lucena et al. (1996) besteht aus einem
Glasgefald und einem Motor mit Ruhrer. Der aus der S&ule austretende
Schaum wird in diesem Gefal3 aufgefangen, durch die Ruhrerpaddel verflis-
sigt und weitergeleitet. Eine dritte Mdglichkeit der Verflissigung erlautert
Lemlich (1961). Hier wird der Schaum durch einen in einem trichterférmigen

Schaumauffanggefal? rotierenden Drahtkorb zentrifugiert und verflissigt.

Schanm
Motor
1 Motor
las-
perlen- s
bett
Sas- o
Flasche m
Banerjee et al. (1993) Lucena et al. (1996) Lemlich (1961)

Abb. 2.7: Schematischer Aufbau von verschiedenen Schaumzerstorern
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2.1.2.2 Batch-Zerschaumungsverfahren

Bei der diskontinuierlichen Zerschaumung (Batch-Verfahren) gibt es grundsatzlich

zwei Mdglichkeiten:

Die Zerschaumung findet ohne Schaumriickfiihrung statt.
Der entstandene Schaum wird verflissigt und teilweise oder ganz wieder dem

Flassigkeitspool zugefuhrt (Lemlich, 1968a).

1. Batch-Verfahren ohne Schaumrickfihrung (Abbildung 2.8a)

Dieses Verfahren wird zur Untersuchung der Anreicherung von oberflachenak-
tiven Substanzen an Gasblasen am haufigsten angewandt. Es besteht darin,
ein gewisses Volumen einer Lésung Uber einen begrenzten Zeitraum zu
zerschaumen. Die Ausgangslosung wird in die Saule gefullt und der Prozess
zum Zeitpunkt t=0 durch Einschalten des Gasflusses gestartet. Der sich bil-
dende Schaum steigt in der Saule hoch, wobei mitgerissene Flissigkeit teil-
weise wieder zurucklauft. Proben von Schaum und Restflissigkeit werden in
bestimmten Zeitabstanden entnommen. Die gemessene Anreicherung kann
als Funktion der Zerschaumungszeit aufgetragen werden und als Grad der
Schaumfraktionierung angegeben werden. Eine andere Mdglichkeit besteht
darin, Messungen nur am Ende der Zerschdumungszeit vorzunehmen und so
ausschlie3lich die Gesamtanreicherung des oberflachenaktiven Stoffes und
entsprechend die maximale Abreicherung der Losung zu ermitteln. Das mit
dieser Methode gewonnene Ergebnis ist zeitabhangig, da sich kein Gleichge-

wichtszustand einstellt (Grieves, 1982).

Batch-Verfahren mit Schaumrickfihrung (Abbildung 2.8b)

Bei dieser Variante ist der Aufbau wie oben beschrieben. Der am oberen Ende
der Saule aufgefangene Schaum wird aber durch einen Schaumzerstérer ver-
flissigt und wieder in den Flussigkeitspool zurlickgefuhrt. Dieses Vorgehen
gewahrleistet bei einem gentgend groRen Volumen an Zerschaumungsflis-
sigkeit, dass die Konzentration der oberflachenaktiven Substanz im Schaum
gleich bleibt und sich ein Gleichgewichtszustand einstellt. Es wird sozusagen
im Kreislauf zerschaumt. Proben kdnnen wéhrenddessen entnommen werden.

Ein Nachteil des Verfahrens besteht allerdings darin, dass zur Entnahme der
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angereicherten Lésung der gesamte Prozess wie oben gestoppt werden muss
(Ostwald und Mischke, 1940a; Grieves, 1982).

>

: e
e Schaum 458 Schaum-
£ AL -

e fgrg?ggr zerstorer
>

Flussigkeit —jp Flussigkeit —%
-
Gaszufuhr Gaszufuhr

Abb. 2.8: Schematische Darstellung der Batchzerschaumung ohne (a) bzw. mit (b) Schaum-
ruckfihrung.

Des weiteren gibt es noch verschiedene andere Ausfiihrungen von Zerschéu-
mungsapparaturen, wie beispielsweise die Kolonnenzerschaumung (Abbildung 2.9),
bei der verschiedene Zerschaumungsapparaturen hintereinandergeschaltet werden
und der Schaum der vorhergehenden Zerschdumung als Flussigkeit fur die darauffol-
gende Zerschaumung dient (Ostwald und Mischke, 1940a).
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Abb. 2.9: Prinzip der Kolonnenzerschaumung

2.1.2.3 Kontinuierliche Zerschaumungsverfahren

Diese Technik kann bei der Zerschaumung gro3erer Volumina eingesetzt werden.

Hierbei gibt es verschiedene Variationen, die im Nachfolgenden ausfuhrlicher erlau-

tert werden sollen:

* Kontinuierliche Methode mit Einspeisung in die Flussigkeit (Abbildung 2.10a)
Dieses Verfahren entspricht dem Batch-Verfahren ohne Schaumrickfiihrung
mit dem Unterschied der kontinuierlichen Zufuhr der Ausgangslosung. Es
bildet sich ein einfaches Fliel3gleichgewicht zwischen der Konzentration an

oberflachenaktiver Substanz in der Grenzschicht und in der Ausgangslosung

aus (Grieves, 1982).
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Abb. 2.10: Schematische Darstellung der kontinuierlichen Zerschdumung mit Einspeisung in die

Flissigkeit (a) bzw. Einspeisung in den Schaum (b)

Kontinuierliche Methode mit Einspeisung in den Schaum (Abbildung 2.10b)
Wird die Ausgangslosung nicht am Saulenboden, sondern in den Schaum ein-
gespeist, kann ein grofl3erer Anteil der oberflachenaktiven Substanz abge-
trennt werden, da sich mehrere Flie3gleichgewichte ausbilden. Es begegnen
sich ein abwartsgerichteter Flissigkeitsstrom, der durch die Kapillaren herab-
flieRt, und ein aufsteigender Schaumstrom mit angereicherter Flissigkeit.
Zwischen den beiden Stromen findet ein Transport der oberflachenaktiven
Substanz statt (Grieves, 1982). Untersuchungen von Uraizee und Narsimhan
(1995a) ergaben, dass der Ubergang der oberflachenaktiven Substanz haupt-
sachlich in der Nahe der Einspeisestelle und in bzw. kurz Gber der Bodenflis-

sigkeit stattfindet.

Kontinuierliche Methode mit Schaumrickfihrung und Einspeisung in die
Flissigkeit (Abbildung 2.11a)

Eine externe Ruckfuhrung des Foamats liefert einen an oberflachenaktiver
Substanz hochkonzentrierten neuen Schaumstrom. Das konzentrierte Kolla-
bat, das in den Kapillaren nach unten fliel3t, erhdoht die Menge der oberfla-
chenaktiven Substanz an den Gasblasen durch Einlagerung der Molekile in
noch nicht besetzte Positionen der Grenzschicht. Koaleszenz und Schaum-
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zerfall innerhalb der Saule sorgen fur zusatzlichen internen Ruckfluss
(Grieves, 1982).

>
haum i 2| Schaum-
Schaum Schaum- Schay ! zerstorer
. . . hn -
zerstorer  Einspeisung %':f;‘;
"1-_-_.-
Teilweise Ruckfuhr des LLLE] Teilweise Riickfuhr des
o . zerstdrten Schaums Flussigkeit g zerstorten Schaums
Fliissigkeit —p (Foamat) 9 (Foamat)
. : -~ Ablauf
Einspeisung Ablauf
Gaszufuhr
Gaszufuhr

Abb. 2.11: Schematische Darstellung der kontinuierlichen Zerschaumung mit Einspeisung in die
Flussigkeit (a) bzw. Einspeisung in den Schaum (b) und gleichzeitiger Ruckfuhrung
des Foamats.

» Kontinuierliche Methode mit Schaumrickfihrung und Einspeisung in den
Schaum (Abbildung 2.11b)
Auch bei einer Produkteinspeisung kann die Schaumrickfihrung in den
Schaum statt in die Flissigkeit vorgenommen werden. Die Kombination der
schon beschriebenen Effekte fuhrt so zu einer optimalen Fraktionierung
(Grieves, 1982).

Als weitere Modifikation ist eine mehrstufige Zerschdumungsapparatur (multistage
bubble fractionator) bekannt, die einen stark erh6hten Massendurchsatz ermdglicht
(Leonard und Blacyki, 1978).
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2.1.2.4 Praktischer Einsatz der Verfahren

Bisherige Erfahrungen zeigen, dass die Auswahl des Verfahrens vom Ziel und
vom zu verarbeitenden Volumen des Produktes abhangt. Bei kleinen Volumina ist
das Batch-Verfahren zu bevorzugen. Durch den einfachen Aufbau sind der zeitliche
Aufwand und die anfallenden Kosten begrenzt, und es treten weniger Probleme beim
Betrieb auf; daher ist keine ununterbrochene Kontrolle des Betriebes notig.

Dagegen konnen bei den hier genannten Modifikationen des kontinuierlichen Ver-
fahrens bei Einspeisung in den Schaum kombiniert mit der Ruckflihrung des zerstor-
ten Schaums die besten Anreicherungsergebnisse erzielt werden (Lemlich, 1961; de
Lucena, 1996; Ahmad, 1975; Uraizee, 1995).

Je mehr man aber vom einfachsten Aufbau, dem des Batch-Verfahrens, abweicht,
umso mehr Probleme ergeben sich bei der Aufrechterhaltung und Uberwachung des
Betriebes bzw. bei der Optimierung der einzelnen zerschaumungsrelevanten Para-
meter. Nachteilig bei den kontinuierlichen Verfahren sind der relativ hohe Zeitauf-
wand fiir die standige Uberwachung des Prozesses, da es hier vor allem am
Schaumzerstorer zu Schwierigkeiten kommen kann. Des weiteren kommt ein grol3er
Aufwand fiir die Reinigung der Apparatur hinzu (Grieves, 1982). Eine Ubertragung
auf den industriellen Mal3stab bei beiden Verfahren noch nicht getestet worden.

Trotzdem zeigt der kritische Vergleich mit alternativen Verfahren wie Membran-
trenntechniken, Koagulation etc., dass in der Zerschaumung ein grofR3es Potential auf
Grund der niedrigen Kosten steckt. Ebenfalls von Vorteil kdnnte die Selektivitat des
Verfahrens sein.

Bereits Ostwald und Siehr (1937a, b) erwéhnten als mdgliches Einsatzgebiet der
Zerschaumung die Gewinnung des Eiweil3es aus Kartoffelrohsaft. Hier eréffnen sich
nun vielfaltige Moglichkeiten. In den Kartoffelstarkefabriken und Kartoffelbrennereien
fallen jahrlich groRe Mengen an Kartoffelfruchtwasser an, dessen Eiweil3 qualitativ
hochwertig ist (Brown et al., 1990). Allerdings wurden hier noch keine Versuche un-
ternommen, eine industrielle Anwendung zu testen. Analog kénnten einzelne Enzy-
me aufkonzentriert und gereinigt werden. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass es
durch eine verfahrensbedingte Denaturierung eventuell zu einer Verringerung bzw.
einem volligen Verlust der Enzymaktivitat kommen kann. Dies muss in Voruntersu-

chungen genau uberpruft werden.
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Die Zerschaumung stellt auch eine alternative Methode zur Zellgewinnung dar.
Viele Mikroorganismen (z. B. Hefen) haben die Eigenschatft, sich im Schaum zu sam-
meln und sich dort anzureichern (Ouchi und Akiyama, 1971; Bahr und Schigerl,
1992). Bestimmte Saccharomyces-Stamme eignen sich auf Grund ihrer
Hydrophobizitat hervorragend fir die Anreicherung durch Zerschaumungsverfahren
(Palmieri et al., 1996). Hefen kénnen nicht nur im Schaum angereichert werden,
sondern es ist auch maoglich, Hefen durch Kreislaufzerschaumung zu ztichten und zu
vermehren (Ostwald und Mischke, 1940b).

Ein Anwendungsgebiet, das bereits etabliert wurde, ist die Aquarientechnik. Hier
mussen vor allem im Wasser vorhandene Schwebstoffe entfernt werden. Die Zer-
schaumung machte hier viele komplizierte Filtrationsmethoden Uberflissig
(Huckstedt, 1965). Diese Methode ist bereits soweit standardisiert, dass von einigen
Firmen Apparaturen fir diese Zwecke kauflich zu erwerben sind (z. B. Aquatic Eco-
Systems Inc.; Emperor Aquatics Inc., USA).

Ahnliche Probleme stellen sich bei der Behandlung von 6ffentlichen und industriel-
len Abwassern. Allerdings fallen hier nicht nur zu entfernende Schwebstoffe an, son-
dern es miussten auch geldste Stoffe aus dem Abwasser entfernt werden (Jenkins et
al., 1972). Auch durch Koadsorption kdnnen weitere unerwiinschte Molekile mitab-
getrennt werden. Ob die anfallenden Verunreinigungen nach Isolierungsschritten ver-
wendbar sind, ist allerdings zweifelhaft, da in Abwassern ganz unterschiedliche ober-
flachenaktive Substanzen vorkommen, die nur unter groRem Aufwand zu trennen
sind.

Sowohl fur die Reinigung von Wasser als auch fur die Gewinnung der Inhaltsstoffe
sollte ein Einsatz der verschiedenen Zerschdumungsverfahren getestet werden. Da
Abwasser mit teilweise relativ hohen Gehalten an verwertbaren Inhaltsstoffen (z. B.
Proteine) in verschiedensten Bereichen der Industrie in der Regel in groRen Mengen
anfallen, ware es zuerst dringend geboten, das fur grol3ere Volumina geeignete kon-
tinuierliche Zerschaumungsverfahren zu entwickeln und in den industriellen MaR3stab
zu Ubertragen. Relativ einfach zu handhaben ist die Einstellung einer definierten
Gasflussgeschwindigkeit sowie die Regelung der verschiedenen Zu- und Abflisse

durch entsprechende Pumpen.
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Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick tiber bisher veroffentlichte Einsatzgebiete der Zer-

schaumung.

Tab. 2.2: Uberblick tiber die Einsatzgebiete der Zerschaumung

Einsatzgebiet der Zerschaumung

Autoren

Gewinnung des EiweilRes aus Kartoffelsaft

Ostwald und Siehr (1937a, b)

Aquarientechnik: Entfernung von

Verschmutzungen

Huckstedt (1965)

Behandlung von Abwassern der Textilindustrie

Lin und Lo (1996)

Wasserreinigung in Fischfarmen

Hussenot et al. (1998)

Reinigung von industriellen und 6ffentlichen

Abwassern

Jenkins et al. (1972)

Entfernung von Penicillin aus Abwassern

mittels eines Kollektors

Gehle und Schigerl (1984)

Isolierung von Fruchtproteinen

Davis et al. (1949)

Gewinnung von rekombinanten Proteinen in

der Pharmaindustrie

Lockwood et al. (1997)

Patent zur Trennung von Gluten und Stérke

aus Weizen

Rodgers (1972)

Anreicherung von
Saccharomyces cerevisiae;
S. carlsbergensis
Anreicherung von Sporen aus

B. subtilis var. niger

Gehle et al. (1991)
Tybussek et al. (1994)
Parthasarathy und Kumar (1988)

Gaudin at al. (1960)

Hefezlichtung durch Kreislaufzerschaumung

Ostwald und Mischke (1940b)

Reinigung und Aufkonzentrierung von

Enzymen

Ostwald und Siehr (1937)
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2.2 Zerschaumung von Proteinen

2.2.1 Aufbau von Proteinschaumen

In Schaum liegt eine Dispersion von Gasen in Flussigkeiten vor. Dabei stabilisie-
ren oberflachenaktive Proteine den Schaum durch die Bildung von flexiblen, kohé&si-
ven Filmen um die Gasblasen. Dies wurde ansatzweise schon 1840 von Ascherson
festgestellt. Lagern sich diese Substanzen Uber ihre hydrophoben Bereiche in die
Grenzschicht ein, so folgt anschlieBend eine partielle Auffaltung (Oberflachendenatu-
rierung). In der Schicht wechseln globulare Proteine ihre Struktur hin zu einer ketten-
artigen (Ramsden und Oxon, 1894; Kinsella, 1986; MacRitchie, 1987).

Diejenige Proteinkomponente, welche als erste die Grenzschicht erreicht, lagert
sich auch als erste ein; die spater ankommenden Proteinkomponenten kénnen das
schon eingelagerte Molekul nicht verdrangen, ungeachtet der oberflachenaktiven
Eigenschaften. Die Einlagerung dieser Proteine folgt einem kinetisch kontrollierten
Mechanismus (Cao und Damodaran, 1995; Anand und Damodaran, 1995). Der Zu-
stand des Molekils hangt u. a. von der Konzentration in der jeweiligen Lésung ab. In
verdinnten Lésungen sind alle Proteine in der Grenzschicht im gleichen aufgefalte-
ten (denaturierten) Zustand, wahrend bei konzentrierteren Lésungen die Proteine in
verschiedenen Stadien vorkommen kénnen (Charm, 1972; Phillips, 1981).

Bei der Zerschaumung wurde generell beobachtet, dass sehr nasse Schaume, wie
sie im unteren Teil einer Zerschaumungssaule vorkommen, die Struktur eines Kugel-
schaums aufweisen, wo hingegen der Schaum im oberen Teil der Saule polyeder-
artig aufgebaut ist (Kitchener und Cooper, 1959; Vries, 1972). Wahrend ein Kugel-
schaum aus selbstandigen Kugelblasen in einem fliissigen Dispersionsmittel besteht,
welche nicht unbedingt von oberflachenaktiven Substanzen umgeben sein mussen,
zeichnet sich ein Polyederschaum (Abbildung 2.12) durch einen Verband polyedrisch
geformter Blasen aus, die ihre Selbstandigkeit verloren haben und jeweils von Filmen
aus oberflachenaktiven Substanzen umgeben sind. Dabei kbnnen zwischen den in
den Grenzschichten nebeneinander liegenden oberflachenaktiven Substanzen
intermolekulare  Wechselwirkungen auftreten. Diese Erscheinung kann den

Polyederschaum stabilisieren (List, 1985).
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Abb. 2.12: Schematische Darstellung
eines Polyederschaums.

Durch die in verschiedene Raumrichtungen wirkenden Kapillarkrafte konnen aber
nur ganz bestimmte Polyederformen verwirklicht werden (Manegold, 1953). Innerhalb
des Polyederschaums unterscheidet man zwischen Filmblasen, die von einer ein-
fachen Schicht aus oberflachenaktiver Substanz umgeben sind, und Lamellenblasen,
die durch das Aneinanderhaften mehrerer Filmblasen entstehen (Abbildung 2.13).
Dabei besteht eine Lamelle aus einer Flissigkeitsschicht von 10 nm bis 1 um Dicke,
die auf beiden Seiten von einem Film aus einer oberflachenaktiven Substanz be-
grenzt wird. Die GroR3e der Blasen und die Viskositat des Dispersionsmittels bestim-
men die Bestandigkeit solcher Schaume.



2 THEORETISCHER TEIL SEITE 26

=

Filmblasen
Lamellenblasen

Abb. 2.13: Unterschied zwischen Film- und Lamellenblasen

Abbildung 2.14 zeigt schematisch den Querschnitt eines Polyederschaums mit
seinen Flussigkeitsfilmen (Lima, 1994). Die Summe der Kanale stellt innerhalb des
Schaums ein zusammenhangendes System dar, das mit interlamellarer Flissigkeit
gefullt ist. Im Gleichgewichtszustand berthren sich nie mehr als drei Lamellen eines
Polyederschaums, so dass sich Flachenwinkel von ca. 120° ergeben. In diesen Zwi-
schenrdumen bestehen Flissigkeitssdulen mit dreieckigem Querschnitt, die beim Zu-

sammenschluss der Gasblasen von drei dinnen Flissigkeitsfilmen geformt werden.

Film

Schaumblase

Gas Dreiecks-

Dreieck - Kanal

Kanale .
Film
Gas
Film

Abb. 2.14: Schematische Querschnittsdarstellung eines Polyederschaums (Lima, 1994)
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Dieser Dreieckskanal wurde von Plateau und Gibbs im Zusammenhang mit dem
Mechanismus der Schaumdrainage untersucht (Adamson, 1990) und wird als Gibbs-
Kanal bezeichnet.

Analysen der dreidimensionalen Struktur von Schaumen zeigten allerdings, dass
hier Voraussagen der Eigenschaften schwierig sind, da eine zu komplexe und dyna-

mische Struktur vorliegt (Weaire, 1989).

2.2.2 Bildung und Stabilisierung von Proteinschaumen

Die Filmbildung durch Proteine an Grenzschichten (z. B. Gas-Flussigkeit) beruht
auf deren Oberflachenaktivitat, also der Fahigkeit, die Grenzflachenspannung an der
Phasengrenze zwischen Gas und Flussigkeit herabzusetzen. Der Mechanismus der
Einlagerung von oberflachenaktiven Substanzen in eine Grenzschicht ist meist ther-
modynamisch kontrolliert. Innerhalb der Proteinschicht richtet sich das Protein so
aus, dass sich hydrophile Bereiche zur wassrigen Phase orientieren, wahrend sich
hydrophobe Regionen in Richtung der Gasphase ausrichten (Maas, 1974; Phillips,
1981). Dabei kommt es, wie schon erwéahnt, zur partiellen Denaturierung. Dies kann
zur Freilegung zuséatzlicher Aminosaureseitenketten fihren, wodurch dann neue in-
termolekulare Wechselwirkungen auftreten kdnnen (Belitz und Grosch, 1992). Die
anschlieRende Assoziation der aufgefalteten Proteine, die durch eine mdglichst ge-
ringe Nettoladung der Molekule begunstigt wird, stabilisiert den Film. Je hoher die
Hydrophobizitat eines Proteinmolekils ist, umso besser ist dessen Schaumeigen-
schaft (Phillips, 1981; Townsend und Nakai, 1983; Poole et al., 1984; Dickinson,
1989).

Liegen andererseits im Proteinmolekil Disulfidbriicken oder andere starke intra-
molekulare Bindungen vor, kann die Auffaltung begrenzt und die Filmbildung ver-
schlechtert sein (Charm, 1972).

Die Hydrophobizitat kann durch den pH-Wert beeinflusst werden. Wenn die Netto-
ladung nach der Einstellung des pH-Wertes gegen null geht, so ist der isoelektrische
Punkt (pl) des Proteinmolektls erreicht, und es besitzt maximale Hydrophobizitat
(Thomas und Willer, 1977; MacRitchie, 1987; Liu et al., 1995). Dies bedeutet, dass

ein Protein an seinem isoelektrischen Punkt die besten schaumbildenden und
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schaumstabilisierenden Eigenschaften besitzt (MacRitchie, 1987; DeSouza et al.,
1991). Ebenso kann dies bei pH-Werten hdher als 12 bzw. kleiner als 2 beobachtet
werden, was auf proteinstrukturabhangige Schaumbildungseigenschaften hindeutet.
Auch wird bei Anwesenheit von Salzen die Schaumbildung im Alkalischen verbes-
sert, im Sauren jedoch verschlechtert (Thuman et al., 1949). In einer Untersuchung
wurde demonstriert, dass Serumalbumine ein Minimum der Schaumbildung an ihrem
isoelektrischen Punkt zeigten, was jedoch im Widerspruch zu anderen Verdoffentli-
chungen (s. 0.) steht (Peters, 1952b).

2.2.3 Verfahren zur Proteinanreicherung

Wirtschaftlich einsetzbare Verfahren zur Gewinnung von Proteinen aus Abfallen
mit geringem Proteingehalt sollten sowohl den physiologischen Wert der Eiweil3e er-
halten als auch eine Durchfiihrung mit geringem Kosten- und Zeitaufwand ermogli-
chen. Hierfur stehen bisher unterschiedliche Technologien zur Verfiigung, die im Fol-
genden kurz erlautert werden sollen.

Als produktschonendes Verfahren steht die Membrantrenntechnik zur Verfigung.
Mit ihr kdnnen Bestandteile gemal ihrer Teilchengréf3e getrennt werden (Kessler,
1996). Im Einzelnen kommen dabei in Frage: Umkehrosmose, Nanofiltration, Elektro-
dialyse, Ultrafiltration und Mikrofiltration. Je nach Art des Verfahrens kénnen Wasser,
Mineralsalze, verschiedene Proteine oder Mikroorganismen abgetrennt werden. Die
Membrantrennverfahren zeichnen sich durch einen hohen Wirkungsgrad aus und
konnen relativ leicht im grof3technischen Mal3stab eingesetzt werden. Die Nachteile
sind jedoch sowohl der relativ hohe apparative Aufwand als auch die vergleichsweise
hohen laufenden Energiekosten (Singh und Singh, 1996; Kessler, 1996).

Eine weitere Mdglichkeit der Gewinnung von Proteinen ist die Koagulation. Hier
werden bestimmte chemische oder thermische Verfahren verwendet, um Proteine
aus einer Losung prazipitieren zu lassen, sie dann abzutrennen und spater fir be-
stimmte Zwecke einzusetzen. Es ist ein schnelles Verfahren, um den gesamten Pro-
teinanteil einer Losung zu entfernen. Allerdings liegen die Proteine nach der Koagu-
lation nicht mehr in ihrer nativen Form vor, und eine Fraktionierung der Inhaltsstoffe

ist nicht moglich. Des weiteren missen nach der Koagulation noch organische Sau-
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ren und Salze entfernt werden (Knorr, 1977, 1980; Wilhelm und Kempf, 1981; Belitz
und Grosch, 1992; Singh und Singh, 1996). Ahnliches gilt fur das Eindampfen von
eiweil3haltigen Losungen, wobei zusétzliche hohe Energiekosten entstehen (Singh
und Singh, 1996; Kessler, 1996).

Als Alternativverfahren kame hier die Zerschaumung in Frage. Allerdings bestehen
bisher noch keine praktischen Erfahrungen zur Gewinnung von Proteinen. Die An-
wendung war bisher beschrankt auf die Aquarientechnik (s. 0.). Auch musste bei der
Gewinnung von aktiven Enzymen genau geklart werden, in wie weit sich die mog-
liche Proteindenaturierung bei der Zerschdumung auf die Aktivitat der Enzyme aus-
wirkt.

Die Untersuchung des Proteinverhaltens wurde bisher nur in Laborversuchen
durchgefihrt (vgl. 2.2.3). Es liegen hierzu noch keine grof3technischen Untersuchun-
gen vor. Hier besteht Handlungsbedarf. Zunachst misste die Anwendbarkeit der Zer-
schaumung an sich untersucht werden. Dann sollte dieses Verfahren fur eine opti-
mierte Proteingewinnung eingesetzt werden und als letztes die Untersuchung an-
hand eines Abfallgemisches (z. B. Kartoffelschlempe) durchgefiihrt werden. Wichtig
dabei ist auch die Art des Verfahrens. Dieses sollte speziell beim Einsatz in der Ab-
fallverwertung gro3e Volumendurchsatze erlauben.

Probleme bei der praktischen Durchfiihrung der Zerschaumung kénnen durch ein
AbreiRen der Schaumsaule in der Kolonne sowie auch am Schaumzerstérer (Uber-
laufen) auftreten. Bisher unterliegt das Verfahren noch einem relativ hohen Zeitauf-
wand, da standige Beobachtung notwendig ist, um auf plétzlich auftretende Schwie-

rigkeiten reagieren zu konnen.
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2.3 Kartoffelproteine
2.3.1 Kartoffelinhaltsstoffe

Die Kartoffel (Solanum tuberosum) gehért zur Familie der Solanaceae. Sie besteht
durchschnittlich zu 77,8 % aus Wasser. Insgesamt setzt sie sich aus den in Tabelle

2.3 aufgelisteten Inhaltsstoffen zusammen. Die Bestandteile des Kartoffelfrucht-

wassers sind in Tabelle 2.4 aufgefihrt.

