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Ausgangssituation:

Die Fraktionierung und Isolierung biologisch ak-
tiver Proteine und Peptide aus komplexen Roh-
stoffen wie Milch oder Molke ist eine wesentli-
che Voraussetzung fir deren innovativen
Einsatz, entweder aus Sicht der Biofunktionalitat
oder zur Gestaltung neuartiger Strukturen. Auf
Grund der unterschiedlichen Ladungen einzelner
Proteine und Peptide, bedingt durch deren un-
terschiedliche Zusammensetzung an Aminoséau-
ren, kommt besonders die lonenaustauschchro-
matographie (IEC) fir deren Aufreinigung in
Frage. Chromatographische Prozesse sind kos-
tenintensiv, werden auf Grund hoéherer Wert-
schopfung in der Pharmaindustrie aber dennoch
als unit-operation eingesetzt. Die hohen Kosten
resultieren daraus, dass herkdbmmliche Chroma-
tographieprozesse langsamen intrapartikuldren
Diffusionsvorgangen der Molekiile in die Gelki-
gelchen der Chromatographiesaulen unterliegen.
Die hocheffizienten und sehr spezifisch wirken-
den, aber dichten Gelpackungen erzeugen erheb-
liche Gegendriicke, welche hohe Anspriiche an
die Anlagen stellen. Ein Einsatz dieser Chroma-
tographieverfahren in der Lebensmittelindustrie
ergibt neben 6konomischen Problemen deshalb
oft zu geringe Durchséatze und zu langsame Pro-
zessgeschwindigkeiten.

Bei dem Mitte der 90er Jahre entwickelten Ver-
fahren der Membran-Adsorptions-Chromatogra-

phie (MAC) werden die Bindungsstellen der IEC
an Stelle der Gelkligelchen auf Membranen bzw.
in die Membranporen von Mikrofiltrationsmemb-
ranen gekoppelt. Diese Hochdurchsatz-Chroma-
tographie-Methode bietet eine Reihe von ent-
scheidenden Vorteilen gegenliber konventio-
nellen Chromatographiesaulen, insbesondere we-
sentlich héhere Flussraten und geringere Gegen-
dricke, was einen 6konomischen Einsatz in der
Aufreinigung relevanter Biomolekiile aus Le-
bensmitteln ermdglichen kdénnte. Dennoch war
diese Technologie in der Lebensmittelbranche
noch kaum beachtet.

Eine Reihe von Inhaltsstoffen aus Molke (Lakto-
ferrin, Immunglobulin (IgG), a-Laktalbumin (a-La),
B-Laktoglobulin (B-Lg) oder Caseinomakropeptid
(CMP) stellen aufgrund ihrer biofunktionellen Ei-
genschaften interessante Ziele zur Aufreinigung
dar. Die Wertigkeit hochreiner Einzelfraktionen
liegt Gber der von Standardmolkenproteinproduk-
ten. Molke wird zurzeit Uberwiegend zu flissi-
gem WPC, WPI und Molkenpulver weiterverar-
beitet. Die Herstellung einzelner Proteinfrak-
tionen erfolgt haufig tber aufwandige Prozess-
kaskaden (Membrantrenntechnik, Fallungsreak-
tionen, thermisches Koagulieren oder Zentrifu-
gation). Oft kann kein natives Endprodukt herge-
stellt werden, so dass die angestrebte biolo-
gische Aktivitat nicht mehr gegeben ist.
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Ziel des Forschungsvorhabens war daher die
Entwicklung und Optimierung eines neuen scho-
nenden Verfahrens zur membranbasierten chro-
matographischen Fraktionierung relevanter Pro-
teinfraktionen aus Sauer- und SiRmolke vom
Labormaldstab bis hin zum technischen Mal-
stab.

Forschungsergebnis:

Um grundlegendes Wissen Uber die Fraktionier-
barkeit aller wirtschaftlich interessanten Mol-
kenproteine mit MAC zu erhalten, wurden als
Zielproteine CMP, welches nur in SiBmolke ent-
halten ist, sowie a-La, B-Lg, Bovines Serumal-
bumin (BSA), IgG, Lf und Lactoperoxidase (LPO)
untersucht. Letztere sind in Sauer- und SiBmol-
ke enthalten.