Tab. 2.3: Hauptinhaltsstoffe von 100 g essbarem Anteil der Kartoffel (Scherz und Souci, 1994)

Wasser | Eiweil3* | Fett | Kohlenhydrate | Organische | Ballaststoffe | Mineralstoffe
Sauren
77,89 | 2,09 ‘ 0,1g ‘ 14,8 g ‘ 06g | 25g ‘ 1,09

* berechnet als Gesamtstickstoff

Tab. 2.4 Zusammensetzung von Kartoffelfruchtwasser in % der Frischmasse (Noord, 1976)

Trockenmasse | EiweilR* ‘ Zucker ‘ Kalium

5 % | 1,3 % ‘ 0,76 % ‘ 0,51 %

* berechnet als Gesamtstickstoff

Der Hauptanteil der Kohlenhydrate besteht aus Stéarke (Kolbe, 1995). Der Fettan-
teil der Kartoffeln setzt sich hauptsachlich aus Membranlipiden zusammen, wobei die
wichtigsten vorkommenden Fettsauren Myristin-, Palmitin-, Stearin-, Ol-, Linol- und
Linolensaure sind (Kolbe, 1996d). An Zuckern sind hauptséachlich Glucose, Fructose
und Saccharose enthalten, jedoch in stark schwankender Zusammensetzung (Kolbe,
1996a). Die vorkommenden organischen Sauren (hauptsachlich Zitronen-, Apfel- und
Oxalsaure) bewirken eine Stabilisierung des pH-Wertes zwischen 5,6 und 6,2. Des
weiteren tragen Mineralstoffe (Tabelle 2.5) wie Natrium, Kalium und Magnesium
sowie Ballaststoffe und Vitamine (u. a. A, B, C, E) zur Erh6hung des ernahrungsphy-
siologischen Wertes bei (Kolbe, 1996e, 1997).



2 THEORETISCHER TEIL SeITE 31

Tab. 2.5: Mineralstoffzusammensetzung der Kartoffelknolle (Scherz und Souci, 1994)

Element Konzeptration
[mg/1000 g Frischesubstanz]

Calcium 61,6
Eisen 4,0
Kalium 4110
Kupfer 0,90
Magnesium 202
Mangan 14
Natrium 34,0
Zink 3,5
Chlorid 450
Phosphor* 500

* perechnet als Hydrogenphosphat

Etwa die Halfte des Gesamtstickstoffs entfallt auf das Reinprotein (Schick und
Klinkowski, 1961; Kolbe, 1996b) und der tbrige Teil auf den nicht-proteingebunde-
nen Stickstoff, welcher sich aus freien Aminosauren, Amiden, Nitrat und weiteren Ba-
sisstickstoffkomponenten zusammensetzt (Woolfe, 1996; Kolbe, 1996c). Von dem
Reinprotein stellen Albumin, Globulin, Glutelin und Prolamin die wichtigsten Fraktio-
nen dar (Gorinstein et al., 1988). Die qualitative Verteilung der einzelnen Proteinfrak-
tionen hangt von der Sorte und dem Entwicklungsstadium der Kartoffel ab, ist jedoch
vom Standort, Jahrgang und Dingung unabhangig, so dass eine elektrophoretische
Analyse ein sortenspezifisches Muster liefert (Schick, 1961; Stegemann, 1969;
Stegemann und Loeschke, 1977). Das Gesamtprotein besteht auch zu einem Tell
aus spezifischen Proteaseinhibitoren, die gegen Verdauungsenzyme wie Trypsin,
Chymotrypsin und Carboxypeptidase A wirken (Dao und Friedman, 1994). Die Mole-
kulargewichte dieser Inhibitoren liegen im Bereich von 17-22,5 kDa (Kaiser und
Belitz, 1972; Revina et al., 1995). Ihr Anteil betragt ca. 0,1-0,2 % des Gesamtproteins
(Belitz und Grosch, 1992). Auch hier ist die Zusammensetzung bzw. die Menge spe-
zifisch fur die jeweilige Kartoffelsorte (Kaiser et al., 1974). Ein Unterschied zwischen
den in der Knolle vorkommenden und den Fruchwasserproteinen besteht fast nur
guantitativ (Stegemann et al., 1973). Die im Fruchtwasser vorkommenden Protein-
fraktionen, welche qualitativ denen der Knolle entsprechen, besitzen isoelektrische
Punkte zwischen 3 und 10 und Molekulargewichte zwischen 13,5 und 93 kDa. Sie
sind besonders reich an Lysin und eignen sich daher besonders als Ergéanzung fur ly-

sinarme Proteine, z. B. die in Getreide (Horn, 1979).
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Die Kartoffel besitzt neben der Sojabohne den héchsten Ertrag an Proteinen und
Aminosauren je Hektar Anbauflache (Stegemann, 1978). Dabei ist der ernéahrungs-
physiologische Wert des Kartoffelproteins qualitativ dem aus Eiern und Fleisch
gleichzusetzen (Kofranyi und Jekat, 1964a und b; Stegemann, 1978). Tabelle 2.6

zeigt die Aminosédurezusammensetzung.

Tab. 2.6: Durchschnittsgehalt an Aminoséuren in Kartoffelknollen (Mittelwert von 34 Kartoffelsorten)
(van Gelder und Vonk, 1980)

Aminoséaure Gehalt [g/100 g Aminosauren]
Threonin 5,42
Valin 6,42
Methionin 2,15
Isoleucin 5,29
Leucin 10,28
Phenylalanin 6,53
Lysin 7,64
Histidin 2,06
Arginin 4,95
Asparaginsaure 12,64
Serin 5,40
Glutaminsaure 10,23
Prolin 4,83
Glycin 5,03
Alanin 4,73
Tyrosin 5,62

Ein Nachteil von Kartoffelproteinen besteht jedoch darin, dass bestimmte Fraktio-
nen Allergien beim Menschen hervorrufen kénnen. Diese allergenen Fraktionen

haben einen isoelektrischen Punkt zwischen 4,5 und 5,2 (Wabhl et al., 1990).



2 THEORETISCHER TEIL SEITE 33

2.3.2 Industrielle Verarbeitung

Die industrielle Gewinnung von Starke aus Kartoffeln ist ein relativ einfaches Ver-
fahren, da hier die Starkekorner frei in den Zellen liegen. Das pflanzliche Material
wird zerkleinert und die Starke mit Wasser ausgeschwemmt, aus der Suspension
(Starkemilch) abgeschieden und getrocknet. Diese Starke (Amylose, Amylopektin)
lasst sich durch physikalische oder chemische Modifizierungen verbessern und be-
stimmten Verwendungszwecken anpassen (Belitz und Grosch, 1992).

Als Reste bei der Starkegewinnung fallen grol3e Mengen an Kartoffelrestmasse
an, die hier analog zur Brennereitechnologie als Schlempe bezeichnet werden soll.
Sie wird hauptséachlich zur Ergdnzung des Milchpulvers zur Fitterung (Milchersatz)
von jungen Kalbern verwendet (Noord, 1976). Aul3erdem fallen bei den verschiede-
nen Reinigungsschritten grol3e Mengen an Abwasser an, die nicht genutzt werden
konnen.

Auf Grund ihres relativ hohen Starkegehalts ist die Kartoffel ebenfalls fur die Alko-
holherstellung in Brennereien interessant (Kreipe, 1981). Auch finden vermehrt spe-
ziell gezlichtete Starkekartoffeln den Weg in die Brennereien (Adam et al., 1995). Um
100 L Weingeist zu erhalten, benétigt man ca. 850 kg Kartoffeln mit einem Starkege-
halt von ca. 18 % (Wustenfeld und Haeseler, 1996).

In den Brennereien werden die bei 4-7 °C in Lagerhallen aufbewahrten Kartoffeln
vom Schmutz (Sand, Erde, Steine etc.) befreit und gereinigt. Hier féallt ein Grofteil
des Abwassers an. Beim anschlieenden mechanischen und thermischen Auf-
schluss wird die Starke verkleistert und geldst, um sie spater verzuckern zu konnen.
Heutzutage wird das Hochdruckdampfverfahren mit einem Henzedampfer am haufig-
sten angewendet. Ein positiver Nebeneffekt beim Aufschluss ist ein gewisser Abbau
des Eiweil3es zu Aminosauren und weiteren Inhaltsstoffen, die bei der Fermentation
der Hefe als Nahrung dienen. Beim Hochdruckdampfen werden Druckwerte bis zu
5 bar verwendet, um eine vollstandige Zerkleinerung der Kartoffeln und eine Lésung
der Starke zu garantieren. Die Dampfdauer betragt ca. 1,5 h. Beim Ausblasen des
Henzedampfers kommt es auf Grund der schnellen Druckentlastung zum Auseinan-
derbrechen der Zellverbande. So wird die Starke den Enzymen zugénglich. Danach
gelangt die Masse in den mit Grinmalz (B-Amylase; zusatzlich: Verwendung von a-
amylasenreichen mikrobiellen Enzymen) vorgelegten Maischebehalter, in dem sie bei

50-60 °C verzuckert wird. Hier wird ebenfalls ein Teil der Proteine durch Proteasen
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zu Peptiden und Aminosauren abgebaut. Die Gardauer mit Hefe (obergérige Bren-
nereihefe) betragt meist ca. 68 h. Der pH-Wert sinkt dabei von anfangs 5,4-5,8 auf
4,6 ab und der Gehalt an vergarbaren Zuckern fallt von ca. 17 % auf 0,7-1,4 %.
Anschliel3end wird der Alkohol in kontinuierlich arbeitenden Rektifizieranlagen (mehr-
stufige Destillation) extrahiert. Der Leichtsieder (Alkohol) reichert sich in der Kolonne
im aufsteigenden Gemischdampf, der Schwersieder (Wasser) in der entgegenstro-
menden Flussigkeit an. Die fur Trinkzwecke unerwiinschten Garungsnebenprodukte
konnen wegen ihrer unterschiedlichen Siedetemperaturen an entsprechender Stelle
der Rektifiziersdule entnommen werden. Die vorgewadrmte Maische gelangt in den
obersten Boden der Maischekolonne und fliel3t nach unten. Im Sumpf wird die
Schlempe mit einem Schlempenheber in den Schlempensammelbehélter gepumpt
(Kreipe, 1981).

Diese Schlempe enthélt noch eine Reihe von verwertbaren Inhaltsstoffen, wobei
der relativ hohe Rohproteingehalt der Schlempe von der in der vorangegangenen
Géarung zugegebenen Hefe rihrt. Die Zusammensetzung der Schlempe ist Tabelle
2.7 zu entnehmen. Auf die Zusammensetzung von Schlempe der Kartoffelstarkein-
dustrie wird hier nicht naher eingegangen, da nur unzureichende Daten vorhanden

sind.

Tab. 2.7: Zusammensetzung von Kartoffelschlempe von Brennereien (Pieper et al., 1993)

llrysll et [% der II\:Ar?Qgr?masse]
Wasser 94,4
Trockensubstanz 5,6
Rohprotein 15
Rohfett 0,04
Rohfaser 0,5
N-freie Extraktstoffe 2,9
Asche 0,5

Die Schlempe als Abfallprodukt dient im landwirtschaftlichen Brennereigewerbe
meist als Kraftfutter mit hohem N&hrwert, da bei der Garung fast nur die Kohlenhy-

drate ausgenutzt werden. Deren Futterung ermdglicht so eine ausgedehnte Viehhal-
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tung und eine Dingererzeugung, die wieder dem Boden zugute kommt. Gelegentlich
wird sie auch auf Walzentrockner unter Zugabe von Kartoffelreibseln zu Flocken ge-
trocknet und anderen Futtermitteln zugesetzt, was den Vorteil hat, dass sie auf diese
Art und Weise haltbar gemacht und zu spateren Zeitpunkten verfittert werden kann
(Sierp, 1967; Kreipe, 1981). Auch kann sie auf geeigneten landwirtschaftlichen Fl&-
chen als Dungeranteil breitflachig ausgetragen werden (Adam et al., 1995).

Auch beim Brennereiverfahren fallen hohe Mengen an Abwasser an, durchschnitt-
lich 6,22 m* je Tonne Kartoffeln. Auch hier ist eine Verwertung nicht moglich, son-
dern es bleibt nur eine Entsorgung. Probleme mit solchen Abwéassern kdnnen bereits
beim Ablassen in einen Vorfluter auftreten. Hier treten schon auf dem Wege zum
Vorfluter erhebliche Geruchsbeléastigungen durch Faulnisprozesse auf.

2.3.3 Schlempenentsorgung (nach Sierp, 1967)

Da pro Jahr wesentlich mehr Schlempe produziert wird, als durch oben erwahnte
Madglichkeiten wiederverwertet werden kann, muss ein Grof3teil auf verschiedene Art
und Weise entsorgt werden.

Die Einleitung der Schlempe in die Kanalisation oder in 6ffentliche Gewasser ist im
Hinblick auf deren hohen chemischen Sauerstoffbedarf (CSB) nach den geltenden
Wasser- und Abwassergesetzen unzulassig (Kreipe, 1981). Dieses macht Alternativ-
verfahren notwendig.

Eine biologische Methode ist das Rieselverfahren. Hier wird die Schlempe vor der
Verrieselung mit Kuihl- oder Spulwasser verdinnt, durch Kalk oder ein gleichwertiges
Neutralisationsmittel neutralisiert und auf Rieselfeldern oder Rieselwiesen ausge-
bracht. Dies bringt eine Steigerung der Ernteertrdge mit sich. Allerdings ist infolge der
Menge der anfallenden Abwésser der Bedarf an geeigneten Flachen sehr hoch.
AulRerdem kénnen auch hier starke Geruchsbelastigungen durch die berieselten Fla-
chen auftreten.

Ein weiteres biologisches Verfahren ist der Abbau der organischen Stoffe durch
Belebtschlamm. Diesem sind jedoch durch den hohen Gehalt an organischen Stoffen
Grenzen gesetzt. Der Abbau der Schlempe kann auch aerob in Teichen erfolgen.

Auch ein anaerober Abbau ist mdglich. Hierbei kann Biogas erzeugt werden, welches
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in verschiedene Bereichen, beispielsweise zur Stromerzeugung, eingesetzt werden
kann.

Das grundlichste Verfahren zur Beseitigung der Schlempe ist die Verdampfung
und Veraschung. Die gewonnene Schlempekohle kann dann in der chemischen In-
dustrie zu verschiedenen Chemikalien weiterverarbeitet werden. Allerdings entstehen
hierbei ziemlich hohe Energiekosten, was dieses Verfahren relativ unwirtschaftlich
macht.

Als Alternativverfahren zur Nutzung der noch vorhandenen Wertstoffe kdnnte man
die Zerschaumung einsetzten. Mit ihr kdnnte es maoglich sein, mit geringen Kosten
und wenig Aufwand die vorhandenen Proteine bis zu einem gewissen Reinheitsgrad

abzutrennen und weiterzuverwerten.

2.4 Proteinanalytik

2.4.1 Quantitative Proteinbestimmungsmethoden

Die Methoden zur quantitativen Bestimmung von Proteinen basieren auf verschie-
denen Prinzipien. Zu diesen gehoren die Erfassung des Stickstoffgehaltes, die photo-
metrische Analyse der Proteine nach einer chemischen Reaktion der Peptidbindung
oder bestimmter Aminosauren, Messung der UV-Absorption bei Anwesenheit von
aromatischen Aminosauren und die Tribungsmessung durch Ausflockung des ge-
|6sten Eiweil3es durch Proteinfallmittel. Drei fir die Analytik der Lebensmittel beson-
ders wichtig gewordene Methoden werden im folgenden beschrieben (Matissek et al.,
1992).

1. Gesamtproteingehalt nach Kjeldahl

Hierbei wird in der Regel der Stickstoffanteil nach dem Aufschluss der organi-
schen Substanz mit Schwefelsaure bestimmt und anschlielend der Proteingehalt
unter Zuhilfenahme eines Faktors (F=6,25 fur Kartoffeln) berechnet. Es wird ange-
nommen, dass sich das SO3;, das sich wéhrend des Aufschlusses bei hohen Tempe-
raturen bildet, als Lewis-Saure an die Aminogruppe der Peptidbindung des Proteins
anlagert, so dass sich die entsprechende Amidosulfonsaure bildet. Diese ist bestan-

dig gegen weitere Oxidation und geht durch Zersetzung in Ammoniumsulfat tber.
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Letzteres kann nach Freisetzen des Ammoniaks und Destillation mittels Sdure-Base-
Titration erfasst werden.

Da beim Kjeldahl-Aufschluss nicht nur Proteine und freie Aminosauren erfasst wer-
den, sondern auch nicht-proteingebundener Stickstoff (z. B. Nukleinsauren und Am-
moniumsalze), erfolgt die Angabe des organisch gebundenen Stickstoffs als ,Ge-

samtstickstoff, berechnet als Protein“.

2. Reinproteingehalt nach Barnstein

Um den ,Reinproteingehalt* zu bestimmen, werden die echten Proteine zuerst ab-
getrennt. Dazu wird ihre Eigenschaft ausgenutzt, mit Schwermetallsalzen Fallungsre-
aktionen einzugehen, was zur Denaturierung fuhrt. Die ubrigen Stickstoffverbin-
dungen bleiben in Lésung. Im Isolat wird der Stickstoffgehalt wie bei Kjeldahl be-

stimmt.

3. Protein-Bestimmung nach Lowry

Hierbei handelt es sich um ein sehr verlassliches und haufig angewandtes Verfah-
ren zur quantitativen Bestimmung von I6slichen Proteinen (Bensadoun und
Weinstein, 1976), das es ermoglicht, sehr verdiinnte Lésungen nach Eliminierung
von stérenden Substanzen auf ihren Proteingehalt zu untersuchen (Peterson, 1977).
Die Methode beruht darauf, dass das sogenannte Lowry-Reagenz, eine Losung aus
Natriumcarbonat und Kupfersulfattartrat, mit den Peptidketten Komplexe bildet und
sich nach Zugabe von Phenol-Reagenz violett farbt. Einflisse durch andere Inhalts-
stoffe werden durch Zugabe weiterer Reagenzien ausgeschaltet. Die Absorption der
Flussigkeit kann im Wellenlangenbereich von 500 bis 800 nm gemessen werden. Zur
Auswertung ist es notig, mittels verschiedener Verdiinnungen eines Proteinstandards
(meist Rinderalbumin) eine Kalibrierkurve zu erstellen, mit Hilfe derer dann der Pro-

teingehalt der zu untersuchenden Losungen ermittelt werden kann.
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2.4.2 Gelelektrophoretische Trennmethoden

Die Elektrophorese, bei der sich geladene Teilchen in einem elektrischen Gleich-
stromfeld bewegen, wird in erster Linie fur die qualitative Charakterisierung von Sub-
stanzgemischen, aber auch fir die Reinheitskontrolle, die quantitative Bestimmung
und zu Vorbereitungszwecken verwendet. Sie kann zur Analyse von ganzen Zellen,
Nukleinsauren, Proteinen, Peptiden, Aminosauren, organischen Sauren und Basen,
Arzneimitteln, Pestiziden und anorganischen Anionen und Kationen angewendet
werden. Mit ihr kann alles getrennt werden, was eine Ladung tragt.

Fur die Auftrennung von Proteinen eignen sich besonders elektrophoretische
Techniken wegen ihrer Schnelligkeit, des relativ geringen apparativen Aufwandes
und ihrer Trennleistung. Diese wird von keinem anderen physikalisch-chemischen
Trennverfahren tUbertroffen.

Tragt man, wie in Abbildung 2.15 gezeigt, die Nettoladung eines Proteins gegen
den pH-Wert auf, entsteht eine Titrationskurve, die die Abszisse am isoelektrischen
Punkt schneidet. Hier besitzten Proteine eine Nettoladung von ~ 0, was zur Folge

hat, dass sie im elektrischen Feld nicht mehr wandern.
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isoelektrischer

1] / Punkt (pl)

Nettoladung
o

Abb. 2.15: Schematische Darstellung der Abhangigkeit
der Nettoladung vom pH-Wert

Diese Probleme konnten im zweiten Fall beim Einsatz von immobilisierten pH-Gra-
dienten (IPG) weitestgehend geltst werden (Bjellgvist et al., 1982). Ein immobilisierte
pH-Gradient wird durch Copolymerisation von Acrylamidmonomeren und Acrylamid-
derivaten mit puffernden Gruppen, den Immobilinen, erzeugt (allg. Formel: CH,=CH-
CO-NH-R, wobei R entweder eine Carboxyl- oder tertiare Aminogruppe ist). Das
reaktive Ende (CH,=CH-) wird mit Acrylamid fest in der Matrix verankert, wahrend
durch das puffernde Ende (R) der entsprechende pH-Wert gebildet wird. Diese so
erzeugten immobilisierten pH-Gradienten sind von Beginn an kovalent an die Acryl-
amidmatrix gebunden. Der Vorteil dabei ist, dass dieser zeitstabil ist, womit jetzt eine
echte Gleichgewichtsfokussierung aller Proteine moglich ist, d. h. nach Erreichen
eines Endpunkts findet keine Verschiebung mehr statt. Somit sind die Trennungen
sehr gut reproduzierbar. Ein weiterer Vorteil der isoelektrischen Fokussierung mit
immobilisierten pH-Gradienten ist, dass sehr enge pH-Gradienten in den meisten Re-
gionen des pH-Bereichs verwirklicht werden kdnnen (Gorg et al., 1988). Die isoelek-
trische Fokussierung ist die zur Zeit leistungsfahigste eindimensionale elektropho-
retische Trennmethode. Zur Differenzierung genigen Unterschiede in den isoelek-
trischen Punkten von 0,001 pH-Einheiten (Righetti, 1987).
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Damit wurden neue Mal3stdbe hinsichtlich Auflosungsvermégen und Reproduzier-
barkeit gesetzt, die sich auch auf die zweidimensionale Technik auswirken. Bei
letzterer werden zur weiteren Erhdhung der Trennleistung zwei Elektrophoreseme-
thoden, die isoelektrische Fokussierung und die SDS-Polyacrylamidelektrophorese,
kombiniert. Mit der hochauflosenden zweidimensionalen Elektrophorese kénnen
komplexe Proteingemische einer Zelle, eines Gewebes oder biologischen Flussigkeit
in hunderte oder gar tausende von Polypeptiden aufgetrennt werden. Die Auftren-
nung der Proteine erfolgt dabei nach zwei voneinander unabhangigen Parametern,
den isoelektrischen Punkten in der ersten Dimension und den Molekulargewichten in
der zweiten Dimension. Dabei entsteht ein Proteinpherogramm, aus dem wie aus
einem Koordinatensystem das Molekulargewicht und der isoelektrische Punkt des
jeweiligen Proteinspots abgelesen werden kann. Zur Beurteilung werden die Gele so
betrachtet, dass der pH-Wert von links nach rechts und das Molekulargewicht von
unten nach oben ansteigt.

In Tabelle 2.8 sind die verschiedenen Methoden der Gelelektrophorese und ihre
Trennprinzipien zusammengefasst. Bei der Wahl der Elektrophoresetechnik muss
der entsprechende Zweck festgelegt werden. So wird die hochauflosende 2 D-Gel-
elektrophoresetechnik in ihrer Trennleistung zwar von keinem anderen Elektrophore-
severfahren ubertroffen, aber dafir erfordert sie auch einen sehr hohen Aufwand an
Arbeit und Zeit.

Nach beendeter Elektrophorese missen die Proteine sichtbar gemacht werden.
Die Detektion kann direkt im Elektrophoresegel durch Anfarbung mit anionischen
Farbstoffen (z. B. Coomassie Blau) oder mit Silbersalzen erfolgen. Die Nachweisem-
pfindlichkeit der aufwendigeren Silberfarbungen (ca. 1-10 ng Protein je mm? Gelober-

flache) liegt etwa 10-100 mal héher als die der Coomassiemethoden.
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Tab. 2.8: Uberblick tiber verschiedene Elektrophoresetechniken (Westermeier, 1997)

Methode

Trennprinzip

Sonstiges

SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Isoelektrische Fokussierung
(IEF)

Hochauflosende
2 D-Gelelektrophorese

Nach MolekulgroRRe
(Molekulargewicht)

Nach isoelektrischem Punkt

(p)

1. Dimension nach pl (IPG)
2. Dimension nach
Molekulargewicht

* Methode der Wahl fir Molekularge-
wichtsbestimmungen

* Molekularsiebeffekt kann durch
Variation der Acrylamidkonzentra-
tion gesteuert werden

¢ kann mit Porengradienten kombi-
niert werden

» keine Enzymanfarbungen aufgrund
der Proteindenaturierung moglich

« Elektrophorese in pH-Gradienten

» Kombination aus IEF-IPG und SDS-
PAGE

e Trennung nach voneinander unab-
hangigen Parametern

» Methode mit dem héchsten Auflo-
sungsvermaogen

 ideal fur die Auftrennung komplexer
Proteingemische
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1 Materialien

Falls nicht ausdriucklich erwéahnt, wurden analysenreine Chemikalien verwendet (p.a.-

Qualitat). Das Wasser war destilliert.

Acrylamid, Amersham Pharmacia

Ammoniumpersulfat, Serva

L-Ascorbinsaure Testkombination, 409 677, Boehringer
CHAPS, Sigma

Dithiothreitol (DTT), Sigma

Essigsaure, Merck

Ethanol 96%, Merck 159010

Formaldehydlésung (37%ig), Merck

D-(-)-Fructose, 47739, Fluka

Glycerin, Merck

Glycin, Serva

Harnstoff, Merck

Immobiline mit pK =1,0; 10,3 und 13 (kauflich nicht erhaltlich); Geschenk von
B. Bijellgvist, Amersham Pharmacia

Immobiline II mit pK = 3,6; 4,6; 6,2; 7,0; 8,5 und 9,3; Amersham Pharmacia
Jodacetamid, Sigma

Kaliumhexacyanoferrat (I) Trihydrat, P 9387, Sigma
Kaliumhydroxid Platzchen, 60130, Fluka
Magnesiumacetat-Tetrahydrat, M 0631, Sigma
2-Mercaptoethanol, Serva

Mischbettionenaustauscher MB3, Serva
N,N-Methylenbisacrylamid, Amersham Pharmacia
Natriumcarbonat (reinst), Merck

Natriumchlorid (99,5 %), S 7653, Sigma
Natriumdodecylsulfat (SDS), 20763, Serva
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* Natriumthiosulfat-Pentahydrat, Merck

* Natronlauge 1 N, 106839, Merck

* Nitrat Test-Kombination, 905 658, Boehringer

* N-Octanol, O 4500, Sigma

» PefablockSC (4-(2-aminoethyl)-benzolsulfonylfluoridhydrochlorid), Merck

* Pharmalyte pH 3-10, Amersham Pharmacia

* Phosphorsaure (85%), Merck

* Meta-Phosphorsaure, M 5043, Sigma

* Protein Assay Kit P5656, Sigma

* Repel Silane, Amersham Pharmacia

* Rinderalbumin, A 3294, Sigma, in Wasser gel6st in den Konzentrationen
0,01-0,5 %

* Rinderhamoglobin, H 2500, Sigma, in Wasser geldst in den Konzentrationen
0,01-0,5 %

» Saccharose/D-Glucose-/D-Fructose Test-Kombination, 716 260, Boehringer

» Salzsaure 1 N, 159415, Merck

» Seesand, 84880, Fluka

» Serva Blau G, Serva

* Silbernitrat, Merck

» Starke Test-Kombination, 409 677, Boehringer

» Tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva

o Titriplex Ill, Merck

» Trichloressigsaure (TCA) 10%-ig, V27242, Riedel-de Haén

» Tris(hydroxymethyl)-aminoethan (Tris), Sigma

» Zinksulfat-Heptahydrat, Z 4750, Sigma
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3.1.2 Gerate und Hilfsmittel

» Deckglasplatte 125x250x3 mm mit U-férmigem Abstandshalter (0,5 mm stark),
Amersham Pharmacia

» Elektroden-Wicks Ultrapur, Bio Rad

» Elektrophoresekammer Multiphor II, Amersham Pharmacia

» Faltenfilter (J110), Schleicher & Schuell

» Farbeschalen aus Glas (300x250 mm InnengroRe), Pyrex-Glasschalen

* Flowmeter, Porter Instrument Company

» Geltragerfolien (125x260 mm bzw. 203x260 mm) GelBond PAG Film FMC,
BIOzym

* Glasplatte 125x260x3 mm, Amersham Pharmacia

» Gradienten- und Rehydratisierkit (Glasplatten m. Dichtung 125x260 mm bzw.
203x260 mm), Amersham Pharmacia

* Gradientenmischer (2x15 ml), Amersham Pharmacia

* Photometer Uvicon, Biotek Kontron

» Probenapplikationsstreifen aus Silikon, Amersham Pharmacia

» Speidel-Hydro-Presse-90 L, Speidel

» Stromversorgungsgerat Macrodrive 5, Amersham Pharmacia

3.1.3 Kartoffelproben

Als Modellproteinldsung fur Pflanzen wurde Kartoffelfruchtwasser hergestellt. Die
Kartoffelknollen (Solanum tuberosum var. agria) wurden auf dem lokalen Markt er-
worben (Grassl, Mintraching-Grtineck).

Zur Fruchtwassergewinnung wurden 50 kg Kartoffeln gewaschen und ausge-
presst. Das gewonnene Fruchtwasser wurde filtriert und in 20 ml-Portionen bei
-50 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

Als Realprobe wurde Kartoffelschlempe verwendet. Dazu wurden 20 L Kartoffel-
schlempe aus dem Sumpf der Rektifikationskolonne der Staatlichen Versuchs- und

Lehrbrennerei Weihenstephan entnommen, ca. 100 °C heil3 in einen sterilen Behalter
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gefullt, nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur in 200 ml-Portionen in Plastik-

beuteln eingeschweil3t und bis zur weiteren Verwendung bei —50°C aufbewabhrt.

3.2 Methoden

3.2.1 Analyse von Kartoffelfruchtwasser und Kartoffelschlempe

In einem ersten Schritt wurde das Kartoffelfruchtwasser hinsichtlich seiner Protein-
fraktionen mittels SDS-PAGE und hochauflésender 2 D-Gelelektrophorese charakte-
risiert (vgl. 3.2.4). AuBerdem wurde der Einfluss des pH-Wertes des eingesetzten
Kartoffelfruchtwassers auf die Gelelektrophorese untersucht.

Zur Bestimmung des Starkegehalts wurde 1:10 verdiinntes Kartoffelfruchtwasser
herangezogen. Es wurden jeweils 100 pl eingesetzt. Ansonsten wurde genau nach
der Testvorschrift (Starke Test-Kombination, 409 677 von Boehringer) vorgegangen.

Zur Herstellung des Bestimmungsansatzes fir die Nitratbestimmung wurden
15,00 g des Kartoffelfruchtwassers in einen 100 ml Messkolben eingewogen und mit
ca. 20 ml HyOgest. gemischt. AnschlieBend wurden jeweils 5 ml Carrez I-Lésung
(3,60 g Kaliumhexacyanoferrat-1I-Trihydrat/100 ml) und Carrez Il-L6ésung (7,20 g
Zinksulfat-Heptahydrat/100 ml) zugefuigt, gemischt und mit 1 N NaOH auf pH 8 ein-
gestellt. Danach wurde die Probe filtriert und 100 pl zum Test eingesetzt. Danach
wurde genau nach Vorschrift (Nitrat Test-Kombination, 905 658 von Boehringer) vor-
gegangen.

Bei der Bestimmung von Saccharose/D-Glucose/D-Fructose wurden zur Herstel-
lung des Bestimmungsansatzes 50 g Kartoffelfruchtwasser in ein 250 ml-Becherglas
eingewogen und mit H,Ogest. auf ca. 150 ml aufgefillt. Dann wurden nacheinander je
5 ml Carrez | und Carrez Il-L6sung (s.0.) zugegeben. Nach dem Mischen wurde mit
0,1 N NaOH ein pH-Wert von 7,0-7,5 eingestellt und der Inhalt des Becherglases in
einen 250 ml-Messkolben gegossen; danach wurden 0,3 ml n-Octanol zugefligt. Das
Gemisch wurde so lange geschdttelt, bis der sich bildende Schaum verschwunden
war. Dann wurde auf 250 ml aufgefillt, gemischt und filtriert. Hiervon wurden 100 pl
fir den Test (Saccharose/D-Glucose-/D-Fructose Test-Kombination, 716 260 von

Boehringer) eingesetzt.
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Fur den L-Ascorbinsaurenachweis wurden 50 g des Fruchtwassers mit 50 ml
meta-Phosphorsaure (15 % w/v) und 1 ml n-Octanol gemischt. Mit 2 N KOH wurde
pH 3,5-4,0 eingestellt, die Mischung quantitativ in einen 500 mI-Messkolben Uberfuhrt
und mit H,Ogest. auf 500 ml aufgefiillt. Nach der Filtration wurden 500 pl fir den Test
eingesetzt (L-Ascorbinsédure Testkombination, 409 677 von Boehringer).

Die Trockenmasse wurde nach 835 LMBG 06.00-3 (1980) durchgefuihrt und die
Aschebestimmung nach 835 LMBG 06.00-4 (1980). Die Analyse der Mineralstoffe
erfolgte mit Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) nach den folgenden Methoden:
Calcium nach DIN 38406-E3-1, Eisen nach MEBAK Il 8.4.1, Kalium nach DIN
38406-E13, Kupfer nach DIN 38406-E7-1, Magnesium nach DIN 38406-E3-1,
Mangan nach MEBAK 1l 8.4.5, Natrium nach DIN 38406-E14, Zink nach DIN 38406-
E8-1 sowie Chlorid und Hydrogenphosphat nach DIN EN ISO 10304-1. Diese Mes-
sungen wurden von der staatlichen brautechnischen Priif- und Versuchsanstalt der
Technischen Universitat Minchen—Weihenstephan durchgefuhrt.

Die Kartoffelschlempe wurde mit einem Standard-Protein-Assay (vgl. 3.2.3) hin-
sichtlich des Gesamtproteins und mit AAS hinsichtlich der Mineralstoffzusammenset-

zung untersucht.

3.2.2 Zerschaumung

Es wurden, falls nicht ausdrucklich anders erwahnt, wegen des hohen zeitlichen
Aufwands lediglich Doppelbestimmungen durchgeftihrt. Als Gas wurde ausschlief3lich
N, verwendet. Es wurde bei der Probenahme t=0 gesetzt, wenn der erste Schaum
das Zerschaumungsrohr verlie. Die Probenahme erfolge durchwegs durch Sam-
meln Uber bestimmte Zeitintervalle so, dass ca. 5 ml Foamat fur die nachfolgenden
Analysen zur Verfugung standen. Nach Ende der letzten Schaumprobenahme wurde
der Versuch abgebrochen und der gesamte Ruckstand analysiert. Der Versuchs-

ablauf der Zerschaumung ist in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Vorgange Erlauterung

AUSGANGSLOSUNG evtl. Zugabe von Zusétzen (z. B. NaCl) und Auflésung

7

1. ZENTRIFUGIEREN
BZW. FILTRIEREN

2. EINSTELLEN DES bei Zimmertemperatur mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI
PH-WERTES

3. ABMESSEN DER 100 ml fur die Batch-Zerschaumung, 450 ml fur die
LOSUNG kontinuierliche Zerschdaumung

4, EINSTELLEN DES
GASFLUSSES

5. BEFULLEN DES
ZERSCHAUMUNGS-
ROHRES

6. ZERSCHAUMUNG

7. Einfrieren der Probe (-78 °C) bzw. direkter Einsatz zur
weiteren Untersuchung

Abb. 3.1: Einzelne Schritte der Zerschaumung

3.2.2.1 Batch-Verfahren

Es wurden verschiedene Proteine hinsichtlich ihrer Eignung zur Zerschaumung
getestet. Vorversuche ergaben, dass von diesen nur Rinderhamoglobin und
Rinderalbumin eine akzeptable Zerschaumung ergaben. Hamoglobin war zwar nicht
besonders geeignet, da es im Kartoffelfruchtwasser nicht vorhanden und auf
Kartoffeln nicht Gbertragbar ist, aber es war trotzdem geeignet, um das Verfahren als
solches zu untersuchen. Im Rahmen der Optimierung der Verfahrensweise anhand
der Referenzproteine Rinderhamoglobin und Rinderalbumin wurden die folgenden
Parameter untersucht, wobei der anfangliche Gasfluss 50 ml/min betrug:
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1. Konzentration: 0,010-0,500 g/100 ml Protein
2. Gasflussgeschwindigkeit: 20-100 ml/min

3. NaCl-Zugabe: 0,001-1,00 g/200 ml

4. D-(-)-Fructose-Zugabe: 0,001-1,00 g/100 ml

5. pH-Wert: pH 3-11

Dabei wurde die Gesamtproteinanreicherung im Schaum untersucht. Bei der Be-
stimmung des Einflusses der Parameter 2 bis 5 wurde eine Proteinkonzentration von
0,05 g/100 ml gewahlt. Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der Zer-
schaumungsproben von Rinderhamoglobin und Rinderalbumin erfolgte photome-
trisch bei 405 nm bzw. 280 nm anhand einer Eichgeraden (Verdinnungsreihe zwi-
schen 0,001 und 1 % der jeweiligen Proteinldsung).

Anschlieend wurden die Parameter fur die Batch-Zerschaumung von Kartoffel-
fruchtwasser optimiert. Dieses wurde in den Verhaltnissen 1:1, 1:10, 1:20 und 1:100
mit HyOgest. Verdinnt und in der Zerschaumungsapparatur mit 18 mm Durchmesser
(Abbildung 3.2) beim naturlichen pH-Wert (ca. 5,9) zerschdumt. Die Gesamtproteine
wurden mit einem Standard-Protein-Assay (vgl. 3.2.3) untersucht.

Fur die weiteren Versuche erwies sich 1:20 verdiinntes Kartoffelfruchtwasser als

am besten geeignet. Folgende Parameter wurden variiert:

1. Gasflussgeschwindigkeit: 10-100 mil/min (pH 5,9)
2. Kochsalzzugabe: 0,001-1,00 g/100 ml (pH 5,9)
3. pH-Wert: pH 2-12

Die Abhangigkeit der Zerschaumung vom pH-Wert wurde zusatzlich mit einem
grolRen Zerschaumungsrohr (gleicher Aufbau, aber Durchmesser 40 mm und Gas-
fluss 500 ml/min) untersucht. Dazu wurde 1:10 bzw. 1:20 verdinntes Kartoffelfrucht-
wasser bei pH-Werten von 3 bis 11 zerschaumt und eine mdogliche fraktionierte An-
reicherung der Proteine mittels SDS-PAGE (vgl. 3.2.4) analysiert. Die bei pH 3 und
pH 9 erhaltenen Zerschaumungsproben ohne Salzzugabe sowie Zerschdumungs-
proben mit 0,1 bzw. 1,0 g/100 ml NaCl-Zugabe (1:20 verdinntes Kartoffelfrucht-
wasser) wurden auf3erdem mit Hilfe der 2 D-Gelelektrophorese (IPG 3-12) unter-
sucht. Die Gesamtproteinbestimmung erfolgte wie oben angegeben. Die Analyse der
Zusammensetzung der Proteine erfolgte bei einigen Zerschaumungsproben gelelek-

trophoretisch (vgl. 3.2.4):
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* SDS-PAGE mit den Proben von pH 3-9 (jeweils 1:10 und 1:20 verdunnt)
» hochauflésende 2 D-Gelelektrophorese mit den Proben von pH 3 und 9 ohne und

mit NaCl-Zugabe.

40 mm

<— Schaumsammelgefal

<—Zerschaumungssaule

1520 mm

=18 mm

Js|Ussigkeit

B
B
ey

Stickstoff |
Gaszufuhr Gasfritte

NN

Gasflussmessung

Abb. 3.2: Schema der Batch-Zerschdumungsapparatur.

Die Kartoffelschlempe wurde mit einem Faltenfilter filtriert und 1:4 mit Hy,Ogest. Ver-
dunnt. Die pH-Werte von 2-12 wurden mit 1 N NaOH bzw. 1 N HCI eingestellt. An-
schlieBend wurden 100 ml der verdinnten Schlempe fir die Batch-Zerschaumung
(vgl. 3.2.2.1) in das Zerschdumungsrohr tberfuhrt und der Gasfluss von 80 ml/min

gestartet. Es wurden zwei Schaumproben im Abstand von 8 min genommen.
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3.2.2.2 Kontinuierliches Verfahren

Die kontinuierliche Zerschaumung (Abbildung 3.3) wurde mit einem konstanten

Flassigkeitszulauf von 15 ml/min in den Flussigkeitsbereich der Sdule vorgenommen.

Durch dosiertes Ablaufen (8 ml/min) der abgereicherten Lésung konnte der Flissig-

keitsspiegel konstant bei 450 ml gehalten werden. Der N,-Gasfluss betrug durchge-

hend 500 ml/min. Die S&aule wurde zun&chst mit 450 ml Ausgangslosung aufgefullt.

Insgesamt wurden 2 L Ausgangslésung (Verdinnung von Kartoffelfruchtwasser mit

H20gest. iIMm Verhaltnis 1:20) zerschaumt.

ca. 12 ml/min
(als verflissigt berechnet)

kontinuierliche
Ruckfuhrung
des Foamats

(ca. 5 ml/min) N g
Kugeleinbau : Sy es i Schaum-
(@ 12 cm) e A Zerstorer
fen (Abbildung 3.4)
.' _T. -
ek
B
s ca. 7 ml/min
Vorratsgefal  fund < l
(ca. 2000 ml) {ﬁ— Schaum Auffanggefal
okl fur
'_.'_-"{E Probennahme
| 4_-_ Flissigkeit L
\ 4 Entleerung alle 5-10 min und
Probennahme (ca. 5 ml)
» Ablauf (ca. 8 ml/min)
Produktzufuhr '
(15 ml/min)

Abb. 3.3: Prinzip der kontinuierlichen Zerschaumungsapparatur;

Gaszufuhr

(500 ml/min)

Rohrdurchmesser 40 mm, Rohrlange 940 mm
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Ferner wurde ein Teil des gewonnenen Foamats (ca. 12 ml/min) in den oberen
Teil der Zerschaumungssaule zuriickgefuhrt (ca. 5 ml/min). Das lbrige Foamat (ca.
7 ml/min) wurde in einem Auffanggefal? gesammelt. Die Probenahme lief immer so
ab, dass dieses Gefal3 alle 5-10 min komplett entleert wurde und daraus fir die an-
schlieBenden Analysen ca. 5 ml Probenflissigkeit enthommen wurden.

Der Schaum wurde mittels eines variierten Nachbaus des Schaumzerstorers nach
Banerjee et al. (1993) (Abbildung 2.7) verflussigt. Diese Apparatur (Abbildung 3.4)
bestand aus einer 100 ml-Saugflasche, die mit zwei Teflonhahnen versehen war, aus
einer Keramiknutsche, einem Glasrohr, Glasperlen und einem Gummistopfen. Die
Nutsche wurde mit dem Gummistopfen dicht auf die Saugflasche gepresst. Das
Glasrohr wurde in die Nutsche gesteckt und mit einem Parafilm am oberen Ende der
Nutsche stabilisiert.

5cm
—
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Glasrohr J/ T

10 cm

o
¢g¢g¢
L
W e

Glasperlen  _

':'.I:I':I L

bt O
0
Ll

':ll:l

l.‘l""-:.
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Py Keramiknutsche
h=d
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]
]
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o
-
-
-
-

Wasserstrahlpumpe — 100 ml Saugflasche

— Foamat

Teflonhahn zur

Probenahme Teflonhahn zur

Foamatrickfihrung

Abb. 3.4: Schematischer Aufbau des eingesetzten Schaumzerstorers

Zur Inbetriebnahme wurden die Glasperlen eingefullt, die Teflonhdhne geschlos-
sen und die Wasserstrahlpumpe gestartet. Durch den Unterdruck wurde der Schaum

durch die Glasperlen in die Saugflasche gezogen und dadurch zerstort. Das Foamat
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sammelte sich am Boden der Flasche. Dieses wurde sowohl zur Riuckfihrung in die

Saule als auch zur Probennahme verwendet.
In einem ersten Schritt wurde der Probenahmezeitpunkt optimiert. Hierzu wurde
240 min lang ohne Schaumrickfihrung zerschaumt. In Zeitraumen von 10 min wur-
de das Auffanggefal® entleert und daraus die Gesamtproteinanreicherung unter-
sucht (pH 5,9). Im nachsten Schritt wurde eine kugelférmige Erweiterung zur Ver-
besserung der Drainage in die Apparatur eingebaut (Abbildung 3.3). Es wurde erst
30 min lang zerschaumt (pH 5,9). Danach wurde das Auffanggefal3 Gber einen Zeit-
raum von 25 min alle 5 min entleert und wiederum hinsichtlich der Gesamtprotein-
anreicherung untersucht. Des weiteren wurde untersucht, wie stark sich eine
teilweise Ruckfuhrung des Foamates in den Schaum auf die Proteinanreicherung
auswirkt. Dabei wurden pH-Werte von 3, 5, 7, 9 und 11 eingestellt. Es wurde
wiederum erst 30 min lang zerschaumt, und anschlielend wurde das Auffanggefaf’
Uber einen Zeitraum von 60 min alle 10 min entleert und hinsichtlich der Gesamt-
proteinanreicherung untersucht.

Der Einfluss des pH-Wertes wurde im Bereich 3 bis 11 mit einer Zerschaumungs-
dauer von 70 min getestet, wobei die Ausgangslosung in den Schaum zugefuhrt wur-
de. Bei der Variante mit Kugeleinbau und Produktzufuhr in die Flussigkeit bzw. in den
Schaum wurde ein pH von 2-12 eingestellt und zusatzlich eine mégliche Proteinfrak-
tionierung mittels SDS-PAGE (vgl. 3.2.3) untersucht. Die Proben bei pH 3 und pH 9
mit Produktzufuhr in die Flussigkeit wurden aul3erdem mittels 2 D-Gelelektrophorese
(IPG 3-12) analysiert (vgl. 3.2.3).

Fur die kontinuierliche Zerschaumung der Kartoffelschlempe wurden 3 L an 1:4 ver-
dunnter Kartoffelschlempe hergestellt. Nach Beflllen des Vorratsbehalters wurde die
Gaszufuhr (ebenfalls 500 ml/min) gestartet. Es wurde der Aufbau mit Kugeleinsatz
und Einspeisung in den Schaum verwendet (Abbildung 3.3, jedoch ohne Ruckfih-
rung des Kopfproduktes). Das Auffanggefal® wurde alle 10 min entleert (Gesamtzer-
schaumungsdauer von 50 min) und daraus die Gesamtproteinanreicherung unter-

sucht.
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3.2.3 Gesamtproteinbestimmung

Die Gesamtproteinbestimmung der Referenzproteine Rinderhamoglobin und Rin-
deralbumin erfolgte photometrisch bei 405 bzw. 280 nm anhand einer Eichgeraden,
erstellt mit denselben Proteinen.

Zur Bestimmung des Proteingehaltes in den Kartoffelfruchtwasserproben wurde
ein Standard-Protein-Assay verwendet, bestehend aus einem alkalischen
Kupfertartrat-Reagens, das mit Protein nach der Zugabe einer phenolischen Lésung
einen farbigen Komplex bildet. Die Extinktion wurde bei 540 nm gemessen.

Um den Einfluss von unterschiedlichen Konzentrationen der Ausgangslosung auf
die Zerschaumung zu eliminieren, wurde fir Vergleiche das Proteinanreicherungs-

verhaltnis, definiert als R, berechnet:
R=— ce: Proteinkonzentration der Schaumprobe

Co: Proteinkonzentration der Ausgangslosung

Von einer Anreicherung wird dann gesprochen, wenn die Proteinkonzentration des

Schaums gréRer ist als die der Ausgangslésung (R>1).

3.2.4 Gelelektrophorese

Die Methoden zur Durchfihrung der Elektrophorese nach Gorg et al. (1988, 1995,
1999, 2000), Gorg und Weiss (1998) und Gorg (1991,1998) wurden zugrundegelegt.

1. Herstellung von SDS-Gelen fir die eindimensionale SDS-PAGE und die zweite

Dimension der 2D-Elektrophorese

Reagenzlbésungen:
Acrylamid-Bisacrylamid Losung: (30 % T, 4 % C)

28,8 g Acrylamid und 1,2 g Bisacrylamid wurden in etwa 80 ml H,Ogest. gelost, auf

100 ml aufgefillt, 1 g Mischbettionenaustauscher Amberlite MB-1 zugeben, 10 min
geruhrt und anschlieRend filtriert. Die L6ésung war max. zwei Wochen bei 4 °C
haltbar.
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Gelpuffer: (1,5 M Tris-HCI pH 8,8; 0,4 % SDS)
18,2 g Tris-Base und 0,4 g SDS wurden in etwa 80 ml H,Ogest. gelost, mit 4 N HCI
auf pH 8,8 titriert und mit H,Oges;. auf 100 ml aufgefillt. Die Losung war bei 4 °C zwei

Wochen haltbar.

Ammoniumpersulfatiésung: (40 % APS)

0,4 g Ammoniumpersulfat wurden in 1 ml H>Ogest. gelOst. Die Losung war 2-3 Tage

bei 4 °C haltbar.

Durchfilihrunag:

Die Sammelgel- und Trenngell6sung wurden nach den in den Tabellen 3.1 bzw. 3.2

beschriebenen Schemata hergestellt.

Tab. 3.1: Pipettierschema fiir ein SDS-Gel fur die eindimensionale SDS-PAGE

Sammelgel 4,5% T Trenngel 12% T
Acrylamid/Bisacrylamid 1,50 ml 8,00 ml
Gelpuffer 2,50 ml 5,00 ml
Glycerin 3,759 2,509
Dest. Wasser 3,00 ml 5,00 ml
Vermischung und Katalysatorzugabe (kurz vor dem Giel3en)
TEMED 5 ul 10 pl
APS-Ldsung 10 pl 20 pl
Endvolumen 10,0 ml 20,0 ml

Tab. 3.2: Pipettierschema fur ein SDS-Gel fur die zweite Dimension der 2D-Elektrophorese

Sammelgel 6% T Trenngel 12% T
Acrylamid/Bisacrylamid 2,00 ml 12,0 ml
Gelpuffer 2,50 ml 7,50 ml
Glycerin 3,759 5,00 g
Dest. Wasser 2,50 ml 6,50 ml
Vermischung und Katalysatorzugabe (kurz vor dem Giel3en)
TEMED 5l 15
APS-L8sung 10 ul 30 pl
Endvolumen 10,0 ml 30,0 ml
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Anschliel3end wurde die Sammelgelldsung zugig in die gekihlte Giel3kassette ein-
geflllt. Bei den Gelen fur die eindimensionale SDS-PAGE sollte das Sammelgel etwa
1 cm Uber den Slotformern enden (entspricht ca. 4,5 ml), bei den Gelen fir die zweite
Dimension sollte es % der gesamten Gellange betragen. AnschlieRend wurde vor-
sichtig mit der Trenngelldsung Uberschichtet. Nach weiterem 10-minitigem Stehen
bei Zimmertemperatur wurde das Gel bei 50 °C polymerisiert. Anschlie3end konnte
das Gel entweder unmittelbar fir die Elektrophorese eingesetzt oder bis zu 24 h im

Kuhlschrank gelagert werden.

2. Herstellung der SDS Gele fur das ISO-Dalt Vertikalsystem

Reagenzlbésungen:

Bromphenolblaulésung:
Zur Herstellung von 10 ml Losung wurden 25 ml Bromphenolblau in 10 ml

Trenngelpuffer gelost. Die Loésung war bei 4 °C mehrere Wochen haltbar.

Ammoniumpersulfatiésung: (10 %)
1 g Ammoniumpersulfat wurde in 10 ml H,Ogest. gelost. Bei 4 °C war die Losung 2-
3 Tage haltbar.

Acrylamid-L6sung: (30,8 % T; 2,6 % C)
300 g Acrylamid und 8 g Bisacrylamid wurden in 500 ml HyOgest. gelést, mit einer
Spatelspitze Mischbettionenaustauscher versetzt, gertuhrt, filtriert und auf 1000 ml

aufgefillt.

Gelpuffer: (1,5 M Tris pH 8,6; 0,4 % SDS)
90,83 g Tris-Base und 2 g SDS wurden in etwa 300 ml H,Ogest. gelost, mit 4N HCI
auf pH 8,6 titriert und mit HoOgest. auf 500 ml aufgefllt.
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Gelpuffergesattigtes 2-Butanol:
20 ml Gelpuffer wurden mit 30 ml 2-Butanol geschuttelt. Nachdem sich die Phasen
wieder getrennt hatten, wurde die 2-Butanolphase abdekantiert.

Glycerinlosung: (50 % Glycerin)
Eine 50%ige Losung wurde mit 0,001 % Bromphenolblau versetzt.
Gell6sung:
Es wurden 591 ml Acrylamidlésung, 350 ml Gelpuffer, 396 ml HyOgest. Und 70 @
Glycerin (100 %) gemischt und kurz vor dem GielRen 7 ml APS-L6sung (10 %) und
66 pl TEMED zugegeben.

Tankpuffer:
19,9 g SDS, 300 g Glycin, 58,0 g Tris wurden in 3L HyOgest. gelost. Kurz vor
Gebrauch wurde mit H,Ogest. auf 19,6 L aufgefuillt.

Agaroseldsung: (0,5 %)
100 ml Tankpuffer wurden mit 500 mg Agarose und 300 pl Bromphenolblau

aufgekocht und im Wasserbad auf 80 °C temperiert.

Durchfilihrunag:

Jeweils zwei durch ein Scharnier verbundene Glasplatten bildeten eine Giel3-
kassette, in welche die 200 x 237 x 1 mm3 groRen SDS-Gele hergestellt wurden. Die
gesamte Fullhohe der Kassette konnte nicht genutzt werden, da 2 cm fir den IPG-
Streifen und die Agaroselosung frei bleiben mussten. Daraus ergab sich eine tat-
sachliche Gelhdhe von 18 cm. Insgesamt wurden 22 GielRkassetten alternierend mit
einem Stuck Klarsichtfolie in die Giel3kammer eingeordnet.

Zuerst wurde das Giel3reservoir, dessen Auslauf mit einem Trichter verschlossen
war, mit der Glycerinldsung befillt und dann die mit Katalysatoren versetzte Gello-
sung Uber den Trichter in die GieBkammer luftblasenfrei eingefillt. AnschlieRend
wurde der Trichter herausgezogen, wodurch die Gellésung von der Glycerinlésung
unterschichtet wurde. Der untere Spiegel der Gellosung reichte dadurch genau bis
zur Unterkante der Giel3kassetten. Um nach der Polymerisation eine waagrechte

Oberkante der Gele zu erhalten, musste jedes Gel mit 1 ml Gelpuffer-gesattigtem
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2-Butanol Uberschichtet werden. Die anschlieRende Polymerisation fand Gber Nacht
statt.

Nach beendeter Polymerisation wurde die Gie3kammer in eine Wanne gestellt
und gedffnet. Die Glasplatten wurden entnommen und von auf3en grindlich mit
H2O4est. gewaschen, wobei auch das Butanol von der Geloberkante entfernt wurde.
Um die noch enthaltene Waschflissigkeit ablaufen zu lassen, wurden die Glaskas-
setten mit der Oberkante nach unten in ein Drahtgestell (Geschirrtrockner) gestellt.
Die beiden auRReren Gele mussten verworfen werden, da bei ihnen keine gleichmé-
Bige Dicke gewahrleistet war. Nicht sofort benétigte Gele konnten in Frischhaltefolie

eingepackt bis zu zwei Tage bei 4 °C aufbewahrt werden.

3. Herstellung der IEF-Gele mit immobilisierten pH-Gradienten

Reagenzlbésungen:
Acrylamid-Bisacrylamid Losung: (30 % T; 4 % C)

28,8 g Acrylamid und 1,2 g Bisacrylamid wurden in etwa 80 ml H,Oqest. gelost, auf
100 ml aufgefullt, 1 g Mischbettionenaustauscher Amberlite MB-1 zugegeben, 10 min

geruhrt und filtriert. Die Haltbarkeit betrug ca. eine Woche bei 4 °C
Ammoniumpersulfatiosung (APS): (40 %)
Es wurden 0,4 g Ammoniumpersulfat in 1 ml HoOgest. gelost. Die Haltbarkeit war 2-

3 Tage bei 4 °C

Immobiline-Starterldsungen: (Immobiline pK 1; pK 3,6; pK 4,6; pK 6,2; pK 7,0; pK 8,5;
pK 9,3; pK 10,3; pK 13)

Durchfiihrunag:

Die IEF-Gele mit immobilisierten pH-Gradienten wurden mit Hilfe eines Mikrogra-
dientenmischers auf einen GelBond PAG-Film in einer VertikalgieRkassette polymeri-
siert. Diese bestand aus zwei Glasplatten, von denen die Deckplatte eine 0,5 mm
dicke Silikondichtung trug, wodurch 190 x 250 x 0,5 mm? groRRe Gele gegossen wer-

den konnten.
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Fur die Gelherstellung wurden zwei Immobiline-Starterlosungen benétigt, die un-
terschiedliche Mengen an Glycerin enthielten (saure Losung mit héherer Dichte bzw.
basische Losung mit geringerer Dichte), um einen Dichtegradienten aufzubauen, der
den pH-Gradienten vor der Polymerisation des Gels stabilisierte. Beide Starterlésun-
gen enthielten gleiche Konzentrationen an Acrylamid und Bisacrylamid, wobei deren
Konzentration relativ niedrig gehalten wurde (4% T, 4 %C), um den Molekularsiebef-
fekt der Matrix moglichst gering zu halten.

Die pH-Werte der beiden Starterlésungen entsprachen dem Anfangs- und End-
punkt der gewlnschten pH-Gradienten (4-9; 3-12) und wurden durch Zugabe der in
Tabelle 3.3 angegebenen Immobilinemengen eingestellt. Zur Verbesserung der Poly-
merisation wurden beide Starterldsungen mit 1N Natronlauge bzw. 1 N Essigsaure
auf pH 7,0 titriert. Die IPG-Gele wurden mit Hilfe der Gradientengiel3technik herge-
stellt. Dazu wurde der Gradientenmischer auf einen Magnetrihrer gestellt und ein
Magnetrithrstabchen in die Mischkammer gegeben. Die Offnung des Auslauf-
schlauches wurde in den Spalt am oberen Rand der GielRkassette gesteckt und das
Ventil des Auslaufschlauches geschlossen. Fiur ein Gel der GroRe 190 x 250 x
0,5 mm?® wurden je 12 ml der beiden Immobiline-Starterlésungen benétigt.

Die saure Losung wurde in die Mischkammer des Gradientenmischers pipettiert.
TEMED und Ammoniumpersulfat wurden zugegeben und der Magnetrihrer einge-
schaltet (ca. 500 U/min), um die Lésungen zu durchmischen. Das Durchlassventil
wurde kurz geo6ffnet und sofort wieder geschlossen, um den Verbindungstunnel zu
entliften. Eventuell in das Reservoir eingeflossene Lésung wurde wieder in die
Mischkammer zuriickpipettiert. Nun wurde die basische Losung in das Reservoir pi-
pettiert, die Katalysatoren wurden zugegeben und mit Hilfe eines Spatels gemischt.
Nach Offnen des Durchlassventils und der Auslaufklemme wurde die vorgekiihite
Giel3kassette bis zur Oberkante gefillt. Hierbei war besonders auf ein gleichmafiges
Absinken der Flussigkeitspegel in der Mischkammer und im Reservoir des Gradien-
tenmischers zu achten. Die Auslaufgeschwindigkeit sollte so gewéhlt sein, dass der

Giel3vorgang nach 2-3 min beendet ist.
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Tab. 3.3: Pipettierschema fur IEF-IPG-Gele mit linearen pH-Gradienten

linearer pH pH 4-9 pH 3-12
Gradient saure basische |saure basische
LAsung LAsung Losung LOosung
Immobiline pK 1,0 - - 1287 ul -
Immobiline pK 3,6 | 829 pul 147 pl 306 ul -
Immobiline pK 4,6 | 235 pl 424 ul 413 ul -
Immobiline pK 6,2 | 232 ul 360 pl 557 ul 335 ul
Immobiline pK 7,0 22 ul 296 ul 496 ul 168 ul
Immobiline pK 8,5 | 250 pl 71 ul 112 pl 698 ul
Immobiline pK 9,3 | 221 pl 663 ul 84 ul 157 ul
Immobiline pK - - 25 ul 342ul
10,3
Immobiline pK 13 - - 1l 258 ul
Acryl-amid/Bis 2,0 ml 2,0 ml
(28,8/1,2)
Acryl-amid/Bis - - 2,25 ml 2,25 ml
(29,1/0,9)
Dest. Wasser 8,3 ml 11,1 ml 6,45 ml 10,75 ml
Glycerin (100%) 3,759 - 3,759 -

Titration der Lésungen vor Zugabe der Polymerisationskatalysatoren mit
1 N Natronlauge bzw. 1 N Essigsaure auf pH 7; Vermischung und
Katalysatorzugabe (erst in der Mischkammer)

TEMED (100%) 10,0 ul 10,0 ul 9,0 pl 9,0 pl
APS (40%) 15,0 ul 15,0 ul 15,0 ul 15,0 ul
Endvolumen 15,0 ml 15,0 ml 15,0 ml 15,0 ml

Um den Dichtegradienten (pH-Gradienten) exakter ausbilden zu lassen, wurde die

Giel3kassette 15 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dann wurde das Gel

60 min bei 50 °C im Trockenschrank auspolymerisiert. Nachdem das Gel auf Zim-

mertemperatur abgekuhlt war, wurde es vorsichtig aus der Kassette genommen und

6 X 15 min in H2Ogqest. und anschlieBend 30 min in 2%iger Glycerinlésung gewaschen.

Danach wurde es Uber Nacht in einem staubfreien Schrank mit einem Ventilator

getrocknet, die Geloberflache mit einer Klarsichtfolie abgedeckt und in eine

Plastikfolie eingeschweil3t. Darin konnte es bei —20 °C bis zum weiteren Gebrauch

gelagert werden (maximal 1 Jahr).
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4. Durchfihrung der elektrophoretischen Trennung

Eindimensionale SDS-PAGE

Reagenzl6sungen:
Elektrodenpuffer: (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS)

Zur Herstellung von 1 L einer 10-fach konzentrierten Stammlésung wurden 30,3 g
Tris-Base, 144 g Glycin, 10,0 g SDS und 100 mg Natriumazid in etwa 800 ml HyOgest.

gelost, auf 1 L aufgefullt und filtriert (Haltbarkeit: zwei Wochen bei Zimmertempe-

ratur). Vor Gebrauch wurden 100 ml der Stammlésung mit 900 ml H,Ogest. Verdinnt.

Die SDS-PAGE wurde in einer Horizontalelektrophoresekammer (Multiphor)
durchgefihrt. In jeden der beiden Puffertanks wurde 1 L verdiinnter Elektrodenpuffer
gegeben. Die Elektrodenbrticken (Ultra Wicks) wurden ebenfalls mit Elektrodenpuffer
getrankt. Um etwaige Verunreinigungen aus den Elektrodenbricken zu entfernen,
wurde zunéchst ein Reinigungslauf durchgefuhrt. Hierzu wurden zwei Lagen Filter-
papier auf GelgroRe zugeschnitten, mit Elektrodenpuffer getrankt, auf die Kuhlplatte
gelegt und durch die Ultra Wicks mit den Pufferkammern verbunden. Dieser Reini-
gungsschritt dauerte 2,5 h bei 600 V, 30 mA und 20 °C. Danach konnten die Elektro-
denbriicken, die in den Puffertanks verblieben, fur mehrere Dutzend Elektrophore-
selaufe verwendet werden.

Zur Entnahme des Gels aus der GielRkassette wurden die Klammern entfernt und
die Kassette mit Hilfe eines Messers oder Spatels gedffnet. Das Gel wurde nun luft-
blasenfrei mit der Tragerfolie nach unten auf die mit einigen Millilitern Kerosin be-
feuchtete und auf 20 °C temperierte Kihlplatte so aufgebracht, dass das Sammelgel
mit den Probenauftragetaschen zur Kathodenseite (-) zeigte.

Dann wurden die Ultra Wicks parallel zu den Probeauftrageslots so auf die Gel-
oberflache gelegt, dass sie die Gelenden je ca. 10 mm uberlappten. Um Kontamina-
tionen mit Hautproteinen zu vermeiden, waren dabei unbedingt Einmalhandschuhe
zu tragen. AnschlieBend konnten die Proben in die Geltaschen einpipettiert werden.
Die Probenmenge richtete sich nach dem Verwendungszweck der Gele. Fir eine an-
schlieBende Silberfarbung wurden 5 pul pro Slot, fir Coomassieblaufarbung 10 pl be-
notigt.

Nach dem SchlieBen der Kammer und dem Anschluss an das Netzgerat konnte

mit der Elektrophorese begonnen werden. Dies geschah nach den in Tabelle 3.4 be-



3 MATERIAL UND METHODEN SEITE 61

schriebenen Bedingungen. Wurden zwei Kammern gleichzeitig an einen Stromver-
sorger angeschlossen, waren die angegebenen Stromwerte zu verdoppeln. Die ers-
ten 60 min bei reduzierten Parametern sollten einen besseren Probeneintritt in das
Gel gewabhrleisten. Hatte die Bromphenolblaubande das Gelende erreicht, war die

Elektrophorese beendet. Anschliel3end wurde mit der Proteinfarbung begonnen.

Tab. 3.4: Bedingungen fir die SDS-PAGE

Zeit Spannung Stromstérke
60 min 200V 20 mA
120 min 500 V 35 mA

5. 2D-Elektrophorese mit immobilisierten pH-Gradienten in der ersten Dimension
(IPG-Dalt)

Erste Dimension: IEF-IPG

Rehydratisierlosung fur die IPG-Gelstreifen: (8 M Harnstoff, 0,5 % CHAPS, 0,2 %
Pharmalyte pH 3-10)

Zur Herstellung von 50 ml Rehydratisierlésung wurden 25,0 g Harnstoff in etwa
25 ml H2O4est. gelost und auf 50 ml aufgefillt. Eine Spatelspitze Mischbettionenaus-
tauscher MB-1 wurde zugeben, 10 min gerthrt und filtriert. Zu 48 ml des Filtrats
wurden 0,25 g CHAPS, 0,25 ml Pharmalyte und 100 mg DTT gegeben und mit
H2O4est. @auf 50 ml aufgefillt. Die Rehydratisierlosung wurde unmittelbar vor Ge-

brauch hergestellt und nicht tber 37 °C erwarmt.

Durchfiihrung:

Zur Herstellung der IPG-Gelstreifen wurde das gewaschene und getrocknete IPG-
Gel mit Hilfe einer Papierschneidemaschine in 4 mm breite Einzelstreifen geschnit-
ten.

Die Rehydratisierung der IPG-Gelstreifen erfolgte in einer Quellkassette (modifi-
zierte GelgieRRkassette), um die Streifen wieder auf die urspringliche Dicke von
0,5 mm zu bringen. Die Dichtung der Kassette musste hierfir 0,7 mm dick sein. Dies

wurde erreicht, indem die 0,5 mm starke Silikondichtung mit zwei ebenfalls U-
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férmigen, je 0,1 mm dicken Lagen Parafilm unterlegt wurden. Die IPG-Streifen wur-
den vorsichtig in die bis oben mit Rehydratisierlosung gefillte Quellkassette einge-
fuhrt und dort fur 16-18 h belassen.

Nach dem Offnen der Kassette wurden die gequollenen Streifen kurz in H,Ogest.
eingetaucht und die Geloberflache mit einem feuchten Filterpapier abgetrocknet.
AnschlieBend wurden die IPG-Streifen in 1-2 mm Abstand zueinander auf die mit
Kerosin benetzte Kihlplatte der Fokussierkammer gelegt, wobei darauf zu achten
war, dass die sauren Gelenden zur Anode zeigen. Zwei etwa 5 mm breite Elektro-
denstreifen (aus 2 mm starkem Filterkarton MN 440) wurden auf eine Lange zurecht-
geschnitten, die der Gesamtbreite aller auf der Kihlplatte liegenden IPG-Gelstreifen
entsprachen. Die Elektrodenstreifen wurden mit H,Oges:. angefeuchtet, auf das katho-
dische und anodische Ende der IPG-Streifen gelegt und leicht angedrickt.

Die Probenapplikationsstiickchen aus Silikongummi (InnengréRe 2 x 5 mm?) 5 mm
wurden vom anodischen Elektrodenstreifen entfernt, mit einer Pinzette auf die Ober-
flache der IPG-Gelstreifen gebracht, angedrtickt und die Proben (30 pl) einpipettiert.
Die Proteinbeladung betrug etwa 60-100 ug je IPG-Gelstreifen (in Abhangigkeit von
der Lange des IPG-Gelstreifens und von der Steilheit der pH-Gradienten) bei an-
schlieBender Silberfarbung. Nach der Probenauftragung wurden die beweglichen
Elektroden ausgerichtet, auf die Oberflache der Elektrodenstreifen gesenkt und die
IEF gestartet. Die Laufbedingungen sind Tabelle 3.5 zu entnehmen.

Die optimale Fokussierungstemperatur betrug 20 °C. Die benétigte Voltstunden-
zahl bis zum Erreichen eines konstanten Proteinmusters hing vom pH-Gradienten
und der Trenndistanz ab. Nach beendeter IEF wurden die augenblicklich nicht bend-
tigten IPG-Gelstreifen in eine Klarsichthtlle eingeschweif3t und bei —78 °C gelagert.
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Tab. 3.5: Fokussierungsparameter fur die IEF von 11 cm langen IPG-Streifen 4-9 (20 °C; Vpyope=30

).
Spannung Stromstéarke je IPG- Leistung Zeitdauer
Gelstreifen
Probeneintritt 150V 0,05 mA 5w 30 min
IPG 4-9 300V 0,05 mA 5W 60 min
600 V 0,05 mA 5W 30 min
Fokussierung 3500 V 0,05 mA 5W 12250 Vh
IPG 4-9

Bei sehr basischen Gradienten (3-12) wurde der DryStrip-Kit verwendet. Uber eine
Briicke wurden konisch zulaufende Probenauftragswannen mit Hilfe von Schablonen
auf dem IPG-Gelstreifen positioniert. Desweiteren konnte die Fokussierung unter
Silikondl durchgefihrt werden, um bei sehr langen Fokussierungszeiten ein Aus-
trocknen der Geloberflache und ein Auskristallisieren von Harnstoff zu verhindern.

Die Fokussierung der 18 cm langen Streifen fand bei 20 °C statt; alle weiteren Pa-
rameter sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst.

Nach beendeter IEF wurden die nicht sofort benétigten IPG-Streifen in einer

Klarsichthlle bis zur weiteren Verwendung bei —78 °C gelagert.

Tab. 3.6: Fokussierparameter fir die erste Dimension (IEF-IPG 3-12) 18 cm langer Streifen.

Spannung Stromstarke je Leistung Zeitdauer
IPG-Gelstreifen
Probeneintritt 50V 0,05 mA 5W 1h
IPG 3-12 150V 0,05 mA 5W 1h
300V 0,05 mA 5W 2-12h
500 V 0,05 mA 5W 2h
Fokussierung 3500 V 0,05 mA 5W 22000 Vh
IPG 3-12
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Aquilibrieren der IPG-Gelstreifen

Reagenzlbésungen:
Trenngelpuffer: (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)
18,2 g Tris-Base und 0,4 g SDS wurden in etwa 80 ml H,Ogest. geldst. Mit 4 N HCI

wurde auf pH 8,8 titriert und mit HyOgest. auf 100 ml aufgefillt und filtriert. Diese

Ldsung war bei 4 °C zwei Wochen haltbar.

Aquilibrierpuffer: (6 M Harnstoff, 50 mM Tris-HCI, pH 8,8, 30 % Glycerin, 2 % SDS)
Zur Herstellung von 100 ml Aquilibrierpuffer wurden 36 g Harnstoff, 30 g Glycerin,
4 g SDS und 3,3 ml Trenngelpuffer in H,Ogest. gelést und auf 100 ml aufgefullt. Der

Puffer war bei Raumtemperatur zwei Wochen haltbar.

Durchfiihrunag:

Zur Aquilibrierung wurden die IPG-Gelstreifen mit 50 pl Bromphenolblaulésung
und 10 ml Aquilibrierpuffer, in dem zuvor 100 mg Dithiothreitol (DTT) geldst wurden,
in ein 200 mm langes Reagenzglas Uberfihrt, dieses mit Parafilm verschlossen und
15 min auf dem Horizontalschuttler bewegt. Dann wurden die Streifen in ein weiteres
Reagenzglas gegeben, in dem sich 400 mg Jodacetamid gelost in 10 ml Aquilibrier-
puffer sowie 50 pl Bromphenolblaulésung befanden, und dieses ebenfalls 15 min ge-
schuttelt. AnschlieBend wurden die IPG-Gelstreifen mit einigen ml HoOgest, abgespllt
und mit der Langskante kurz auf ein Filterpapierblatt gestellt, um Uberschissige Flis-
sigkeit abtropfen zu lassen.

Zweite Dimension: SDS-Elektrophorese mit dem Horizontalsystem

Das SDS-Gel wurde mit der GelBond-Seite nach unten luftblasenfrei auf die mit
Kerosin benetzte Kihlplatte (20 °C) der Horizontalelektrophoresekammer gelegt. Die
mit Elektrodenpuffer getrankten und durch einen Vorlauf gereinigten Elektrodenbrik-
ken (Ultra Wicks) wurde so auf die Geloberflache gelegt, dass sie die Gelenden
jeweils 10 mm Uberlappten. AnschlieRend wurden sie glattgestrichen. Die aquilibrier-

ten IPG-Gelstreifen wurden mit der Gelseite nach unten entlang der Kante der katho-
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dischen Elektrodenbriicke auf die Oberflache des Gels gelegt und zur Entfernung

von Luftblasen leicht angedriickt. Falls Mr-Markerproteine mit aufgetrennt werden

sollten, wurden 5 pl der in SDS-Puffer gelésten Markerproteine in ein Silikonrahm-
chen neben dem IPG-Gelstreifen einpipettiert.

Als Molekulargewichtsmarker dienten: Phosphorylase: 94 kDa; BSA: 67 kDa;
Ovalbumin: 43 kDa; Carbo-Anhydrase: 30 kDa; Soja Trypsin Inhibitor: 20,1 kDa;
o-Lactalbumin: 14,4 kDa.

Die Elektrophorese wurde mit den in Tabelle 3.7 beschriebenen Probeneintritts-
bedingungen gestartet.

Sobald die Bromphenolblaufront 4-5 mm aus dem IPG-Gelstreifen herausgewan-
dert war, wurde die Elektrophorese unterbrochen und der IPG-Gelstreifen (und die
Silikonrahmchen) von der Oberflache des SDS-Gels entfernt. Dann wurde die katho-
dische Elektrodenbriicke 4-5 mm in Richtung Anode verschoben, so dass sie die ur-
sprungliche Probenauftragestelle Uberlappte. AnschlieRend wurden die Elektroden-
bricken mit einer Glasplatte beschwert und die Elektrophorese bei 600 V (maximal
30 mA) fortgesetzt, bis die Bromphenolblaufront das anodische Gelende erreicht hat-

te. AnschlieBend wurde mit der Silberfarbung fortgefahren.

Tab. 3.7: Bedingungen fir die Elektrophorese

Zeit Spannung Strom
60 min 200V 20 mA
ca.4h 600 V 30 mA

Durchfihrung der vertikalen SDS-Elektrophorese

Die ISO-Dalt Elektrophoresekammer wurde mit 15 L H2Oges:. gefullt und eine Um-
walzpumpe eingeschaltet. Anschlielend wurden 3 L Tankpuffer zugeben und mit
1,9 L H,Ogest. Nachgespult. Zur grindlichen Durchmischung waren die Barrierekam-
me fur ca. 1 h hochzuziehen und der Thermostat auf 20 °C einzustellen. Sollten zu-
satzlich zu den IPG-Streifen Molekulargewichtsmarker mit aufgebracht werden, so
waren diese, in kleinen Filterpapierstiicken aufgesaugt, vor den IPG-Streifen in die
Kassetten einzubringen. Der aquilibrierte IPG-Gelstreifen wurde kurz in den anodi-

schen Teil des Tankpuffers getaucht und dann mit einem Spatel soweit wie mdglich
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in die Kassette geschoben, ohne dabei die Oberflache des IPG-Streifen zu verletzen.
Anschliel3end wurden ca. 4 ml 80 °C heil3e Agaroseldsung in die Kassette gegeben,
der IPG-Streifen mit einem Spatel an die Oberkante des SDS-Gels gedriickt und die
Losung erstarren gelassen. Nachdem dieser Vorgang fur alle zehn Gelkassetten
durchgefuhrt worden war, wurden sie mit dem Scharnier nach unten in die Halterun-
gen gesteckt. Der Uberschissige Tankpuffer wurde abgesaugt und der Kammer-
deckel mit den Kontakten verschlossen.
Die Elektrophorese wurde mit folgenden den Parametern durchgefihrt:

Stromstarke: 150 mA
Spannung: 200V
Dauer: ca. 16 h

Nach Beendigung des Laufs wurden die Gelkassetten enthommen, mit HyOgest.
kurz abgespult und mit einem Spatel vorsichtig getffnet. Danach wurde der IPG-
Streifen zusammen mit der Agaroseuberschichtung entfernt, und es wurde mit der
Farbung der Gele fortgefahren. Dabei war zu beachten, dass die Gele des Vertikal-
systems nicht auf einer Tragerfolie polymerisierten, somit unstabiler waren und dem-

entsprechend vorsichtig behandelt werden mussten.

6. Proteindetektionsverfahren

Silberfarbung nach Blum et al. (1987; modifiziert)

Reagenzlbésungen:

Fixierlosung: (40 % Ethanol; 10 % Eisessig)
Es wurden 400 ml Ethanol mit 100 ml Essigsaure (100 %) und 500 ml H;Ogest.
gemischt.

Thiosulfatlésung: (0,2 % Natriumthiosulfat-Pentahydrat)
200 mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat wurden in 1,0 L HoOgest. gelost.
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Silbernitratlésung: (0,2% Silbernitrat; 0,02% Formaldehyd)
2,0 g Silbernitrat wurden in 1L HyOgest. gelost und unmittelbar vor Gebrauch
200 pl Formaldehyd (37 %) zugefigt.

Entwickler: (3 % Natriumcarbonat; 0,05 % Formaldehyd; 0,0005 % Natriumthiosulfat-
Pentahydrat)

Es wurden 30 g Natriumcarbonat in 1 L H;Ogest. gelést und unmittelbar vor Ge-

brauch 500 pl Formaldehyd (37 %) und 5 mg Natriumthiosulfat-Pentahydrat zugeflgt

und vermischt.

Stopldsung: (0,5 % Glycin)
5,0 g Glycin wurden in 1,0 L H2Oqest. gelost.
Impragnierlésung: (30 % Glycerin)

Es wurden 30 g Glycerin mit H2Ogest. auf 100 ml aufgefllt.

Durchfiihrung:

Alle Arbeitschritte mussten mit Einweghandschuhen oder Pinzetten durchgefihrt
werden. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel von der Kuhlplatte ge-
nommen und in einer Schale auf einem Linearschuttler bei niedriger Schittelfre-
guenz, wie in Tabelle 3.8 beschrieben, gefarbt. Die Farbereaktion wurde gestoppt,
sobald die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Dabei war eine zu starke Hinter-
grundfarbung, bedingt durch Uberentwicklung, zu vermeiden. Das Gel wurde dann
gescannt, anschlieend in einer 30%igen Glycerinldsung fir 30 min impragniert und

in eine Plastikfolie eingeschweil3t.
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Tab. 3.8: Silberfarbung nach Blum et al. (mod.)

Schritt Reagenz Dauer
Fixierung Fixierlésung > 1h
Waschen 30 % Ethanol 2 x 20 min

HoOgest. 1 x 20 min
Reduktion Thiosulfatlésung 1 min
Waschen HoOgest. 3x20s
Inkubation Silbernitratlésung 20 min
Waschen HyOgest. 3x20s
Entwickeln Entwickler 3-5min
Waschen HoOgest. 2x30s
Stop Stoplésung 5 min
Waschen H50 gest. 2 x 30 min

Siberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (1988; modifiziert)

Reagenzlbésungen:
Fixierldsung I: (40 % Ethanol/10 % Eisessig)

Es wurden 400 ml Ethanol mit 100 ml Eisessig gemischt und mit H;Oges. auf

1000 ml aufgefllt.

Fixierlésung II: (30 % Ethanol, 0,2 % Natriumthiosulfat-Pentahydrat, 0,5 %
Glutardialdehyd in Natriumacetat-Puffer)

2 g Natriumthiosulfat-Pentahydrat und 78 g Natriumacetat wurden in ca. 500 ml
H2Ogqest. gelost, 300 ml Ethanol und 20 ml Glutardialdehyd (25 %) zugegeben und auf
1000 ml aufgefillt.

Fixierldsung IlI: (30 % Ethanol, 5 % Eisessig)
300 ml Ethanol wurden mit 50 ml Eisessig gemischt und mit H,Oges. @auf 1000 ml

aufgefillt.

Silbernitratlésung: (0,1 % Silbernitrat, 0,05 % Formaldehyd (37 %))
1 g Silbernitrat wurde in 1000 ml HxOgest. geldst, unmittelbar vor Gebrauch 500 pl
Formaldehyd (37 %) zugefiuigt und vermischt.
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Entwickler: (3 % Natriumcarbonat; 0,025 % Formaldehyd (37 %))
Es wurden 30 g Natriumcarbonat in 1000 ml H2Ogqest. gelost, unmittelbar vor Ge-
brauch 250 pl Formaldehyd (37 %) zugefligt und vermischt.

Stopldsung: (0,5 % Glycin)
5,0 g Glycin wurden in 1000 ml H2Ogest. gelost.

Durchfiihrung:

Alle Arbeitschritte mussten mit Einweghandschuhen oder Pinzetten durchgefiihrt
werden. Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel von der Kuhlplatte bzw.
aus den Glasplatten genommen und in einer Schale auf einem Linearschuttler bei
niedriger Schuttelfrequenz, wie in Tabelle 3.9 beschrieben, gefarbt. Die Farbereak-
tion wurde gestoppt, sobald die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. Dabei war
eine zu starke Hintergrundfarbung, bedingt durch Uberentwicklung, zu vermeiden.
Das Gel wurde dann in einer Schrumpflosung (30 % Glycerin, 30 % Ethanol) fur

7 min geschrumpft, dann gescannt und in eine Plastikfolie eingeschweil3t.

Tab. 3.9: Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (mod.)

Schritt Reagenz Dauer
Fixierung Fixierlosung | 30 min
Fixierlésung Il 1h
Fixierlosung Il mind. 1,5 h
Waschen HoOgest. 4 x 15 min
Inkubation Silbernitratldsung 30 min
Waschen HyOgest. 3x20s
Entwickeln Entwickler 3-5min
Waschen HyOgest. 2x30s
Stop Stoplésung 5 min
Waschen H50 gest. mind. 30 min
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7. Densitometrie

Zur Dokumentation der SDS-Gele wurde der Farbscanner ScanJet 3C (Hewlett
Packard) eingesetzt.

Die Digitalisierung der silbergefarbten 1 D- und 2 D-Gele erfolgte mit dem MD
300A Laserdensitometer (Molecular Dynamics). Die erhaltenen Daten wurden mittels
Quantity One™- bzw. PDQuest™-Software bearbeitet.

8. Probenvorbereitung fur die Gelelektrophorese

Eindimensionale Elektrophorese (SDS-PAGE)
Reagenzl6sungen:
Tris-HCI Puffer: (0,5 M; pH 7,5)
6,05 g Tris wurden in ca. 80 ml HyOgest. gelést und mit 4 N HCI auf pH 7,5 titriert
und mit H2Ogqest. auf 100 ml aufgefillt (im Kihlschrank 2-3 Wochen haltbar).

Probenpuffer: (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 5 % SDS; 30 % Glycerin; 1 % DTT)

Es wurden 10 ml Tris-HCI Puffer (0,5 M; pH 7,5), 5,0 g SDS und 30 g Glycerin in
80 ml H,Ogest. gelost und auf 100 ml aufgefillt (im Kidhlschrank 2-3 Wochen haltbar).
Kurz vor Gebrauch wurden 1,0 g DTT hinzugefugt.

Bromphenolblaulésung: (0,25 % Bromphenolblau in 0,5 M Tris-HCI; pH 7,5)
Zur Herstellung von 10 ml Losung wurden 25 mg Bromphenolblau in 10 ml Tris-HCI

Puffer geldst (bei 4 °C mehrere Wochen haltbar).

Durchfiihrunag:

20 pl Probenflussigkeit wurden in einem Eppendorffgefal’ (1,5 ml) mit 180 pl Pro-
benpuffer und 2 pl Bromphenolblaulésung versetzt und gut durchmischt. Die Lésung
wurde 5 min bei 95°C erhitzt, anschlieRend 10 min bei 16000 g zentrifugiert und der
Uberstand entweder direkt zur SDS-PAGE eingesetzt oder dekantiert und bei -78°C
in einem weiteren Eppendorffgefald gelagert.
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Probenaufarbeitung fur die 2 D-Elektrophorese

In 1,0 ml Probenflissigkeit wurden 0,91 g Harnstoff gelést, 40 mg CHAPS, 40 ul
Pharmalyte 3-10 und eine Spatelspitze PefablockSC hinzugefiigt und 5 min geschut-
telt. AnschlieRend wurden 20 mg DTT gel6st. Nun konnten die Proben entweder di-

rekt fur die erste Dimension (IPG-IEF) eingesetzt oder bei —78 °C gelagert werden.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Zerschaumung von Referenzproteinen

In einem ersten Schritt wurde die Zerschaumung hinsichtlich ihrer Durchfihrbar-
keit und der Beeinflussung durch verschiedene Parameter untersucht. Das Verfahren
wurde hinsichtlich der Gesamtproteinanreicherung im Schaum optimiert, um fir
nachfolgende Zerschdumungsversuche Orientierungspunkte hinsichtlich der Ver-
suchsdurchfiihrung zu haben. Es wurden hierzu zwei Proteine mit unterschiedlichen
isoelektrischen Punkten gewahlt, namlich Rinderhamoglobin (pl ca. 7,3) und —albu-
min (pl ca. 4,8). Um ein genlgend groRes Probevolumen zu erhalten, mussten die
Schaumproben Uber die angegebenen Zeitintervalle gesammelt werden. Eine Bo-
densatzbildung konnte bei allen Zerschdumungen nicht beobachtet werden. Die Zeit-
dauer, bis der gebildete Schaum aus dem Zerschaumungsrohr austrat (t=0), lag im
Bereich von ca. 2 bis 30 min. Ab diesem Zeitpunkt wurde sofort mit der Proben-

sammlung begonnen.

4.1.1 Einfluss der Konzentration auf die Proteinanreicherung

Eine Zerschdumung (Gasfluss: 50 ml/min) war bei fast allen Konzentrationen
maoglich. Erstaunlicherweise kam es bei der hochsten Konzentration an Hamoglobin
(0,500 g/100 ml) zu keiner ausreichenden Schaumbildung. Bei der niedrigsten Hamo-
globinkonzentration (0,010 g/100 ml) konnte keine zweite Schaumprobe genommen
werden, da hier der Schaum im Zerschdumungsrohr nach ca. 8 min zusammenfiel.
Eine gute Schaumstabilitat war ab 0,050 g/100 ml zu erreichen. Die erhaltenen Er-
gebnisse sind in Tabelle 4.1a und b dargestellt.

Der Vergleich der Ausgangsloésung mit dem Ruickstand hinsichtlich der Gesamt-
proteinkonzentration ergab bei beiden Proteinlésungen (Hamoglobin und Albumin)
bei fast allen Zerschaumungen eine leichte Anreicherung der Proteine im Schaum,
d. h. der Rickstand wies mit Ausnahme bei 0,250 g/100 ml eine geringere Protein-

konzentration als die Ausgangslésung auf.
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Eine signifikante Proteinanreicherung im Schaum fand nur bei Albumin statt; bei

Hamoglobin war sie vernachlassigbar gering. Wie schon friher festgestellt, hing die

Proteinkonzentration im Schaum von der in der Ausgangslosung ab. Bei Abnahme

der Konzentration der Ausgangslosung nahm das Anreicherungsverhaltnis zu. Ein

maximales Proteinanreicherungsverhéltnis konnte bei der geringsten Konzentration
(0,010 g/100 ml) erzielt werden (Abbildung 4.1).

Bei fast allen Versuchen mit Albumin war das Anreicherungsverhéltnis R der ers-

ten gezogenen Schaumprobe héher als das der zweiten. Es nahm mit héher werden-

der Proteinkonzentration der Ausgangslésung stetig ab und naherte sich dem Wert

R=1. So stellte sich heraus, dass mit langer werdender Zerschaumungsdauer keine

Proteinanreicherung im Schaum mehr stattfand.

Tab. 4.1a: Einfluss der Konzentration der Ausgangslosung auf die ZerschAumung des Referenzprote-
ins Rinderhdmoglobin. n. d.: nicht durchfiihrbar wegen unzureichender Schaumbildung

Proteinkonzentration
Ausgangslésung

Proteinkonzentration

Schaum =97 min

Proteinkonzentration

Schaum =7.14 min

Proteinkonzentrati

[g/100 ml] [9/100 ml] R1 [9/100 ml] R2 on
Rickstand
[g/100 ml]
0,010 0,015 1,50 n. d. n. d. 0,008
0,025 0,026 1,04 0,021 0,84 0,018
0,050 0,051 1,02 0,049 0,98 0,039
0,075 0,076 1,01 0,074 0,99 0,073
0,100 0,105 1,05 0,097 0,99 0,098
0,250 0,250 1,00 0,250 1,00 0,250
0,500 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.

Tab. 4.1b: Einfluss der Konzentration der Ausgangslésung auf die Zerschaumung des Referenzprote-
ins Rinderalbumin

Proteinkonzentration

Proteinkonzentration

Proteinkonzentration

Proteinkonzentration

Ausg.lsg. Schaum =97 min Schaum =714 min Rickstand
[9/100 ml] [9/100 ml] [g/200m]  R2 [g/100 ml]
R1

0,010 0,075 7,50 0,053 5,30 0,003
0,025 0,060 2,40 0,031 1,24 0,018
0,050 0,073 1,46 0,057 1,14 0,041
0,075 0,078 1,04 0,078 1,04 0,073
0,100 0,112 1,12 0,119 1,19 0,097
0,250 0,242 0,97 0,241 0,96 0,241
0,500 0,498 1,00 0,499 1,00 0,485
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Mit Rinderalbumin war mit stark verdinnten Ausgangslosungen ein wesentlich
hdheres Anreicherungsverhaltnis (Rmax=7,5) zu erzielen als mit Rinderhamoglobin.
Das maximal erzielbare Anreicherungsverhaltnis bei der Zerschaumung von Rinder-
hamoglobin lag bei R=1,5 (Ausgangslésung: 0,010 g/100 ml). Bei Albumin nahm das
Anreicherungsverhaltnis mit steigender Konzentration der Ausgangslosung nahezu
exponentiell ab, wobei R1 und R2 einen &hnlichen Verlauf zeigten. Dagegen war bei
Hamoglobin keine signifikante Anderung der Anreicherung zu erkennen; sie lag im-

mer bei ca. 1.
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Abb. 4.1: Einfluss der Proteinkonzentration der Ausgangslésung auf das Anreiche-
rungsverhaltnis R verschiedener Schaumproben

Fur alle weiteren Versuche wurde zur Gewahrleistung einer ausreichenden Schaum-

stabilitat eine Proteinkonzentration der Ausgangslésung von 0,050 g/100 ml gewahlt.

4.1.2 Einfluss der Gasflussgeschwindigkeit

Mit beiden Proteinlésungen kam es bei allen eingestellten Gasflussgeschwindig-
keiten zu einer ausreichenden Schaumbildung. Allerdings war die Schaumstabilitat
bei 20 ml/min relativ gering. Der Vergleich der Ausgangslésung mit den Rickstands-

proben zeigte wieder einen teilweisen Ubergang der Proteine in den Schaum (Tabel-
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le 4.2a und b). Eine Proteinanreicherung im Schaum konnte bei Albumin tberall und

bei Hamoglobin bis auf die Werte bei 75 ml/min beobachtet werden.

Tab. 4.2a: Einfluss der Gasflussgeschwindigkeit auf die Zerschdumung des Referenzproteins
Rinderhamoglobin (Proteinkonzentration der Ausgangslésung: 0,050 g/100 ml)

Gasfluss Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
[mI/min] Schaum 9.7 min Schaum =7-14 min Rickstand
[g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
20 0,072 1,44 0,048 0,96 0,034
50 0,058 1,16 0,049 0,98 0,043
75 0,048 0,96 0,049 0,98 0,043
100 0,060 1,20 0,051 1,02 0,043

Tab. 4.2b: Einfluss der Gasflussgeschwindigkeit auf die Zerschdumung des Referenzproteins
Rinderalbumin (Proteinkonzentration der Ausgangslésung: 0,050 g/100 ml)

Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
Gasfluss Schaum =97 min Schaum =714 min Rickstand
[ml/min] [g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
20 0,110 2,20 0,096 1,92 0,038
50 0,073 1,46 0,057 1,14 0,041
75 0,087 1,74 0,062 1,24 0,042
100 0,062 1,24 0,049 0,98 0,043

Wie in Abbildung 4.2 zu erkennen ist, zeigt sich bei einer Verringerung der Gas-

flussrate eine Erhdhung der Proteinanreicherung.
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Abb. 4.2: Einfluss des Stickstoff-Gasflusses auf das Anreicherungsverhaltnis R

verschiedener Schaumproben
Jedoch konnte keine direkte lineare Abhangigkeit festgestellt werden. Das Maxi-

mum des Proteinanreicherungsverhaltnisses lag bei R=2,20 bei der am niedrigsten
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untersuchten Gasflussgeschwindigkeit von 20 ml/min. Ein Minimum wurde bei
100 ml/min (hochste untersuchte Gasflussgeschwindigkeit) erreicht. Bei Albumin wur-
de ein Nebenmaximum bei 75 ml/min gemessen.

Auch hier wurden mit Rinderalbumin hohere Anreicherungsverhaltnisse erzielt als
mit Rinderhamoglobin.

Mit Albumin konnten in der ersten Schaumprobe héhere Proteinanreicherungsver-
héaltnisse erzielt werden als in der zweiten, wobei die beiden Kurven einen ahnlichen
Verlauf zeigten. Etwa das gleiche galt fur Hamoglobin, wobei allerdings R2 anna-
hernd konstant blieb.

Fur alle nachfolgenden Versuche wurde eine Gasflussgeschwindigkeit von
50 ml/min gewahlt, um eine ausreichende Stabilitdt des Schaums mit einer moéglichst

hohen Anreicherung zu verbinden.

4.1.3 Einfluss der Zugabe von NaCl

Bei der Untersuchung des Einflusses von Kochsalz als wichtige Komponente phy-
siologischer Losungen kam es bei allen NaCl-Konzentrationen zu einer ausreichen-
den Schaumbildung, so dass eine Zerschaumung immer mdglich war. Die Abnahme
der Proteinkonzentration der Ausgangslosung im Vergleich zum Ruckstand lag bei
0,015-0,036 g/100 ml (Tabelle 4.3a und b).

Tab. 4.3a: Einfluss der NaCl-Zugabe auf die Zerschaumung des Referenzproteins
Rinderhamoglobin (Proteinkonzentration der Ausgangslésung: 0,050 g/100 ml)

NaCl-Zugabe Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration

[g/100 ml] Schaum =97 min Schaum =7.14 min Rickstand

[g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
0,001 0,064 1,28 0,047 0,94 0,045
0,005 0,062 1,24 0,047 0,94 0,040
0,01 0,063 1,26 0,050 1,00 0,043
0,05 0,058 1,16 0,048 0,96 0,043
0,10 0,045 0,90 0,045 0,90 0,040
0,50 0,049 0,98 0,048 0,96 0,036
1,00 0,049 0,98 0,048 0,96 0,029
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Entsprechend hatte bei allen Zerschdumungen eine Proteinanreicherung im
Schaum stattgefunden, und zwar vor allem in der ersten Schaumprobe bis zu einer
Salzzugabe von 0,05 g/100 ml. Das maximale Anreicherungsverhaltnis von R=1,36

wurde bei einer Salzzugabe von 0,010 g/100 ml erreicht.

Tab. 4.3b: Einfluss der NaCl-Zugabe auf die Zerschaumung des Referenzproteins
Rinderalbumin (Proteinkonzentration der Ausgangslésung: 0,050 g/100 ml)

NaCl-Zugabe Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration

[g/100 ml] Schaum =97 min Schaum =7-14 min Rickstand

[g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
0,001 0,063 1,26 0,061 1,22 0,039
0,005 0,063 1,26 0,060 1,20 0,040
0,01 0,068 1,36 0,062 1,24 0,037
0,05 0,058 1,16 0,055 1,10 0,040
0,10 0,052 1,04 0,045 0,90 0,034
0,50 0,051 1,02 0,049 0,98 0,030
1,00 0,052 1,04 0,049 0,98 0,014

Wie Abbildung 4.3 zeigt, fand bis zu einer NaCl-Zugabe von 0,05 g/100 ml eine
Proteinanreicherung im Schaum statt. Hohere NaCl-Konzentrationen bewirkten eine
Abnahme des Anreicherungsverhaltnisses von R<1.

Auch zeigte sich bei allen Versuchen eine hdhere Proteinkonzentration in der ers-
ten Schaumprobe.

Die Zerschaumung von Albumin wies ein Minimum der Proteinanreicherung bei
Zugabe von 0,10 g/100 ml auf. Der Verlauf von R1 und R2 war fast gleich. Bei einer
vergleichbaren Zerschaumung von Albumin ohne Salzzugabe konnte ein Proteinan-
reicherungsverhaltnis von R=1,46 erzielt werden (vgl. 4.1.2). Hier wurde mit Salzzu-
gabe von 0,010 g/100 ml ein Anreicherungsverhaltnis von R=1,36 erreicht.

Bei der Zerschaumung von Rinderhdmoglobin liel3 sich nur bei Salzkonzentratio-
nen <0,05 g/100 ml in der jeweils ersten Schaumprobe eine Proteinanreicherung
nachweisen, und auch da nur bis zu einem Anreicherungsverhaltnis von R=1,28. Bei
der zweiten Schaumprobe lagen die Proteinkonzentrationen im Bereich der Aus-
gangslosung. Ab NaCl-Mengen von 0,1 g/100 ml war die Proteinkonzentration im
Schaum geringer als in der Ausgangslésung. Die zweite Schaumprobe hatte anna-
hernd konstante Proteinkonzentrationen im Bereich von 0,045-0,050 g/100 ml. Dage-
gen wichen die Hamoglobinkurven bis 0,050 g/100 ml an NacCl signifikant voneinan-
der ab. Von 0,1-1,0 g/200 ml NaCl war der Kurvenverlauf identisch. Die Zerschau-
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mung von Hamoglobin konnte im Vergleich zu der ohne NaCl sogar verbessert wer-

den. Ohne Salzzugabe wurde bei sonst konstanten Bedingungen ein Anreicherungs-
verhaltnis von R=1,16 erreicht (vgl. 4.1.2). Durch eine Salzzugabe (0,001-

0,010 g/100 ml) konnte das Anreicherungsverhaltnis in der ersten Schaumprobe auf

R~1,26 gesteigert werden.

g
12 &=—— ‘f :—J&x
i \.\\ —a—R1 Albumin

—e— R2 Albumin

---A--- R1 Hamoglobin
---@--- R2 Hamoglobin

0,001 0,01 0,1 1
NaCl-Zugabe [g/100 ml]

Abb. 4.3: Einfluss der NaCl-Zugabe auf das Anreicherungsverhdltnis verschiedener Schaum-
proben

4.1.4 Einfluss der Zugabe von Fructose

Bei der Untersuchung des Einflusses von Fructose als Beispiel eines in der Natur
haufig vorkommenden Zuckers kam es bei allen Zuckerkonzentrationen zu einer aus-
reichenden Schaumbildung, so dass auch hier eine Zerschaumung immer madglich
war. Die Proteinkonzentration der Ausgangslosung lag durchgehend bei
0,050 g/100 ml, die des Ruckstands im Bereich von 0,037-0,043 g/100 ml, was auf
einen Proteiniibergang in den Schaum bei allen Versuchen schlieBen lie3 (Tabelle
4.4a und b). Eine Proteinanreicherung im Schaum wurde aber nur in sehr geringem
Ausmall festgestellt. Ein maximales Proteinanreicherungsverhéltnis von R=1,18
konnte bei einer Fructose-Zugabe von 0,005 g/100 ml beobachtet werden (Abbildung
4.4).
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Tab. 4.4a: Einfluss der Fructose-Zugabe auf die Zerschaumung des Referenzproteins Rinderhamo-
globin (Proteinkonzentration der Ausgangslosung: 0,050 g/100 ml)

Fructose-Zugabe Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
[/100 ml] Schaum =97 min Schaum =714 min Riuckstand
[g/100 ml] R1 [9/100 ml] R2
[g/100 ml]
0,001 0,050 1,00 0,047 0,94 0,043
0,005 0,049 0,98 0,048 0,96 0,040
0,01 0,046 0,92 0,046 0,92 0,043
0,05 0,044 0,88 0,043 0,86 0,041
0,10 0,047 0,94 0,048 0,96 0,041
0,50 0,045 0,90 0,048 0,96 0,043
1,00 0,047 0,94 0,048 0,96 0,043

Tab. 4.4b: Einfluss der Fructose-Zugabe auf die Zerschdumung des Referenzproteins Rinderalbumin
(Proteinkonzentration der Ausgangslésung: 0,050 g/100 ml)

D-(-)-Fructose- Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
Zugabe Schaum 9.7 min Schaum =7-14 min Rickstand
[/100 ml] [g/100 ml] R1 [9/200 ml] R2 [g/lOO m|]

0,001 0,052 1,04 0,044 0,88 0,037
0,005 0,059 1,18 0,047 0,94 0,037

0,01 0,054 1,08 0,045 0,90 0,040

0,05 0,057 1,14 0,043 0,86 0,040

0,1 0,052 1,04 0,047 0,94 0,040

0,5 0,058 1,16 0,050 1,00 0,043

1,0 0,053 1,06 0,053 1,06 0,043

Bei der Zerschaumung von Albumin konnte eine geringfiuigige Proteinanreiche-
rung in der ersten Schaumprobe festgestellt werden; der Kurvenverlauf zeigte ein
leichtes Schwanken um einen mittleren Wert von R~1,1. Dagegen lag die Protein-
konzentration in der zweiten Schaumprobe bei Zuckerkonzentrationen bis zu
0,1 g/100 ml stets geringfugig unter der der Ausgangslésung. Erst bei der héchsten
Fructosegabe von 1,0 g/100 ml wurde auch in der zweiten Schaumprobe eine mini-
male Proteinanreicherung im Schaum gemessen.

Bei der Zerschaumung von Rinderhamoglobin konnte in beiden Schaumproben
keine Proteinanreicherung festgestellt werden. Der Schaum hatte stets eine
geringere Proteinkonzentration als die Ausgangslosung. Lediglich bei der geringsten
Fructose-Zugabe wies die erste Schaumprobe die gleiche Proteinkonzentration wie

die Ausgangslosung auf. Der Kurvenverlauf war bei beiden Schaumproben ahnlich.




4 ERGEBNISSE SeiIte 80

1,4

1,2

1§£::_:

0,8 1 —e— R2 Albumin

—a—R1 Albumin

R
0.6 | ---A--- R1 Hadmoglobin

---@--- R2 Hamoglobin

0,4

0,2

0 T
0,001 0,01 0,1 1

D-(-)-Fructosezugabe [g/100 ml]

Abb. 4.4: Einfluss der Fructose-Zugabe auf das Anreicherungsverhéaltnis verschiedener
Schaumproben

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Proteinanreicherung im Schaum
hier generell von einer Fructose-Zugabe verschlechtert wurde. Zum Vergleich: bei
der Zerschdumung von Albumin ohne Fructose-Zugabe konnte unter sonst gleichen
Bedingungen ein Proteinanreicherungsverhaltnis von R=1,46 erzielt werden, wah-
rend der Faktor bei Anwesenheit von Zucker 1,18 betrug. Bei der Zerschaumung von
Hamoglobin fand ohne Zuckerzugabe eine geringe Proteinanreicherung im Schaum

statt (R=1,18), bei Vorhandensein von Zucker nicht.

4.1.5 Einfluss des pH-Wertes

Bei der Zerschaumung von Hamoglobin mit Variation des pH-Wertes von 3-11
kam es in allen Versuchen zu einer ausreichenden Schaumbildung, wodurch durch-
gehend eine Zerschaumung madglich war. Im Gegensatz dazu war bei Albumin bei
pH 10 keine Zerschaumung auf Grund einer fehlenden Schaumbildung madglich, und
bei pH 11 konnte keine zweite Schaumprobe genommen werden (Tabelle 4.5a und
b), da der Schaum nach ca. 8 min in sich zusammenfiel. Der pH-Wert im Schaum

anderte sich nicht.
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Tab. 4.5a: Einfluss des pH-Wertes auf die Zerschdumung des Referenzproteins Rinderhamoglobin

(Proteinkonzentration der Ausgangslésung: 0,050 g/100 ml)

Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration

pH-Wert Schaum =97 min Schaum =714 min Rickstand

[g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
3 0,052 1,04 0,048 0,96 0,043
4 0,066 1,32 0,033 0,66 0,045
5 0,052 1,04 0,052 1,04 0,047
6 0,048 0,96 0,049 0,98 0,047
7 0,061 1,22 0,048 0,96 0,040
8 0,053 1,06 0,050 1,00 0,046
9 0,058 1,16 0,060 1,20 0,048
10 0,080 1,60 0,081 1,62 0,049
11 0,086 1,72 0,087 1,74 0,045

Tab. 4.5b: Einfluss des pH-Wertes auf die Zerschaumung des Referenzproteins Rinderalbumin
(Proteinkonzentration der Ausgangslosung: 0,050 g/100 ml). n. d.: nicht durchfiihrbar, da
keine ausreichende Schaumbildung

Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration

pH-Wert Schaum =97 min Schaum =7.14 min Rickstand

[g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
3 0,120 2,40 0,093 1,86 0,040
4 0,077 1,54 0,065 1,30 0,040
5 0,067 1,34 0,061 1,22 0,039
6 0,085 1,70 0,061 1,22 0,035
7 0,105 2,10 0,079 1,58 0,046
8 0,087 1,74 0,079 1,58 0,042
9 0,093 1,86 0,076 1,52 0,041
10 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
11 0,104 2,08 n. d. n. d. 0,045

Beim Vergleich der Ausgangslésung mit den Rickstandsproben konnte festge-

stellt werden, dass ein teilweiser Proteintibergang in den Schaum bei allen Zerschau-

mungen stattgefunden hat, da die Ruckstande meist geringere Proteinkonzentratio-
nen (0,040-0,049 g/100 ml) aufwiesen als die Ausgangslosung (0,050 g/100 ml).
Eine signifikante Proteinanreicherung im Schaum war bei Albumin bei fast allen

Schaumproben (Ausnahme: pH 5), bei Hamoglobin nur im Basischen bei pH 10 und

11 zu beobachten.

Das hochste Proteinanreicherungsverhéltnis mit R=2,40 wurde bei der Zerschau-

mung von Albumin bei pH 3 in der ersten Schaumprobe erhalten (Abbildung 4.5).
Zwei Maxima wurden bei pH 7 (R=2,10) und pH 11 (R=2,08) festgestellt. In Richtung

des Basischen war ein leichter Anstieg des Anreicherungsverhaltnisses zu erkennen.

Der Tiefpunkt lag bei pH 5 mit R=1,34.
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Die Zerschaumung von Hamoglobin brachte lediglich ein hdchstes Anreicherungs-
verhaltnis von R=1,74 bei pH 11, wobei ebenfalls ein leichter Anstieg zum Basi-
schen hin erkennbar war. Im Sauren und Neutralen war jedoch keine signifikannte

Proteinanreicherung zu erkennen.
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Abb. 4.5: Einfluss des pH-Wertes auf das Anreicherungsverhaltnis R verschie-
dener Schaumproben

Ein Vergleich der Anreicherung in den beiden Zeitintervallen ergab, dass bei
Albumin der R2-Wert generell niedriger lag, der Kurvenverlauf aber annahernd dem
von R1 entsprach. Dagegen waren bei Hamoglobin die beiden Kurven im
Basischen und Uber einen Teil des sauren Bereichs fast identisch; lediglich bei pH
4 und 7 war die Anreicherung im ersten Zeitintervall héher.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zwar ein Einfluss des pH-Wertes auf die
Gesamtproteinanreicherung der Zerschaumung erkennbar war, dass jedoch Maxi-
ma und Minima nicht mit den isoelektrischen Punkten der jeweiligen Proteine tber-

einstimmten.
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4.2 Zerschaumung von Kartoffelfruchtwasser

4.2.1 Zusammensetzung des Fruchtwassers der Kartoffelproben

4.2.1.1 Proteinfraktionen

Bei der Charakterisierung des verwendeten Kartoffelfruchtwassers mittels SDS-
PAGE (Gesamtproteingehalt: 0,95 g/100 ml), welches sowohl beim urspringlichen
pH-Wert von 5,9 aufgetragen bzw. auf den pH-Werte 3 titriert wurde, um eventuelle
Bandenverschiebungen bzw. Intensitatsunterschiede zwischen der SDS-PAGE bei
den beiden pH-Werten erkennen zu kénnen, zeigte sich eine Verteilung der Proteine
primar zwischen ca. 17 und 45 kDa (Abbildung 4.6), sowie einige Minorkomponenten

im héhermolekularen Bereich.

14 kDa

20 kDa

43 kDa |
67 kDa

94 kDa

pH3,0 pH5,9

Abb. 4.6: SDS-PAGE des verwendeten Kartoffelfruchtwassers bei zwei verschiedenen pH-Werten
(Probenauftragsmenge 10 pl)

Qualitative Unterschiede in der Bandenverteilung waren nicht zu erkennen. Der
pH-Wert des Kartoffelfruchtwassers hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Prote-
inbanden der SDS-PAGE.

Die Proteinverteilung zeigte eine charakteristische Bande bei etwa 17 kDa. Des
weiteren lagen Banden im Bereich von 20-25 kDa vor. Im héhermolekularen Bereich
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zeichneten sich Banden bei 45, sowie 70 und 80 kDa ab. Uber 80 kDa konnte keine
weitere Trennung erzielt werden.

Um eine zusatzliche Trennung der Fraktionen sowohl nach ihren isoelektrischen
Punkten als auch nach ihren Molekulargewichten zu erhalten, wurde eine 2 D-Gel-
elektrophorese mit einer IEF-IPG (isoelektrischen Fokussierung mit immobilisierten
pH-Gradienten) bei 3-12 durchgefuhrt.

Abbildung 4.7 bestétigt die Resultate der SDS-PAGE (vgl. Abbildung 4.6) mit der
Verteilung der Hauptproteinfraktionen von 14-80 kDa, wobei die Hauptfraktionen
von 45 kDa isoelektrische Punkte zwischen 4 und 5 aufwiesen, und der

25 kDa Bande ein isoelektrischer Punkt von pH 9 zuzuordnen war.

MGM
pH 3 E 12 G
S
- 67 kDa
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"~ 30kDa
o
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Abb. 4.7: IPG-Dalt des Kartoffelfruchtwassers (IPG 3-12; 18 cm). MGM: Molekulargewichtsmarker

Das Kartoffelfruchtwasser besal} auffallige Proteinspots im Bereich des pl 3-5
(43-65 kDa) und etwa pl 9 (25 kDa). Proteine geringerer Konzentration waren tber

den gesamten Bereich von pl 3-12 (14-80 kDa) zu erkennen.
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4.2.1.2 Weitere Inhaltsstoffe

Die Gehalte an einzelnen Inhaltsstoffen des verwendeten Kartoffelfruchtwassers

sind in Tabelle 4.6 und 4.7 zusammengefasst.

Tab. 4.6: Inhaltsstoffe des verwendeten Kartoffelfruchtwassers

Starke L- Nitrat | Saccharose D- D- |Wasser-| Asche
Ascorbinsaure Fructose| Glucose | gehalt
[9/1] [9/1] [9/1] [g/1] [9/1] [9/1] [%] | [9/100 g]

Wert 1 1,380 0,004 0,010 0,560 0,150 0,150 89,100 1,030

Wert 2 1,440 0,003 0,001 0,550 0,150 0,140 89,000 1,010

Wert 3 1,430 0,010 0,020 0,500 0,150 0,140 89,100 1,010

Standard- | 5, 0,004 0,010 0,032 0,000 | 0,006 | 0,058 | 0,012
abweichung

Mittelwert | 1,417 0,006 0,010 0,537 0,150 0,143 89,067 1,017

Die Schwankungen der Messwerte der Dreifachbestimmung waren relativ gering;

jedoch traten bei der Nitratbestimmung hohe Schwankungen auf.

Tab. 4.7: Mineralstoffzusammensetzung des Kartoffelfruchtwassers,
gemessen mit AAS

Element

Konzentration

[mg/l]

Calcium 96,3
Eisen 4,99
Kalium 5003
Kupfer 1,22
Magnesium 241
Mangan 1,09
Natrium 31,3
Zink 4,71
Chlorid 450
Phosphor* 702

* berechnet als Hydrogenphosphat
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4.2.2 Batch-Zerschaumung

In einem nachsten Schritt sollten die mit den Referenzproteinen gewonnenen
Erkenntnisse auf ein komplexeres Proteingemisch Ubertragen werden. Als Beispiel
diente hierbei Kartoffelfruchtwasser aus Solanum tuberosum var. agria, wobei eben-
falls die Zerschaumung hinsichtlich ihrer Durchfihrbarkeit und der Beeinflussung ver-
schiedener Parameter verifiziert werden sollte. Zusatzlich zur Verfahrensoptimierung
sollte eine mdgliche selektive Anreicherung bestimmter Proteinfraktionen untersucht

werden.

4.2.2.1 Gesamtproteinanreicherung

Einfluss der Verdiinnung

Bei der Untersuchung des Einflusses der Verdiinnung des Kartoffelfruchtwassers
zeigte sich, dass bis einschlief3lich einer Verdinnung von 1:20 (0,05 g/100 ml) eine
ausreichende Schaumbildung vorhanden war und somit die Zerschaumung durchge-
fuhrt werden konnte. Bei der Verdiinnung von 1:100 (0,01 g/100 ml) war dies auf
Grund der ungenugenden Schaumbildung nicht mehr méglich (Tabelle 4.8).

Der Vergleich der Ausgangslosung mit dem Ruckstand ergab bei fast allen Ver-
diinnungen einen teilweisen Ubergang der Proteine in den Schaum. Jedoch bei 1:10
verdinnter Ausgangslosung zeigte der Rickstand die gleiche Proteinkonzentration.
Dieses konnte auch durch die Untersuchungen der Schaumproben bestétigt werden.
Bis auf die zweite Schaumprobe der 1:10 verdiinnten Losung war immer eine Prote-

inanreicherung zu erkennen.

Tab. 4.8: Zerschaumung bei Variation der Verdinnung der Ausgangslosung (Mittelwerte der Doppel-
bestimmung). n. d.: nicht durchfiihrbar, da keine ausreichende Schaumbildung

Proteinkonzentration Proteinkonz. Proteinkonz. Proteinkonz.

Verdinnung Ausgangslosung Schaum =g.15 min Schaum =15-39 min Rickstand

[g/100 ml] [g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
unverdinnt 1,00 1,20 1,26 1,25 1,32 0,80
1:1 0,50 0,65 1,30 0,60 1,20 0,45
1:10 0,10 0,15 1,50 0,10 1,00 0,10
1:20 0,05 0,10 2,00 0,20 3,00 0,03
1:100 0,01 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d.
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Auch bei Kartoffelfruchtwasser stieg die Proteinanreicherung im Schaum mit zu-
nehmend verdinnteren Ausgangslosungen bei den untersuchten Verdinnungsstufen
zuerst leicht und dann sprunghaft an. Optimal war eine Zerschaumung mit einer Ver-
dinnung von 1:20, bei der ein Anreicherungsverhaltnis von R=3,0 (Abbildung 4.8) er-

zielt werden konnte.
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Abb. 4.8: Einfluss der Proteinkonzentration der Ausgangslosung auf das Anrei-
cherungsverhaltnis verschiedener Schaumproben

Bei der unverdiinnten Losung wurde ein maximales Anreicherungsverhaltnis von
R=1,32 in der zweiten Schaumprobe erzielt. Ein dhnliches Ergebnis ergab die Zer-
schaumung von 1:1 verdinntem Kartoffelfruchtwasser. Hier lag das Anreicherungs-
verhaltnis R bei 1,2 bzw. 1,3. Bei der Zerschaumung des 1:10 verdunnten Kartoffel-
fruchtwassers war in der ersten Schaumprobe (t=0-15 min) eine 1,5-fache Anreiche-
rung zu beobachten, wahrend in der zweiten Schaumprobe eine Proteinanreicherung
im Schaum nicht mehr zu erkennen war. Die Zerschaumung von 1:20 verdiinntem
Fruchtwasser brachte das maximale Proteinanreicherungsverhaltnis von R=3 in der
zweiten Schaumprobe zwischen 15-30 min. Hier wies die erste Schaumprobe eine

Proteinkonzentrierung um das 2-fache auf.
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Bis zu einer Proteinkonzentration der Ausgangslosung von 0,1 g/100 ml wichen die
Proteinkonzentrationen der zu unterschiedlichen Zeiten genommenen Schaumpro-

ben stark voneinander ab. Erst bei 0,5 und 0,95 g/100 ml waren die Werte ahnlich.

Einfluss der Gasflussgeschwindigkeit

Bei der Variation der N,-Gasflussgeschwindigkeit zwischen 10 und 100 ml/min
(Proteinkonzentration Ausgangslosung: 0,05 g/100 ml) kam es bei allen Versuchen
zu einer ausreichenden Schaumbildung, und es zeigte sich, dass bis einschlief3lich
50 ml/min eine Proteinanreicherung im Schaum stattgefunden hatte. Bei 75 bzw.
100 ml/min konnte fast keine Proteinanreicherung im Schaum gemessen werden
(Tabelle 4.9).

Tab. 4.9: Zerschaumung bei Variation der Gasflussgeschwindigkeit (Mittelwerte der Doppelbestim-

mung)
Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
Gasfluss ..
. Schaum =g.15 min Schaum -15.30 min Rickstand
[mI/min]
[g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
10 0,20 4,00 0,06 1,20 0,03
30 0,15 3,00 0,06 1,20 0,04
50 0,07 1,40 0,04 0,80 0,04
75 0,05 1,00 0,04 0,80 0,05
100 0,06 1,20 0,05 1,00 0,05

Wie Abbildung 4.9 zeigt, kann bei einem Wert von 10 ml/min ein Maximum der
Proteinanreicherung (R=4,0) erreicht werden. Mit zunehmender Gasflussgeschwin-
digkeit sank die Proteinanreicherung wieder, bis sie sich im Bereich von R=1,0 £ 0,2
einpendelte. Bei 100 ml/min betrug der Anreicherungsfaktor 1,0 bzw. 1,2.

In allen ersten Schaumproben lag die Proteinkonzentration héher als bei den
zweiten Schaumproben. Die zweite Schaumprobe enthielt durchgehend Proteinkon-
zentrationen von 0,04-0,06 g/100 ml (R=0,8-1,2), was bedeutet, dass in dieser keine

Proteinanreicherung stattgefunden hatte.
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Abb. 4.9: Einfluss der Gasflussgeschwindigkeit auf das Anreicherungsverhaltnis
verschiedener Schaumproben

Als Resiimee ergab sich, dass eine Erh6hung der Gasflussgeschwindigkeit die
Proteinanreicherung im Schaum verringerte. Trotzdem wurde fir alle nachfolgenden
Versuche analog zu den Versuchen mit Referenzproteinen eine mittlere Gasflussge-

schwindigkeit von 50 ml/min gewahlt.

Einfluss der NaCl-Zugabe

Bei der Untersuchung des Einflusses von Kochsalz auf die Zerschaumung von
Kartoffelfruchtwasser kam es bei allen Versuchen zu einer ausreichenden Schaum-
bildung, so dass eine Zerschaumung immer méglich war.

Beim Vergleich der Proteinkonzentrationen der Ausgangslésung mit den Ruck-
standsproben fiel auf, dass bei allen Zerschaumungen ein Proteintibergang in den
Schaum stattgefunden hatte, da die Werte der Ausgangslosung hdher lagen als die
der Rickstande (Tabelle 4.10). Eine Proteinanreicherung fand bis zu einer Salzmen-
ge von 0,05 g/100 ml statt.

Die maximale Proteinanreicherung konnte bei Zugabe von 0,001 g/100 ml an
NaCl mit einem Anreicherungsverhaltnis von R=1,9 festgestellt werden. Wie Abbil-
dung 4.10 zeigt, fand bis zu einer NaCl-Zugabe von 0,05 g/100 ml eine Proteinanrei-
cherung im Schaum statt. Bei hoheren NaCl-Konzentrationen fiel die Proteinkonzen-

tration im Schaum teilweise unter die der Ausgangslésung.
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Tab. 4.10: Zerschaumung bei Zugabe von NaCl (Mittelwerte der Doppelbestimmung)

NaCl- Proteinkonz. Proteinkonz. Proteinkonz. Proteinkonz.
Zugabe Ausgangslosung Schaum =g.15 min Schaum =15.30 min Rickstand
[9/100 ml] [g/100 ml] [g/100 mI] R1 [g/200 mI] R2 [g/100 ml]

0,001 0,05 0,10 1,90 0,08 1,50 0,04
0,005 0,05 0,07 1,40 0,08 1,50 0,04
0,01 0,05 0,09 1,70 0,08 1,60 0,03
0,05 0,05 0,09 1,70 0,06 1,20 0,04
0,10 0,05 0,04 0,80 0,05 0,90 0,04
0,50 0,05 0,04 0,80 0,03 0,60 0,03
1,00 0,05 0,05 1,00 0,05 1,00 0,04
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Abb. 4.10: Einfluss verschiedener NaCl-Konzentrationen auf das Anreicherungs-
verhéaltnis verschiedener Schaumproben

Der Vergleich der zwei unterschiedlichen Probenahmezeiten zeigte meist eine
hohere Proteinkonzentration der ersten Schaumprobe. Bei 0,005 und 0,10 g/100 ml
NaCl-Zugabe war es umgekehrt; hier war die Proteinkonzentration der ersten
Schaumprobe geringer als die der zweiten. Jedoch brachte die Probenahme zu un-
terschiedlichen Zeiten keine wesentlichen Vorteile, da keine eindeutigen Tendenzen
zu erkennen waren.

Durch die Zugabe von NaCl konnte die Zerschaumung bis einschlief3lich
0,05 g/100 ml verbessert werden. Ohne Zugabe von Kochsalz wurden bei sonst
gleichen Bedingungen Anreicherungsverhdaltnisse von nur R=1,4 erreicht; im Ver-
gleich zum Maximalwert von R=1,9 bei Salzzugabe.
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Einfluss des pH-Wertes

Bei Variation der pH-Werte von 2-12 zeigte sich, dass bei allen Versuchen eine
ausreichende Schaumbildung und somit eine Zerschaumung maoglich war (Tabelle

4.11). Der pH-Wert im Schaum &nderte sich nicht.

Tab. 4.11: Zerschaumung bei Variation des pH-Wertes (@ ZerschAumungsrohr 18 mm; Mittelwerte
der Doppelbestimmung)

pH-Wert Proteinkonz. Proteinkonzentration | Proteinkonzentration Proteinkonz.

Ausgangslésung Schaum =g-15 min Schaum =15-30 min Rickstand

[g/100 ml] [g/100 ml] R1 [g/100 ml] R2 [g/100 ml]
2 0,05 0,12 2,40 0,12 2,40 0,04
3 0,055 0,10 181 0,11 2,00 0,04
4 0,045 0,10 2,22 0,10 2,22 0,03
5 0,05 0,11 2,20 0,16 3,20 0,04
6 0,05 0,12 2,40 0,18 3,60 0,03
7 0,055 0,09 1,64 0,17 3,09 0,03
8 0,055 0,09 1,64 0,11 2,00 0,04
9 0,05 0,10 2,00 0,09 1,80 0,04
10 0,045 0,09 2,00 0,09 2,00 0,03
11 0,045 0,11 2,44 0,10 2,22 0,04
12 0,05 0,11 2,20 0,09 1,80 0,03

Die Proteinkonzentration der Ausgangslosung, welche nach Einstellen des pH-
Wertes im Bereich von 0,045-0,055 g/100 ml lag, im Vergleich mit den Rickstadnden
(Proteinkonzentration 0,03-0,04 g/100 ml) zeigte einen Proteinibergang in den
Schaum bei allen durchgefuhrten Zerschaumungen. Eine Proteinanreicherung fand
in allen Schaumproben statt.

Der Kurvenverlauf in Abbildung 4.11 zeigt ein Maximum des Proteinanreiche-
rungsverhaltnisses bei pH 6 mit R=3,60 und ein Nebenmaximum bei pH 11 mit
R=2,22. Die Tiefpunkte waren bei pH 3, 7 und 8 mit R im Bereich von 1,64-1,81.

Im sauren Bereich von pH 2-4 war die Proteinanreicherung fast unabh&ngig von
der Zerschaumungsdauer. Die Anreicherungsfaktoren lagen bei R=1,81-2,40. Die
zweite Schaumprobe wies entweder die selbe oder eine héhere Proteinkonzentration
als die erste auf. Dagegen klafften im schwach sauren bis neutralen Bereich die
Werte auseinander. Darliber und darunter waren sie fast identisch. Bei pH 5-8 fielen
die wesentlich htheren Konzentrationen der zweiten Schaumprobe im Vergleich zur
ersten auf. Im Bereich von pH 9-12 zeigte die erste Schaumprobe durchwegs die ho-
here Proteinkonzentration. Die Abweichungen beider Schaumproben voneinander

waren hier wieder gering.
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Abb. 4.11: Einfluss des pH-Wertes auf das Anreicherungsverhaltnis verschiedener
Schaumproben

Einfluss des Rohrdurchmessers

Beim Vergleich der Zerschaumung mit zwei verschiedenen Zerschdumungsrohr-

durchmessern (40 bzw. 18 mm) stellte sich heraus, dass mit dem dinneren Rohr

wesentlich hdhere Anreicherungsverhaltnisse zu erzielen waren (Tabelle 4.12).

Tab. 4.12: Zerschaumung bei zwei verschiedenen Rohrdurchmessern

(%) Proteinkonz. Proteinkonz. Proteinkonz. Proteinkonz.
Rohr Schaum 1 Schaum 2 Schaum 3 Schaum 4
[mm] [g/200mI] R1 |[[g/200 mI] R2 [g/200mI] R3 | [9/100 ml] R4

40 0,063 1,17 0,068 1,26 0,080 1,48 0,083 1,54

18 0,12 2,40 0,18 3,60 - - - -

Es ist zu erkennen, dass mit dem 18 mm-Rohr ein maximales Anreicherungsver-

haltnis von R=3,6 zu erzielen war; hingegen konnte mit dem Rohr mit 40 mm Durch-

messer nur ein Anreicherungsverhaltnis von 1,54 erzielt werden. Hier war auch eine

Sattigung der Proteinkonzentration in den zu unterschiedlichen Zeiten genommenen

Schaumproben zu erkennen.
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4.2.2.2 Anreicherung einzelner Fraktionen

Hier sollte getestet werden, ob es mittels Zerschaumung madglich ist, Proteine
fraktioniert (nach Molekulargewicht bzw. nach isoelektrischem Punkt) im Schaum an-
zureichern. Es wurde hier wiederum Kartoffelfruchtwasser als Beispiel einer Pflan-
zenproteinlésung gewahlt.

Untersuchungen mittels SDS-PAGE

Bei der Zerschaumung von Kartoffelfruchtwasser in zwei unterschiedlichen Ver-
dinnungen (1:10 und 1:20) und bei Variation des pH-Wertes von 3-11 zeigte sich,
dass bei allen Versuchen eine Gesamtproteinanreicherung im Schaum stattgefunden
hat, wie aus den Farbintensitatsunterschieden zu erkennen war (Abbildung 4.13). Bei
der Zerschdumung bei pH 3 war dies besonders ausgepragt.

Die zwei zu unterschiedlichen Zeiten genommenen Schaumproben wiesen bei
pH 3 und 5 in etwa gleiche Farbintensitaten und somit gleiche Proteinkonzentratio-
nen auf, wohingegen bei pH 9 die zweite Schaumprobe erstens etwas intensiver
geféarbt war und zweitens etwas unterschiedliche Proteinfraktionen enthielt.

Bei den Zerschaumungen bei pH 8, 9 und 10 deutet sich eine selektive Anreiche-

rung bestimmter Proteinfraktionen im Bereich von 22-26 kDa an (vgl. markierte Ban-
den in Abbildung 4.13).

——
--—_ —,
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pH - 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0

Abb. 4.13: SDS-Gel der Zerschaumung von Kartoffelfruchtwasser (1:10) bei verschiedenen

pH-Werten. M: Molekulargewichtsmarker, A: Ausgangslésung, 1: Schaum i=o.15 min,
2: Schaum (=15.30min
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Auch bei einer Verdiunnung von 1:20 wiesen die Schaumproben fast durchge-
hend eine intensivere Farbung als die Ausgangslésungen und dadurch eine Protein-
anreicherung auf (Abbildung 4.14). Die Zerschaumung bei pH 3 zeigte in der ersten
Schaumprobe eine starke Anreicherung des Gesamtproteins zu erkennen. Bei pH 3
war die Proteinkonzentration der ersten Schaumprobe hdher als die der zweiten. Da-
gegen war bei pH 7 die Proteinkonzentration beider Schaumproben etwa gleich. Bei
den Zerschaumungen bei pH 3, 7, 8 und 9 fanden selektive Anreicherungen be-

stimmter Proteinfraktionen (22-26 kDa) statt.
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Abb. 4.14: SDS-Gel der Zerschdumung von Kartoffelfruchtwasser (1:20) bei verschiedenen pH-
Werten. M: Molekulargewichtsmarker, A: Zur Zerschdumung eingesetzte Lésung, 1:
Schaum =o.15 min, 2: SChaum t-15.3omin

Untersuchungen mittels hochauflésender 2 D-Gelelektrophorese

Bei der Zerschaumung von 1:20 verdinntem Kartoffelfruchtwasser (eingestellt auf
pH 3 bzw. 9) stellte sich heraus, dass bestimmte Proteinfraktionen am isoelektri-
schen Punkt im Bereich von 3 und von 9 in Korrelation mit dem eingestellten pH-

Wert selektivim Schaum angereichert wurden (Abbildung 4.15).



pH 3 > 12 pH3 > 12 Ak
Ausgangslosung pH 3 S - ad SchaumMy=o.15 min S
- " D 2 . D
ee S oo p
. . . re
@ v ON P
- -
() : () .
» " 3 N -
pH 3 — 12 H3 -y 12
sl Schaumy=15.30 min D Rickstand D
- - S S
. ; <> ;
@ - O
L )
°
(:) . - o
b * O . -‘*-
- - -
. O :
" . o

Abb. 4.15: IPG-Dalts der Zerschdumung bei pH 3
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Abb. 4.16: IPG-Dalts der Zerschdumung bei pH 9
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Der Vergleich der IPG-Dalts der Ausgangslésung, eingestellt auf pH 3, mit den
dazugehdorigen Schaumproben zeigte, dass bestimmte Proteinfraktionen im Bereich
von pl=3 quantitativ in den Schaum Uberfuhrt wurden. Bei der Betrachtung des Mole-
kulargewichts fiel auf, dass vor allem Proteinfraktionen bis zu 30 kDa im Schaum an-
gereichert wurden. Bestétigt wurde dieses Ergebnis durch das fast vollstandige Feh-
len dieser Proteinfraktionen im Rickstand nach der Zerschaumung.

Ein ahnliches Ergebnis wie oben beschrieben ist in Abbildung 4.16 dargestellt. Es
stellte sich heraus, dass hier einige Proteinfraktionen im Bereich von pl=9 ebenfalls
guantitativ im Schaum angereichert wurden. Auch hier wurden Proteine bis etwa
30 kDa im Schaum angereichert. Dieses Resultat wurde ebenfalls durch die Untersu-
chung des Ruckstandes bestatigt, in dem die vorher im Schaum angereicherten Pro-
teinfraktionen fehlten.

Bei der Untersuchung der Zerschaumung mit Kochsalzzugabe zeigte sich, dass
die Selektivitdt der ZerschAumung jedoch nicht beeinflusst wurde; ein beispielhaftes
Ergebnis einer derartigen Zerschaumung bei pH 3 und pH 9 mit unterschiedlichen
NaCl-Zugabemengen zeigen die Abbildung 4.17 bzw. Abbildung 4.18.

Eine Verbesserung der selektiven Anreicherung bestimmter Proteinfraktionen war
nicht zu erkennen. Die Zerschdumungen bei pH 3 und pH 9 verliefen ungefahr wie

die ohne Kochsalzzugabe.
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Abb. 4.17: IPG-Dalts der Zerschdumung bei pH 3 mit 0,1 %iger Kochsalzzugabe
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Abb. 4.18: IPG-Dalts der Zerschaumung bei pH 9 mit 0,1 %iger Kochsalzzugabe
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4.2.3 Kontinuierliche Zerschaumung
In einem weiteren Schritt wurde die Zerschaumung als kontinuierliches Verfahren
umgesetzt. Es wurde sowohl hinsichtlich Gesamtproteinanreicherung optimiert als

auch eine magliche fraktionierte Proteinanreicherung untersucht. Als Pflanzenprote-

inldsung wurde hier wiederum Kartoffelfruchtwasser eingesetzt.

4.2.3.1 Gesamtproteinanreicherung

Optimierung des Probenahmezeitpunktes

Bei der kontinuierlichen Zerschaumung Uber 240 min stellte sich heraus, dass
eine Probenahme erst ab 30 min nach Zerschaumungsbeginn sinnvoll war, da die
Proteinkonzentration im Schaum anfangs standig stieg und sich erst nach ca. 20-
30 min bei einer konstanten Konzentration von 0,76%0,03 g/100 ml einpendelte
(Abbildung 4.19).
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Probennahmezeitpunkt [min]

Abb. 4.19: Probenahmezeitpunkt-abhéngige Proteinkonzentration im Schaum.
Aufgetragen sind die Mittelwerte der Doppelbestimmung

Bei allen weiteren Versuchen wurde daher die Probenahme ab 30 min gestartet (Pro-
benahmezeitpunkt t=0).
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Einfluss von apparativen Verdnderungen auf die kontinuierliche Zerschdumung

Bei der Untersuchung des zusétzlichen Einbaus einer Drainagekugel in den obe-
ren Teil der Zerschaumungskolonne stellte sich heraus, dass der Kugeleinbau die

Proteinanreicherung im Schaum geringfligig verbesserte (Tabelle 4.13).

Tab. 4.13: Vergleich der kontinuierlichen Zerschaumung mit und ohne Kugeleinbau (Mittelwerte der
Doppelbestimmung)

ohne f

R mit

Probe Kugeleinbau Kugeleinbau

Proteinkonzentration Schaum [g/100 ml] AP ENE) S (2.0 ]

0-5 min 0,93 1,05
5-10 min 0,95 1,20
10-15 min 1,05 1,13
15-20 min 0,96 1,17
20-25 min 1,02 1,09

Der Verlauf der Proteinkonzentration war bei beiden Variationen ahnlich (Abbil-
dung 4.20). Die Proteinkonzentration stabilisierte sich mit Kugeleinbau bei Werten
von ca. 1,1 g/100 ml und ohne Kugeleinbau von ca. 1,0 g/100 ml. Die Proteinkonzen-

trationen im Schaum mit Kugeleinbau lagen 10-15 % hoéher als ohne.

1,40

1,20 ./-\./.\.
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0,60 - —— mit Kugeleinbau

0,40
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0,20

0,00 : : :
0-5 min 5-10 min 10-15min 15-20 min ~ 20-25 min

Abb. 4.20: Vergleich der Proteinkonzentrationen im Schaum mit und ohne
Kugeleinbau (Mittelwerte der Dreifachbestimmung)
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Einfluss einer teilweisen Produktriickfiihrung auf die kontinuierliche Zerschaumung

Bei der teilweisen Rickfihrung des Foamates in den Schaum zeigte sich, dass
bei fast allen Zerschdumungen eine ausreichende Schaumbildung vorhanden war
(Tabelle 4.14). Dagegen konnte bei pH 3 nur eine Schaumprobe genommen werden,
da der Schaum anschlielRend zusammenfiel. Die Ausgangslésung hatte einen Pro-
teingehalt von 0,45-0,70 g/100 ml (im basischen Bereich hdher); der Rickstand wies
nach der Zerschaumung einen um jeweils 0,1 g/100 ml geringeren Proteingehalt als
die entsprechende Ausgangslosung auf, was auf eine Proteinanreicherung bei allen
Zerschaumungen schlief3en liel3.

Bei pH 7 konnte ein Minimum (R=1,87) und bei pH 3 ein Maximum (R=4,04) des
Anreicherungsverhaltnisses beobachtet werden. Ein Nebenmaximum lag bei pH 9

mit R=3,30. Die maximale Proteinkonzentration lag bei pH 9 bei 2,31 g/100 ml.

Tab. 4.14: Proteinkonzentrationen und Anreicherungsverhéltnisse der kontinuierlichen Zerschdumung
mit teilweiser Rickfihrung des Foamates. n. d.: nicht durchfihrbar wegen mangelnder
Schaumbildung

e I Proteinkonz. Proteinkonz. Proteinkonz. .

pH- Aus;;ﬁgslgsung Schaum otomin | SCNAUM t=1020min | Schaum 200 min Plg(i)]tfllrs"t(;nndz

Wert
[9/100mI]  [g100ml] R1  |rgi00m] R2 [9/200mi] R3 [9/100 mi]

3 0,45 1,82 4,04 n. d. n. d. n. d. n. d. 0,35

5 0,49 1,40 2,86 1,32 2,69 1,50 3,06 0,38

7 0,62 1,16 1,87 1,28 2,06 1,28 2,06 0,53

9 0,70 1,98 2,83 2,10 3,00 2,31 3,30 0,62

11 0,67 1,42 2,12 1,50 2,24 1,59 2,37 0,6

Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Proteinkonzentrationen (Abbil-

dung 4.21) fiel auf, dass der Verlauf mit Ausnahme der Zerschaumung bei pH 3

annahernd der Form einer Sattigungskurve entsprach.
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Abb. 4.21: Zeitlicher Verlauf der Proteinanreicherung wahrend der kontinuierlichen ZerschAumung mit
Foamatruckfihrung (pH 3, 5, 7, 9, 11)

Einfluss der Einspeisung der Ausgangslosung in den Schaum

Bei der Einspeisung der Ausgangslésung in den Schaum 20 cm Uber dem Flus-

sigkeitsspiegel zeigte sich, dass bei allen Versuchen eine ausreichende Schaumbil-

dung vorhanden und somit eine Zerschaumung moglich war (Tabelle 4.15). Die

Schaumproben wiesen meist hohere Proteinkonzentrationen als die zugehdrigen

Ausgangslésungen auf, was eine Proteinanreicherung im Schaum zeigte.
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Tab. 4.15: Proteinkonzentrationen und Anreicherungsverhéltnisse R verschiedener Proben
wahrend der Zerschaumung

e T Proteinkonz. | Proteinkonz. | proteinkonz. | Proteinkonz.

Ausgangslésung Schaum i=o.10 min | SCNAUM t=10.20 min| SchauM (=20.30 min | SCNAUM t=30-40 min
pH-Wert

[9/200ml] 19100 mI] R1 |[g/100ml] R2 |[9/200mI] R3 |[g/100 mI] R4
3 0,42 0,59 1,40 0,85 2,02 0,81 1,93 0,90 2,14
4 0,43 0,45 1,05 0,57 1,33 0,79 1,84 0,72 1,67
5 0,45 0,53 1,18 0,65 1,45 0,68 1,50 0,72 1,60
6 0,48 0,58 1,21 0,67 1,40 0,69 1,44 0,65 1,35
7 0,43 0,43 1,00 0,75 1,76 1,14 2,68 1,03 2,41
8 0,36 0,32 0,90 0,76 2,11 1,06 2,94 0,97 2,68
9 0,35 0,36 1,04 0,74 2,11 1,00 2,86 1,18 3,36
10 0,40 0,41 1,01 0,76 1,90 1,05 2,63 1,03 2,56
11 0,40 0,43 1,08 0,87 2,18 1,09 2,73 1,02 2,54

Abbildung 4.22 zeigt, dass sich mit dieser Versuchsanordnung bei pH 9 eine ma-

ximale Proteinanreicherung im Schaum erzielen liel3. Ferner war die Proteinanreiche-

rung im Sauren stark verschlechtert, und ab pH 7 stieg sie sprunghaft an.
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Abb. 4.22: pH-abhéngige Anreicherungsverhaltnisse bei der Zerschdumung mit
Einspeisung in den Schaum

Auch hier wirkte sich die Zeitdauer der Zerschaumung auf die Anreicherung aus.

Erst nach 30 min wurde eine Konstanz in der Proteinanreicherung erreicht. Die erste

gezogene Schaumprobe zeigte noch keine Anreicherung.
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4.2.3.2 Anreicherung einzelner Proteinfraktionen

Bei der kontinuierlichen Zerschaumung mit Einspeisung in die Flissigkeit (Abbil-
dung 4.23) war bei den Schaumproben eine hohere Intensitat der Banden als bei der
Ausgangslésung zu erkennen, was auf eine Proteinanreicherung im Schaum deu-
tete. Bei pH 2 fand eine aulRerst starke Proteinanreicherung statt. Mit zunehmender
Zerschaumungsdauer stieg die Proteinanreicherung bei allen eingestellten pH-
Werten. Die Intensitat der Bande bei 43 kDa blieb mit Ausnahme von pH 2 ungefahr
gleich stark. Die Banden 20 und 23 kDa verloren ab pH 7 immer mehr an Intensitat.
Eine fraktionierte Anreicherung bestimmter Proteinfraktionen war jedoch nicht zu er-

kennen.

pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7

AN RN e
3

[ [ 1 [ [ [ |
pH 7 pH 8 pH 9 pH 10 pH 11 pH 12

Abb. 4.23: SDS-PAGE der kontinuierlichen Zerschaumung mit Produktzufuhr in die
Flissigkeit. A: Ausgangslosung; S1-S3: aufeinanderfolgende Schaumproben,
gezogen in 10 minutigem Abstand
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Abb. 4.24: SDS-PAGE der kontinuierlichen Zerschdumung mit Produktzufuhr in den Schaum. M: Mo-

lekulargewichtsmarker; A: Ausgangslosung; S1-S4: aufeinanderfolgende Schaumproben
(Zeitintervall 10 min)
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Wahrend der kontinuierlichen Zerschaumung mit Einspeisung in den Schaum war
ein ahnliches Verhalten Uber den gesamten pH-Bereich wie mit Einspeisung in die
Flussigkeit festzustellen. Lediglich die Banden bei pH 7, 8 und 9 fielen in ihrer Inten-

sitat schwacher aus (Abbildung 4.24).

Kontinuierliche Zerschaumung bei pH 3

In Abbildung 4.25 ist zu erkennen, dass auch hier der Schaum intensiver gefarbte
Spots zeigte als die Ausgangslosung. Ferner war zu erkennen, dass die Proteinfrak-
tionen mit einem isoelektrischen Punkt im Bereich von 4-6 im Schaum angereichet
wurden. Die Anreicherung fand Uber den gesamten Bereich von 14-67 kDa statt.
Eine selektive Anreicherung bestimmter Proteinfraktionen, so wie sie beim Batch-

Verfahren beobachtet werden konnte (vgl. 4.2.2.2), war hier nicht zu erkennen.

pH 4 — 9 pH 4 - 9 S
Ausgangslésung ——— Schaum D
S
(=) () l
e J
o o '3
.

Abb. 4.25: Vergleich der Ausgangslosung mit der Schaumprobe wahrend der kontinuierlichen
Zerschaumung bei pH 3 (IPG-Dalt)
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Kontinuierliche Zerschdumung bei pH 9

In Abbildung 4.26 ist zu erkennen, dass sich die Proteinfraktionen mit einem iso-
elektrischen Punkt im Bereich von 8-9 im Schaum besonders stark anreicherten, und
zwar bis zu 25 kDa. Die Intensitat der Spots der Schaumprobe bei ca. 43 kDa ist
deutlich schwéacher als in der Ausgangslosung, was bedeutet, dass hier eine Abnah-

me dieser Proteinfraktionen im Schaum stattgefunden hat.
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Abb. 4.26: Vergleich der Ausgangsldsung mit der Schaumprobe wahrend der kontinuierlichen
Zerschaumung bei pH 9 (IPG-Dalt)
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4.3 Gesamtproteinanreicherung bei der Zerschaumung von Kartoffelschlempe

Die Gehalte an ausgewahlten Mineralstoffen der verwendeten Kartoffelschlempe

sind in Tabelle 4.16 zusammengefasst.

Tab. 4.16: Mineralstoffzusammensetzung der Kartoffelschlempe,
gemessen mit AAS

Element Konzentration
[mg/l]
Calcium 111
Eisen 12,4
Kalium 4310
Kupfer 1,65
Magnesium 242
Mangan 1,35
Natrium 50,6
Zink 2,41

Bei der Zerschaumung der Kartoffelschlempe aus der Versuchs- und Lehrbrenne-
rei zeigte sich, dass bei einem bestimmten pH-Wert eine Proteinanreicherung durch
Zerschaumung erreicht werden konnte (Abbildung 4.27 und Tabelle 4.17). Der pH-
Wert des Schaums blieb unverandert.

Die Proteinkonzentration der auf verschiedene pH-Werte eingestellte Kartoffel-

schlempe unterlag relativ starken Schwankungen (0,81-1,67 g/100 g).

Tab. 4.17: Einfluss des pH-Wertes auf die Zerschdumung von Kartoffelschlempe

Proteinkonzentration Proteinkonzentration Proteinkonzentration
pH-Wert Ausgangslosung Schaum g.g min Schaum g.16 min
[g/100 g]* [g/100 g]* R1 [g/100 g]* R2

2 1,32 0,70 0,53 0,77 0,58
3 1,15 0,92 0,80 0,84 0,73
4 1,67 1,00 0,60 1,02 0,61
5 1,61 1,40 0,87 1,03 0,64
6 0,82 0,87 1,06 1,21 1,48
7 1,37 0,81 0,59 0,77 0,56
8 1,49 1,31 0,88 0,72 0,48
9 1,32 1,42 1,08 0,95 0,72
10 1,13 0,81 0,72 0,84 0,74
11 0,86 0,59 0,69 0,64 0,74
12 0,81 1,11 1,37 1,30 1,60

* auf unverdunnte Schlempe bezogen




4 ERGEBNISSE

SeEITe 110

1,8

1,6
1,4

1,2

0,4
0,2

0,8
0,6 N/

—o—R1
——R2

~

10

11

12

Abb. 4.27: pH-abhéngige Anreicherungsverhaltnisse bei der Zerschdumung von
Kartoffelschlempe

Ein maximales Proteinanreicherungsverhaltnis konnte bei der Zerschaumung bei

pH 12 mit R=1,60 erreicht werden. Bei pH 6 war die Anreicherung mit 1,48 vergleich-

bar hoch.

Die kontinuierliche Zerschdumung brachte hier im Gegensatz zur Batch-Methode

keine deutliche Verbesserung der Proteinanreicherung. In den Schaumproben bis

40 min wurde kein Protein angereichert. Erst bei 50-minutiger Zerschaumung war ein

Proteinkonzentration im Schaum von 1,32 g/100 g zu erzielen (Abbildung 4.28).

Proteinkonzentration [g/100 g]]
o
(o]

Abb. 4.28: Kontinuierliche Zerschaumung der Kartoffelschlempe
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5 DISKUSSION

Ein bei allen Zerschdumungen zu beachtender Punkt ist folgender: Bei der Einla-
gerung der nativen Proteine in die Grenzschicht kommt es zu Denaturierungsvorgan-
gen. Danach besitzen die Proteinmolekile veranderte, evtl. sogar verschlechterte
Schaumeigenschaften, was zur Folge haben kann, dass die eingelagerten Molekiile
die Grenzschicht wieder verlassen und mit der Drainageflissigkeit wieder zurlckflie-

Ren kdnnen.

5.1 Zerschaumung von Referenzproteinen

Bei Albumin konnte festgestellt werden, dass bei verdinnterer Ausgangslosung
das Proteinanreicherungsverhaltnis im Schaum gesteigert wurde. Die Ursache hierfur
konnte die begrenzte Proteinaufnahmekapazitat der Blasenoberflache sein. Ferner
hat auch der amphiphile Aufbau des Albumins mit polaren und unpolaren Seitenket-
ten einen Einfluss auf die Proteinanreicherung im Schaum. So kénnen in héher kon-
zentrierten Losungen stabile Proteinaggregate gebildet werden, was auch hier die ef-
fektive Konzentration der fur die Grenzflache zur Verfigung stehenden Proteine he-
rabsetzen kann. Dasselbe Verhalten konnte auch bei der nachfolgenden Untersu-
chung von Kartoffelfruchtwasser beobachtet werden. Dies bestatigt die Untersuchun-
gen von Bartsch (1926) und Ahmad (1975a).

Im Unterschied hierzu war bei der Zerschdumung von Hamoglobin Uberhaupt nur
in sehr stark verduinnter L6sung eine geringe Proteinanreicherung im Schaum zu er-
kennen. Die Ursache hierfir kdnnte entweder darin liegen, dass sich das Proteinmo-
lekil an der Blasenoberflache zwar auffaltet und in die Grenzschicht einlagert, eine
Entwasserung des Schaums jedoch nicht stattfinden kann, da durch die Freilegung
von Seitenketten bei der Adsorption an die Blasenoberflache die vorhandenen Was-
sermolekile mit diesen neu freigelegten Seitenketten intermolekulare Wechselwir-
kungen eingehen und dadurch im Schaum gehalten werden kénnen. Ein weiterer
Punkt ist, dass sich Albumin — im Unterschied zu Hamoglobin — in die Grenzschicht
moglicherweise in einer geordneten Struktur einlagern kann, und sich so eine hdhere

Proteinanreicherung im Schaum ergibt. Es kann auch sein, dass Hamoglobin grund-
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satzlich strukturbedingt wesentlich schlechtere Schaumeigenschaften besitzt, wori-
ber jedoch keine Untersuchungen vorlagen. Genaueres sollte jedoch durch weiter-
fihrende Untersuchungen geklart werden, bei denen dann z. B. Uber die vorhande-
nen Disulfidbriickenbindungen Aussagen uber die Flexibilitat und damit Uber das
Schaumverhalten gemacht werden kénnten (Charm, 1972).

Des weiteren konnte bei beiden Proteinen eine Verbesserung der Proteinanrei-
cherung durch Erniedrigung der Gasflussgeschwindigkeit beobachtet werden. Dies
konnte sowohl auf eine Erhéhung des internen Ruckflusses als auch auf eine Ver-
starkung der Koaleszenz durch langere Verweilzeit des Schaums in der Zerschau-
mungssaule zurtckgefuhrt werden. Auch wird durch niedrige Gasflussgeschwindig-
keiten nicht so viel Flissigkeit mit in den Schaum gerissen, was ebenfalls die Protein-
anreicherung erhéhen konnte.

Ferner wurde bei Albumin eine Verschlechterung der Proteinanreicherung durch
NaCl-Zugabe (0,001-1,0 g/100 ml) beobachtet, was auf eine mdgliche Bildung von
Kolloiden in der Ausgangslosung durch die Anwesenheit von Elektrolyten hindeutet.
Die Untersuchungen von Ahmad und Fridberg (1972) und Ahmad (1975b), in denen
ebenfalls die Proteinanreicherung bei der Zerschaumung von Albumin unter Salzzu-
gabe verschlechtert wurde, wurden damit bestatigt. Da in dem untersuchten Konzen-
trationsbereich auch die natirlichen Salzgehalte von Kartoffelfruchtwasser liegen,
muss auch dort mit einem solchen negativen Einfluss gerechnet werden. Die Protein-
anreicherung im Schaum bei Hamoglobin wurde durch eine geringe Salzzugabe er-
staunlicherweise etwas verbessert (0,001-0,01 g/100 ml), was auf den Einsalzeffekt
zuruckgefuhrt werden kann, bei dem eine Loslichkeitserhéhung durch Zurickdran-
gen von elektrostatischen Protein-Protein-Wechselwirkungen stattfindet. In héheren
Konzentrationen (0,05-1,0 g/100 ml) wird hingegen die Proteinl6slichkeit durch Kollo-
idbildung herabgesetzt (Aussalzeffekt), was die Proteinanreicherung im Schaum ver-
schlechtert (Belitz und Grosch, 1992).

Eine Zugabe von D-(-)-Fructose (0,001-1,0 g/100 ml) beeinflusste die Proteinan-
reicherung im Schaum negativ, wobei der Zucker selbst jedoch keine oberflachenak-
tiven Eigenschaften besitzt. Dies ist wahrscheinlich darauf zurtickzuftihren, dass die-
ser Zucker mit den Proteinen intermolekulare Wechselwirkungen eingehen (Disper-
gierung und Stabilisierung der Proteinaggregate) kann. Die Dispersion des Proteins
in der Losung in Form kolloidaler Partikel kann so die an der Blasenoberflache vor-

handene Proteinmenge reduzieren. In dem verwendeten Kartoffelfruchtwasser waren
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Fructosekonzentrationen in der untersuchten GréRenordnung enthalten, so dass fur
das Kartoffelfruchtwasser auch hierdurch mit einem negativen Einfluss gerechnet
werden muss.

Ein maximales Proteinanreicherungsverhaltnis bei der Zerschaumung am isoelek-
trischen Punkt konnte weder bei Aloumin noch bei Hamoglobin beobachtet werden.
Im Gegenteil, bei Aloumin konnte im Bereich des isoelektrischen Punktes bei 4,9 ein
Minimum des Anreicherungsverhaltnisses beobachtet werden, wahrend die Zer-
schaumung bei pH 3 am effektivsten war. Durch das Ladungsminimum am pl sind
die Proteine in der Lage, sich zusammenzulagern, und eventuell kbnnen sie sich
dann auf Grund ihrer Grél3e schlechter in die Grenzschicht einlagern, was bedeutet,
dass auch die Anreicherung im Schaum minimal ist. In den Versuchen von Schnepf
und Gaden (1959), Ahmad (1975a) und DeSouza et al. (1991) war zwar die Anrei-
cherung gerade am pl maximal, aber die Versuchsbedingungen waren auch nicht
vergleichbar.

DeSouza et al. verwendeten neben anderen Proteinen (Invertase und a-Amylase)
auch andere Gase (Luft bzw. CO;). Auch von Schnepf und Gaden wurde Luft als
Zerschaumungsgas verwendet, so dass wahrscheinlich der pH-Wert wéhrend der
Zerschaumung veréndert wurde. Ferner muss wegen der damals noch nicht so weit
entwickelten Proteinreinigungsmethoden die Reinheit des verwendeten Rinderalbu-
mins in Frage gestellt werden. Die Untersuchungen von Ahmad wurden im kontinu-
lerlichen Verfahren durchgefuhrt. Auch hier war das verwendete Albumin nicht ganz
rein (97,7 % Protein), d. h. die Zerschaumung kdnnte durch andere Inhaltsstoffe (Sal-
ze etc.) beeinflusst worden sein. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass nur bei 4 pH-
Werten gemessen wurde, so dass Aussagen Uber ein maximales Anreicherungsver-

haltnis nur begrenzt maoglich sind.

5.2 Zerschdumung von Kartoffelfruchtwasser

5.2.1 Zusammensetzung des Probenmaterials

Die Proteinzusammensetzung einer Kartoffelsorte hangt von gewissen Einfluss-

faktoren ab. Sie verandert sich z. B. wahrend der verschiedenen Wachstumsstadien.
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Faktoren wie Bodenbeschaffenheit, Klima, Dingung, Ernte- und Lagerbedingungen
und Lagerzeit haben jedoch keinen Einfluss auf das qualitative Proteinmuster (Stege-
mann, 1975; Zimmermann und Rosenstock, 1978). Fur die Identifizierung einer Kar-
toffelsorte ist es deshalb wichtig zu wissen, in welchem Entwicklungsstadium das
Proteinmuster der Kartoffel stabil ist. Zudem ist bei der Beurteilung des Kartoffel-
fruchtwassers zu bedenken, dass ca. 24 % des Gesamtstickstoffgehaltes im Press-
kuchen verbleiben (Gorinstein et al., 1988). Aber selbst wenn bei einer Kartoffelsorte
keine Kenntnisse Uber die genannten Einflussfaktoren vorliegen, kénnen die Ergeb-
nisse zwar nicht zur Identifizierung der Sorte verwendet werden, jedoch kann diese
Sorte als reprasentatives Probenmaterial mit gelésten Proteinen zur Zerschaumung
eingesetzt werden.

Die SDS-PAGE des Kartoffelfruchtwassers lieferte ein reproduzierbares Protein-
bandenmuster mit charakteristischen Banden bei 17, 20-25 und 43 kDa. Auch in der
nachfolgenden hochauflésenden 2 D-Gelelektrophorese (IPG 3-12) konnten diese
Proteinfraktionen erkannt und bestétigt werden. Auf Grund der héheren Auflésung
dieser Methode konnten jedoch weit mehr Proteine Uber den gesamten Bereich von
14-80 kDa registriert werden. Ferner liel3 sich beztglich der Verteilung nach isoelek-
trischen Punkten eine breitgefacherte Verteilung der Proteinfraktionen von pl 3-11
erkennen. Somit war die Reprasentativitat des ausgewahlten Probenmaterials durch
die Verteilung der einzelnen Proteinfraktionen tber einen breiten Bereich sowohl hin-
sichtlich Molekulargewicht als auch isoelektrischem Punkt gewéhrleistet.

Die hier gewonnenen Pherogramme zeigten gute Ubereinstimmung mit den Un-
tersuchungen an Kartoffelproteinen von Gorinstein et al. (1988). Die charakteristi-
schen Proteinfraktionen wie Albumin, Globulin, Prolamin und Glutelin waren auf
Grund ihres Molekulargewichtes unterschiedlichen Banden zuzuordnen. Die von
Gorinstein et al. (1988) nachgewiesene starke Auspragung der Bande bei 45 kDa
entsprach der in den Zerschaumungsversuchen mit der Kartoffelsorte Solanum tube-
rosum var. agria gefundenen Bande bei 45 kDa. Es ist dies die Hauptproteinfraktion
der meisten Kartoffelsorten. Im niedermolekularen Bereich fand er die Hauptbanden
zwischen 12 und 25 kDa. Die in dieser Arbeit registrierten niedermolekularen Fraktio-
nen der Sorte Agria lagen bei 14-25 kDa. Die ausgepragte Bande im Bereich 45 kDa
kann nach Gorinstein et al. hauptsachlich der Albuminfraktion zugeordnet werden
und die Banden im niedermolekularen Bereich vorwiegend der Globulin- bzw. Prola-

minfraktion.
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Im Kartoffelfruchtwasser konnten alle l6slichen Inhaltsstoffe gefunden werden.
Der Starkegehalt war dabei im Vergleich zur ganzen Knolle (14,1 %) mit etwa 0,14 %
relativ gering.

Der Gehalt an Vitamin C, welcher einer standigen Reduzierung, z. B. durch vor-
handenen Sauerstoff und Licht, unterworfen ist, ist ebenfalls niedrig, was von der ca.
6-monatigen Lagerung der Knollen resultiert. Der Gehalt unterliegt in der Knolle ver-
schiedenen Einflussfaktoren. So liegt die Ursache der jahrlichen Schwankungen zu
ca. 50 % an der jahrlichen Sonnenscheindauer wéahrend des Anbaus. Auch die Nahr-
stoffversorgung bzw. die Bodenbeschaffenheit hat grof3en Einfluss auf den Gehalt
(Kolbe, 1997).

Die Nitratbestimmung unterlag relativ groRen Schwankungen, da hier mdglicher-
weise Stoérungen (Hemmung der Nachweisreaktion) durch vorhandenen Chloridionen
vorkamen, so dass dieser Wert von einer Interpretation ausgeklammert werden
muss. Jedoch liegen zum Einfluss des Nitratgehaltes auf die Zerschaumung bisher
keine Untersuchungen vor.

Die im Kartoffelfruchtwasser vorkommenden Zucker Glucose (0,143 g/L), Fructo-
se (0,150 g/L) und Saccharose (0,537 g/L) kdnnten allerdings die Zerschaumung ne-
gativ beeinflussen. So wurde von Ahmad (1975b) festgestellt, dass durch das Vor-
handensein von Zucker die Bildung von kolloidal gelésten Proteinen gefordert wer-
den kann und sich dadurch die Effizienz der Zerschaumung verschlechtert. Auch in
dieser Arbeit konnte ein negativer Einfluss von Zuckern im Bereich von 0,01-10 g/L
auf die Zerschdumung von Referenzproteinen festgestellt werden.

Ein zusatzlicher Faktor fur die Verschlechterung der Effektivitat der Zerschau-
mung ist das Vorhandensein von Metallionen wie z.B. Calcium oder Natrium, wo-
durch ebenfalls die Bildung von Kolloiden geftrdert und damit die Schaumbildung
verschlechtert wird (Ahmad und Fridberg, 1972). Im Kartoffelfruchtwasser lagen die
mit AAS gemessenen Mineralstoffe in einer Gesamtkonzentration von ca. 6,5 g/L vor.
In wie weit diese Konzentration fur die Zerschdumung von Kartoffelproteinen relevant
ist, l&sst sich nicht sagen, da der Einfluss des Gesamtgehaltes von Mineralstoffen

noch nicht untersucht wurde.
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5.2.2 Vergleich der Batch- mit der kontinuierlichen Zerschaumung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es mit Hilfe der Zerschaumungsana-
lyse mdglich ist, Proteine im Schaum anzureichern. Dies wurde mit Kartoffelfrucht-
wasser als Modelllésung demonstriert. Die Einflussfaktoren auf die Zerschaumung

waren Proteinkonzentration, Gasflussgeschwindigkeit, pH-Wert und NacCl.

Batch-Zerschaumung

Im Rahmen dieser Versuche konnte bestatigt werden, dass die beste Effektivitat
der Zerschdumung in verdinnten Ldsungen erzielt wird. Bei Verdunnung der Aus-
gangslosung steigt die Proteinanreicherung im Schaum. Dies liegt daran, dass die
Blasenoberflache nur eine ganz bestimmte Kapazitat hat, um Proteine einzulagern.
So kann auch in konzentrierteren Losungen nur eine ganz bestimmte Menge an Pro-
tein in die Grenzschicht gelangen und als Schaum aufsteigen (Phillips, 1981). Der
Uberschuss an Protein flieRt im Schaum durch die Drainage wieder zuriick in den
Flassigkeitspool. Eine weitere Erklarung hierfur ist der amphiphile Aufbau der Prote-
ine mit polaren und unpolaren Seitenketten. So kénnen in hdéher konzentrierten L6-
sungen stabile Proteinaggregate gebildet werden, was die effektive Konzentration
der fur die Grenzschicht zur Verfigung stehenden Proteine herabsetzen kann.

Auch die pH-abhangige Anreicherung der Proteine ist teilweise auf die amphiphile
Natur der Proteine zurtickzufuhren. Des weiteren ist auch die Ldslichkeit der Proteine
pH-abhangig, so dass auch hier schon bei der Probenvorbereitung ein kleiner Tell
ausfallen und abfiltriert werden kann. Hier kommt dazu, dass bei der Einstellung
eines bestimmten pH-Wertes manche Proteine aus dem komplexen Proteingemisch
an ihrem isoelektrischen Punkt vorliegen, somit nahezu ungeladen sind und dadurch
veranderte Schaumeigenschaften aufweisen, was ebenfalls einen Einfluss auf die
Gesamtproteinanreicherung hat. Die Untersuchungen von Schnepf und Gaden
(1959) und Ahmad (1975a), welche dies an Einzelproteinldsungen untersucht hatten,
konnten somit bestatigt werden. In den hier vorgestellten Untersuchungen wurde
erstmalig ein komplexes Proteingemisch (statt der Einzelproteinldsungen) verwendet,
und es ergab sich dabei das gleiche Resultat. Wegen der unterschiedlichen Parame-
ter der Versuchsansatze ist jedoch ein Vergleich der vom pH-Wert abhéngigen Un-

tersuchungen nicht mdglich.
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Die Erh6hung der Proteinanreicherung mit Verminderung der Gasflussgeschwin-
digkeit ist der Theorie nach einerseits auf die Erhéhung des internen Ruckflusses zu-
rickzufihren, andererseits wird die Proteinanreicherung durch verstarkte Koaleszenz
gefordert. Dies lasst sich jedoch in der Praxis sehr schwer beobachten. Die Schaum-
stabilitdt war in den untersuchten Bereichen gut. Jedoch konnte bei erhéhter Gas-
flussgeschwindigkeit ein grobporigerer Schaum beobachtet werden, wodurch die
Oberflache verringert wurde, was maoglicherweise eine schlechtere Proteinanreiche-
rung zur Folge hatte.

Die Verbesserung der Proteinanreicherung bis zu einer NaCl-Menge von
0,05 g/100 ml ist wahrscheinlich darauf zurtickzufihren, dass hier eine Loslichkeits-
erhdhung durch Zuriickdrangen von elektrostatischen Protein-Protein-Wechselwir-
kungen stattfindet. In héheren Konzentrationen wird hingegen die Proteinldslichkeit
herabgesetzt, was die Proteinanreicherung im Schaum verschlechtert (Belitz und
Grosch, 1992). Im Gegensatz dazu stellte Ahmad (1975b) eine generelle Verschlech-
terung der Zerschaumung durch Vorhandensein von Salzen (bis 0,004 g/100 ml) fest.
Oberhalb dieser Salzkonzentration fand in seiner Untersuchung keine weitere Ver-
schlechterung mehr statt. Allerdings hatte er kontinuierlich zerschaumt. Ferner
enthielt das von ihm verwendete Rinderalbumin nur 97,7 % Protein, was auf ur-
sprunglich vorhandenes Salz hindeutet, so dass die Zerschaumung von Anfang an
beeinflusst wurde.

In weiteren Versuchen sollte geklart werden, inwieweit die im Kartoffelfruchtwas-
ser vorhandenen Salze und Mineralstoffe die Zerschaumung beeinflussen. Hierzu
konnte eine Umkehrosmose bei der Aufbereitung des Presssaftes eingesetzt werden,
um urspringlich vorhandene Salze zu eliminieren. Dies sollte jedoch erst im Labor-
maldstab durchgefihrt werden, da dieses Verfahren relativ hohe Kosten verursacht.

AulRerdem sollte untersucht werden, in wie weit die Wertigkeit von Metallionen die
Zerschaumung beeinflussen kann.

Der pH-Wert hatte auch hier einen gro3en Einfluss auf die Proteinanreicherung
im Schaum. So lag bei pH 6 das hochste Anreicherungsverhéltnis. Da die Protein-
fraktionen uber die isoelektrischen Punkte von 3-11 verteilt sind, ist es schwierig, hier
genaue Aussagen zu machen.

Bei Variation der Gasflussgeschwindigkeit wurde zwar das hdchste Anreiche-

rungsverhaltnis erzielt, jedoch konnte dies bei 10 ml/min erreicht werden, was fur die
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praktische Durchfihrung der Zerschaumung ungunstig ist, da hier nur geringe Men-
gen zerschaumt werden koénnten.

Des weiteren kdnnte eine Zerschaumung im Vakuum durchgefihrt werden, was
evtl. zu erhéhter Schaumbildung fihren wirde. Jedoch sollte auch hier die Wirt-
schaftlichkeit betrachtet werden.

Kontinuierliche Zerschaumung

Zur Bestimmung des optimalen Probenahmezeitpunktes wurde bis zu 240 min
zerschaumt, wobei in Zeitabstadnden von jeweils 10 min Proben genommen wurden.
Da zu Beginn der Zerschaumung das hochste Proteinangebot in der Ausgangslo-
sung vorlag, stieg die Proteinkonzentration im Schaum in den ersten 30 min bis auf
einen Grenzwert an, der dann Uber die gesamte Dauer ungefahr gleich blieb. Es
stellte sich im Schaum nach dieser Zeit fur die Proteinkonzentration ein Gleichge-
wichtszustand ein. Um eine gleichm&Rige Proteinanreicherung im Schaum zu ge-
wahrleisten, musste in allen nachfolgenden Versuchen mindestens 30 min lang zer-
schaumt werden. Eine kontinuierliche Zerschaumung einer Proteinlésung durch
Noble et al. (1998) ergab die Einstellung eines Gleichgewichtszustandes nach etwa
einer Stunde, jedoch arbeitete er bei anderen Gasflussgeschwindigkeiten.

Aus Abbildung 4.13 ist zu entnehmen, dass ein kugelférmiger Einbau im Gleich-
gewichtszustand eine Steigerung der Proteinkonzentration im Schaum um etwa 10 %
bewirkte. Dass eine Volumenvergro3erung durch die verlangerte Verweilzeit des
Schaums in der Saule die Drainage- und Rickflusseffekte verstarkt, wurde bereits
friher beschrieben (Schonfeld und Kibbey, 1967; Elizalde et al., 1991; Banerjee et al.
1993). In der Anfangsphase der Zerschaumung kam dieser Effekt jedoch noch nicht
zum Tragen, da der Gleichgewichtszustand noch nicht erreicht war. Einer beliebigen
Volumenvergrof3erung sind jedoch Grenzen gesetzt, da ab einem gewissen Ausmaf}
die Schaumstabilitat nachlasst, da durch Drainage Flissigkeit abgeflossen ist, der
Schaum zu trocken wird und zusammenfallt. Bis zu welcher Volumenvergréf3erung
dies durchgefuhrt werden kénnte, sollte jedoch noch in weiterfihrenden Untersu-
chungen genau bestimmt werden. Da andere Untersuchungen gezeigt haben, dass
sich eine Verbreiterung der Séaule unginstig auswirkt, kommen hier offenbar gegen-
laufige Prinzipien zum Tragen; deshalb konnen die Auswirkungen von Variationen im

Saulenaufbau eventuell nur empirisch erfasst werden.



5 DISKUSSION SEITE 119

Um eine mdgliche Verbesserung der Proteinanreicherung durch Ruickfiihrung des
Foamates in den Schaum zu erkennen, wurden die Ergebnisse der kontinuierlichen
Zerschaumung ohne Ruckfihrung mit denen mit Ruckfuhrung (Tabelle 4.7) vergli-
chen. Die Proteinkonzentrationen der Proben der Versuchsreihen nach 30 min Zer-
schaumung bei pH 3, 5, 7, 9 und 11 wurden fir den Vergleich herangezogen. Bei al-
len pH-Werten war eine Verbesserung der Proteinanreicherung zu beobachten.
Lemlich (1961) fand bei 100 % Ruckfluss sogar eine Erhéhung der Konzentration
einer oberflachenaktiven Substanz im Schaum auf das 10-fache gegenuber der Aus-
gangskonzentration. Ohne Ruckfihrung konnte er nur eine Anreicherung auf das
2,5-fache erzielen. Da fir reale Gegebenheiten eine 100 %ige Ruckfihrung nicht
sinnvoll ist, wéaren hierzu weitere Untersuchungen notig. Diese kénnten Aufschluss
Uber den optimalen bzw. den praktisch durchfiihrbaren Rickfluss geben.

Nach Lucena et al. (1996) steigt das Anreicherungsverhdltnis R mit dem Anteil
des zurlckgefuhrten Foamates. Sie konnten nahezu eine Verdopplung von R durch
einen Ruckfluss von 68 % herbeiftihren.

Ebenso wie die Foamatrickfiihrung hat die Héhe der Einspeisestelle der zu zer-
schaumenden LOsung einen Einfluss auf die Proteinanreicherung im Schaum. Das
Anreicherungsverhéltnis lag bei der Einspeisung in den Schaum in einigen Fallen
hoher, d. h. die Anreicherung konnte im Durchschnitt verbessert werden; teilweise
sogar um uber 100 %.

Eine Erklarung fur den Effekt ist das Zusammentreffen des fallenden Stromes
durch die Gibbs-Kanale mit dem steigenden Strom der in der Grenzschicht befindli-
chen Proteine. Frihere Versuche ergaben das Gleiche (Ahmad, 1975a; Uraizee und
Narsimhan, 1995; Lucena et al., 1996).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der kontinuierlichen Zerschéu-
mung in einer Kolonne mit @=40 mm ein Anreicherungsverhaltnis von 3,3 erreicht

werden konnte. Beim Batch-Verfahrens lag das maximale Anreicherungsverhéltnis
unter vergleichbaren Bedingungen lediglich bei 1,76. Es konnte auch gezeigt wer-

den, dass der Rohrdurchmesser die Proteinanreicherung mafgeblich beeinflusste.
Bei der Batch-Zerschaumung mit einem Rohr geringeren Durchmessers (4: 18 mm)

konnte das Anreicherungsverhéltnis bis 4,0 gesteigert werden. Allerdings sind derar-
tig kleine Rohrdurchmesser nicht fir grof3technische Mal3stdbe zur Zerschdumung

mit hohem Massendurchsatz geeignet.
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Zukunftige Versuche in diesem Bereich sollten dahin gehen, die Zerschaumung
im halbtechnischen Mal3stab zu optimieren. Hierzu miusste eine Apparatur mit
verbreitertem Flissigkeitspool und einer verlangerten Saule eingesetzt werden, wel-
che die Drainage weiter verbessern konnte. Da allerdings die oben beschriebenen
Probleme eine theoretische Berechnung der optimalen S&aulenform unméglich ma-
chen und da bei proportionaler VergroRerung der hier optimierten Aufbauten mit
Schwierigkeiten bei der Schaumstabilitat zu rechnen ist, ist eine Ubertragung auf den
technischen Mal3stab mit Sicherheit nur auf der Basis umfangreicher empirischer Ar-
beiten maoglich.

5.2.3 Selektive Anreicherung einzelner Proteinfraktionen

Die eindimensionale Elektrophorese bestatigte im wesentlichen die durch die Ge-
samtproteinbestimmung gefundenen Ergebnisse. Es war zu erkennen, dass bei sin-
kendem Gesamtproteingehalt die Intensitat der Banden im Pherogramm schwacher
wurde oder sich zumindest die Intensitat der Banden einzelner Proteinfraktionen ver-
minderte.

Wesentliche Unterschiede zwischen Batch- und kontinuierlicher Zerschaumung
waren bei hoheren Konzentrationen nicht zu erkennen. Bei niedrigen Konzentratio-
nen kam es bei der Batch-Zerschdumung zu einer selektiven Anreicherung bestimm-
ter Proteinfraktionen. Die wahrend der Batch-Zerschaumung im SDS-Gel gefundene
selektive Anreicherung bestimmter Fraktionen war wahrend der kontinuierlichen Zer-
schaumung kaum zu erkennen, da durch die kontinuierliche Zufuhr an Ausgangslo-
sung standig das ganze Spektrum der vorhandenen Proteine zugefiihrt und dadurch
einer selektiven Anreicherung entgegengearbeitet wurde.

Bei der hochauflésenden 2D-Elektrophorese, in der die Proteine nicht nur wie in
der SDS-PAGE nach Molekulargewicht, sondern zusatzlich nach isoelektrischen
Punkten aufgetrennt wurden, zeigen die IPG-Dalts (Abbildung 4.9 + 4.10) eine pH-
abhangige Anreicherung von bestimmten Proteinen. Bei Einstellung der Ausgangslo-
sung auf pH 3 lieBen sich definierte Proteinfraktionen im Bereich von pl=3 im
Schaum anreichern (Molekulargewicht 17-35 kDa), welche sich den Globulin- und

Prolaminfraktionen zuordnen lassen. Ebenso ist bei pH 9 eine Anreicherung von Pro-
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teinfraktionen bei pl 9 zu erkennen. Welche Aminosauresequenz bzw. genauere
Strukturen diese angereicherten Proteinfraktionen besitzen, missen weitere Untersu-
chungen zeigen. Die Albuminfraktion mit 45 kDa wurde im Schaum nicht ange-
reichert. Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen mit Rinderalbumin als Re-
ferenzprotein, lasst sich aber eventuell wie oben erwahnt durch die stérende Wirkung
der im Kartoffelfruchtwasser enthaltenen Salze und Zucker erklaren. Aul3erdem ist
bisher ungeklart, wieweit Aloumine so wenig verwandter Organismen in ihrem Ver-
halten vergleichbar sind.

Unabhangig von dem Erfolg der Fraktionierung wirden sich die gewonnenen Pro-
teine fir den Einsatz in der Nahrungsmittelindustrie nutzen lassen. Eventuell kdnnte
eine Vordenaturierung durch Vorerhitzung mit unterschiedlichen Temperaturen und
HeilRhaltezeiten eine Verbesserung der Proteinanreicherung bringen. Da Proteine im
Verlauf der Nahrungsmittelzubereitung bzw. Verdauung ohnehin mehr oder weniger
denaturiert werden, wirde ein solcher Schritt hier keine Einschrankung der Nutzbar-
keit bedeuten.

Ein weiteres Einsatzgebiet dieser sogenannten isoelektrischen Zerschaumung ist
die Abtrennung von allergenen Proteinfraktionen. So konnten Wahl et al. (1990) zei-
gen, dass Kartoffeln im Bereich von pl 4,5-5,2 Proteine mit einem allergenen Poten-
tial besitzen. Mit der hier entwickelten Technik ware es wahrscheinlich méglich, die
nicht-allergenen Proteine im Schaum anzureichern und diese in der Nahrungsmittel-
industrie fur hypoallergene Nahrungsmittel einzusetzen. Allerdings wird der Anteil der
allergenen Fraktionen dabei nur verringert; vollstandig eliminiert werden sie nicht.
Das bedeutet, dass eine echte Trennung in reine Einzelfraktionen immer noch nicht
erreicht werden konnte. AuRerdem muss die Ubertragbarkeit auf andere Proteinlo-
sungen noch gezeigt werden.

Der Einsatz der isoelektrischen Zerschaumung zur Anreicherung von aktiven En-
zymen muss generell in Frage gestellt werden, da sich die Proteine gerade in ver-
dunnteren Losungen bei der Anlagerung an die Blasenoberflache auffalten und da-
durch denaturiert werden, was bei vielen Enzymen mit einem Verlust ihrer Aktivitat
verbunden ist (Liu et al., 1998). Eine Vorerhitzung mit unterschiedlichen Temperatu-
ren und Hei3haltezeiten, die eventuell eine weitere Verbesserung der Zerschaumung
durch eine Proteinvordenaturierung bringen kénnte, wirde sich hier nachteilig aus-

wirken.
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Bei der kontinuierlichen Zerschaumung konnte zwar ebenfalls Protein im Schaum
angereichert werden (Abbildung 4.18 + 4.19), aber die Anreicherung war bei weitem
nicht so selektiv wie bei der Batch-Zerschdumung. Auch die Zugabe von NaCl konnte
die Selektivitat des Verfahrens nicht verbessern. Bei pH 3 der Ausgangslésung wur-
den Proteine mit einem pl von 4-6,5 sowie einem Molekulargewicht von 14-67 kDa im
Schaum angereichert. Bei pH 9 war eine selektivere Anreicherung bestimmter Prote-
infraktionen zwar etwas deutlicher als bei pH 3 zu erkennen, jedoch fand die selekti-
ve Anreicherung nicht so ausgepréagt wie im Batch-Verfahren statt.

Die geringere Selektivitat beim kontinuierlichen Verfahren lasst sich moglicherwei-
se dadurch erklaren, dass bei konstanter Produktzufuhr die Proteine untereinander
um die Adsorption an der Blasenoberflache konkurrieren. Dadurch verschlechtert
sich die Selektivitat des Verfahrens, jedoch nimmt die Gesamtproteinanreicherung
auf Grund der apparativen Modifikationen zu; die Zufuhr der Flussigkeit in den
Schaum verdrangt die proteindrmere Losung in den Gibbs-Kanalen ebenso wie eine
Foamatrtckfuhrung. Auch die Drainagekugel verstarkt die Gesamtproteinanreiche-
rung auf Grund der Erhéhung der Verweilzeit und der dadurch verbesserten Draina-
ge.

Entsprechend kann das hier entwickelte kontinuierliche Zerschaumungsverfahren
zur Anreicherung des Gesamtproteins als produktschonendes, umweltfreundliches
und 6konomisches Verfahren eingesetzt werden. Zur selektiven Anreicherung be-
stimmter Proteinfraktionen muss jedoch auf das Batch-Verfahren zurtickgegriffen

werden.

5.3 Praktischer Einsatz der Zerschaumung bei der Entproteinierung von

Kartoffelschlempe

In dieser Arbeit gelang es, Proteine aus Kartoffelschlempe bei bestimmten pH-
Werten im Schaum anzureichern. Was diese Versuche erschwerte, war die hohe Vis-
kositat der Schlempe selbst. Unverdiinnt war eine Zerschaumung nicht durchfuhrbar.
Daher war eine Verdinnung mit Wasser unumganglich. Auch waren sehr viele feste

Kartoffelpartikel enthalten. Diese mussten wahrend der Vorbereitungen herausfiltriert
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werden, da es sonst zu Verstopfungen vor allem bei der kontinuierlichen Zerschau-
mung kommen kénnte.

Die in der Kartoffelschlempe vorhandenen Mineralstoffe, welche in Mengen von
ca. 5 g/L vorlagen, sind ein Faktor fur die mdgliche Verschlechterung der Zerschau-
mung durch Bildung von Kolloiden mit schlechteren Schaumeigenschaften. Der re-
lativ hohe Proteingehalt der Ausgangslosung rihrte von vorhandener Hefe her, da
diese bei der Proteinbestimmungsmethode miterfasst wird.

Auch bei der kontinuierlichen Zerschaumung der Schlempe konnten Proteine im
Schaum angereichert werden. Allerdings dauerte es langer bis zur Gleichgewichts-
einstellung. In wie weit Unterschiede in der Zusammensetzung von Kartoffelschlem-
pe und —fruchtwasser fur die Abweichungen verantwortlich sind, lasst sich nach den
bisherigen wenigen Versuchen noch nicht sagen. Immerhin erlauben die Daten die
Aussage, dass eine Gewinnung der Proteine aus Kartoffelschlempe moglich sein
sollte. Da die betreffenden Untersuchungen nur der Orientierung dienen sollte, miss-
te das Verfahren ohnehin in Zukunft weiter optimiert werden. Die Wirtschaftlichkeit
hinsichtlich Gesamtproteinanreicherung bei einer Verdiinnung mit Wasser muisste
gezeigt werden. Ferner konnte als Vorreinigungsschritt in zukinftigen Versuchen die
Umkehrosmose eingesetzt werden. Jedoch muss zur Ubertragung dieses Aufreini-

gungsschrittes auf industriellen Mal3stab die Wirtschaftlichkeit Gberpraft werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In vielen Bereichen der Lebensmittelindustrie fallen gro3e Mengen an Abféllen
an, die noch Wertstoffe wie Proteine enthalten. Bisher wurden diese Proteine entwe-
der als Tierfutter verwendet oder im Abwasser entsorgt. Eine kostenguinstige und effi-
ziente Methode zur Anreicherung oder Isolierung der Proteine ware von groRem 6ko-
logischen und ©6konomischen Interesse. Aus Resten wiedergewonnene Proteine
konnten z. B. bei der Herstellung proteinangereicherter Nahrungsmittel eingesetzt
werden. Auch wére eine Methode zur Verringerung der Abwasserschmutzlasten von
Bedeutung. Eine Loésung hierfir ware eventuell der Einsatz der Zerschaumung. Mit
ihr ist es moglich, mit geringem apparativem Aufwand polare und unpolare Kompo-
nenten aus wassrigen Losungen abzutrennen. Beispielsweise kann nicht nur insge-
samt Protein aus einer Losung heraus angereichert werden, sondern es kdnnten
auch selektiv Proteinfraktionen aus komplexen Matrices herausgeholt werden.
Weitere Vorteile dieses Verfahrens sind niedrige Investitions-, Energie- und laufende
Kosten sowie hohe Selektivitat und Effektivitat besonders in verdiinnten Losungen.

Entsprechend sollten verschiedene Zerschaumungsverfahren auf ihre Méglichkei-
ten zur Proteingewinnung hin untersucht werden. Dabei wurde als Schwerpunkt die
Untersuchung spezifischer Parameter der Zerschaumung am Beispiel Kartoffelfrucht-
wasser als Modellldsung ausgewahlt. Speziell sollte mit Hilfe der Zerschaumung un-
tersucht werden, inwieweit die Proteine im Schaum angereichert oder eventuell auch
fraktioniert werden konnten. Die Untersuchungen hierzu sollten mittels SDS-PAGE
bzw. hochauflésender 2 D-Gelelektrophorese durchgefiihrt werden. Die Kartoffel als
Modell wurde aufgrund ihrer ginstigen Proteinzusammensetzung, ihrer leichten Be-
arbeitungsmaglichkeit, inres hohen erndhrungsphysiologischen Wertes sowie der ho-
hen Abwassermengen in der kartoffelverarbeitenden Industrie ausgewéhlt. Zusétzlich
wurde ein Teil der Versuche auch mit Rinderhamoglobin und Rinderalbumin als Re-
ferenzproteine durchgefihrt.

In einem ersten Schritt wurde das verwendete Kartoffelfruchtwasser aus Solanum
tuberosum var. agria hinsichtlich seines Proteinmusters mittels SDS-PAGE und
hochauflésender 2 D-Gelelektrophorese untersucht, und weitere zerschaumungsrele-
vante Inhaltsstoffe wie Starke, L-Ascorbinsaure, Nitrat, Zucker, Wassergehalt und Mi-

neralstoffe wurden bestimmt.
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Anschlie3end wurden Kartoffelfruchtwasser und -schlempe im Batch-Verfahren zer-
schaumt und der Einfluss verschiedener Parameter (Konzentration der Ausgangs-
l6sung, Gasflussgeschwindigkeit, Salz- und Zuckerkonzentration und pH-Wert) auf
die Gesamtproteinanreicherung wahrend der Zerschaumung untersucht. Dabei
konnte der aus der Literatur bekannte Einfluss von Konzentration und von Gas-
flussgeschwindigkeit bestétigt werden. Ein linearer Einfluss der Salzkonzentration
konnte im Gegensatz zu Literaturangaben nicht beobachtet werden, denn bei
geringen Salzkonzentrationen (<0,05 g/100 ml) kam es zu einer Verbesserung der
Proteinanreicherung im Schaum, statt einer Verschlechterung. Dass am
isoelektrischen Punkt des Proteins die Gesamtproteinanreicherung im Schaum
maximal ist, konnte am Beispiel der Referenzproteine Rinderalbumin und
Rinderhamoglobin nicht bestétigt werden. Des weiteren konnte beobachtet werden,
dass mit Rinderalbumin fast immer hohere Proteinkonzentrationen im Schaum zu
erzielen waren als mit Rinderhdmoglobin.

Zusatzlich wurden bestimmte Proben des zerschdumten Kartoffelfruchtwassers mit-
tels SDS-PAGE und hochaufldsender 2 D-Gelelektrophorese hinsichtlich einer frak-
tionierten Anreicherung bestimmter Proteine untersucht. Dabei konnte, im Gegen-
satz zu den Referenzproteinen Rinderalbumin und —h&moglobin, erstmals eine
deutliche pH-Abhangigkeit der Anreicherung von Kartoffelproteinfraktionen gezeigt
werden. Mit der Zerschdumung war es mdglich, bei Einstellung des pH-Werts der
zur Zerschaumung eingesetzten wassrigen Kartoffelfruchtwasser-Losung auf 3
bzw. 9, definierte Proteinfraktionen mit isoelektrischen Punkten im Bereich von 3
bzw. 9 im Schaum anzureichern. Diese Erkenntnis deutete sich mittels SDS-PAGE
an und wurde durch die hochauflosende 2 D-Gelelektrophorese eindeutig nachge-
wiesen.

Als nachstes wurde eine kontinuierliche Zerschaumungsapparatur aufgebaut und
damit Kartoffelfruchtwasser und —schlempe zerschaumt. Die Gesamtproteinanreiche-
rung konnte dabei noch verbessert werden, wobei der Gleichgewichtszustand nach
ca. 30 min erreicht wurde. Dagegen war die Selektivitat geringer. Einen positiven Ein-
fluss auf die Gesamtproteinanreicherung hatten hier verschiedene apparative Ande-
rungen.

Auch hier wurden bestimmte Zerschdumungsproben hinsichtlich einer fraktionier-
ten Proteinanreicherung mittels SDS-PAGE und hochauflosender 2 D-Gelelektropho-

rese untersucht. Eine pH-abhangige Proteinanreicherung bestimmter Fraktionen



6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK SEITE 126

konnte auch hier erzielt werden, jedoch war die Trennscharfe nicht so hoch wie mit

dem Batch-Verfahren.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass flr eine hohe Gesamtproteinanrei-
cherung das kontinuierliche Verfahren dem Batch-Verfahren tberlegen ist. Bei
einer Anreicherung von definierten Proteinfraktionen aus einer komplexen Matrix ist
jedoch die Batch-Zerschaumung die Methode der Wahl, welche z. B. zur
Eliminierung von allergenen Proteinfraktionen dienen kdnnte. Zur
Abwasserreinigung sollte jedoch eher das kontinuierliche Verfahren
weiterentwickelt werden, da hier wesentlich gré3ere Volumendurchsatze mdglich
sind.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass die Einflussfaktoren Konzentration,
Gasflussgeschwindigkeit und lonenstarke von der Proteinmatrix unabhangige Wir-
kungen auf die Zerschdumung hatten, wahrend die Beeinflussung durch den pH-
Wert von der jeweiligen Proteinmatrix abhing. In zuktnftigen Versuchen sollte gezeigt
werden, ob es durch einen Einsatz einer sogenannten Kolonnenzerschaumung maog-
lich ist, die Selektivitat der Anreicherung von definierten Proteinfraktionen weiter zu
steigern. Ebenfalls miisste die Ubertragbarkeit der Zerschaumung auf Pilot- bzw. in-
dustriellen Maf3stab sowohl bei Kartoffelfruchtwasser als auch bei Kartoffelschlempe
getestet werden. Auch sollten hier weitere Pflanzenproteinmatrices, wie z.B. Legumi-
nosen oder Getreide, zum Einsatz kommen. Aul3erdem kénnte die Zerschaumung
mit vorgeschalteten Proteinfallungsmethoden kombiniert und optimiert werden, um so

die Isolierung definierter Proteinfraktionen weiter zu verbessern.
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