Die Untersuchungen im Labormafistab zur Frak-
tionierung von Proteinen aus Molke wurden mit
einem Membranwickelmodul durchgefiihrt, des-
sen Bauart sich von dem im PilotmalRstab unter-
scheidet. Wé&hrend die Membrancharakteristika
identisch sind, liegt der wesentliche Unterschied
im Stréomungsprofil des Moduls. Im Sartobind®
nano-Modul, welches im Labormalistab einge-
setzt wurde, wird die Flissigkeit in Folge einer
Druckapplikation radial durch die Membranporen
gezwungen. Es entsteht ein konvektiver Strom
durch die porése Membran. Dadurch kann es
zwar zu Fouling und =zur Porenverblockung
kommen, der Vorteil dieser Bauweise ist aber,
dass auch die funktionellen Gruppen innerhalb
der Membranporen konvektiv angestrémt wer-
den. Der Transport der Zielmolekiile zu den Li-
ganden ist an der gesamten Oberflache homo-
gen und deshalb effektiv. Als Substrat wurde in
allen Experimenten mikrofiltrierte Molke
(0,45 ym) verwendet.

Eine Fraktionierung aller relevanten Proteine mit
Anionen- und Kationentauschern wurde erfolg-
reich umgesetzt. Dabei haben die Adsorbermo-
dule Uber die gesamte Zeit der Prozessentwick-
lung reproduzierbare Ergebnisse geliefert. Die
dynamische Bindungskapazitdit (DBC) blieb
selbst bei unregelmaBiger Saure-Lauge-Reini-
gung erhalten. SchlieRlich wurde ein Prozess fir
Sauermolke sowie ein ergdnzender Schritt zur
Gewinnung von CMP aus SiBmolke entwickelt.
Bei Verwendung von Sauermolke wurde im ersten
Schritt mittels Anionentauscher bei pH 7 B-Lg
und BSA adsorbiert. Die austretende Molke, die
kein B-Lg und BSA mehr enthielt, wurde auf
pH 4,8 eingestellt. Im zweiten Schritt wurde sie
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auf einen Kationentauscher gegeben. Hier wur-
den LPO, Lf und IgG gebunden, wahrend o-La
im Molkenserum verblieb. Durch schrittweise
Steigerung der NaCl-Konzentration konnten die
Proteine getrennt voneinander eluiert werden.
Sollte CMP aus SiiRmolke isoliert werden, muss-
te die Leitfahigkeit der Molke auf 3 mS-cm’’
(mittels entmineralisiertem Wasser) reduziert
und pH 4,9 eingestellt werden. Sowohl glyko-
als auch aglyko-CMP adsorbierten in einem vor-
geschalteten Anionentauscher-Schritt. Die Elu-
tion kann so erfolgen, dass das gesamte CMP in
einer Fraktion vorliegt. Alternativ kénnen mit
zwei Schritten unterschiedlicher lonenstérke ei-
ne reine gCMP-Fraktion und eine Mischphase
gewonnen werden. AnschlieRend kann die Mol-
ke, die kein CMP mehr, sondern nur das Protein-
spektrum der Sauermolke enthélt, entsprechend
dem vorher beschriebenen zweistufigen Prozess
verarbeitet werden.

Da es aus logistischen Griinden meist vorteilhaft
ist, mit Molkentrockenerzeugnissen zu arbeiten,
wurde auch der Einsatz von Molkenproteinkon-
zentrat (WPC) und Molkenproteinisolat (WPI)
untersucht. Bei Verwendung von Molkenkon-
zentraten kam es innerhalb kirzester Zeit zu ei-
nem irreversiblen Fouling, so dass das Labormo-
dul nicht mehr einsatzféhig war. Diese Beobach-
tung wurde auf den nicht-nativen Zustand von
Proteinen durch die thermische Belastung bei der
Verarbeitung zu Pulvern zurlickgefiihrt. Dieses
Ergebnis wird durch Erkenntnisse aus dem
im Jahr 2012 abgeschlossenen IGF-Vorhaben
AiF 16300 N unterstiitzt. Dort wurde ebenfalls
die erhdhte Reaktivitdt von denaturiertem Pro-
tein mit Membranfouling in Verbindung ge-
bracht. Demzufolge ist es nicht empfehlenswert,
mit teildenaturierten Molkenpulvern zu arbeiten.
Es gibt weitere Griinde, die fur flissige Molke
sprechen. Bei MAC handelt es sich um ein
Hochdurchsatzverfahren, d.h. bei einem Bettvo-
lumen von 1 L betrégt die Flussrate 10 L-min™,
wobei das Upscale linear ist. Eine Reduzierung
des Volumens zugunsten einer kirzeren Pro-
zesszeit ist also nicht notwendig. AuRerdem soll
MAC speziell fir sensitive Stoffe eingesetzt
werden, insofern sollte auch der Rohstoff die
groRtmogliche Nativitat aufweisen. Nicht zuletzt
ist die Verwendung von Pulvern auch aus &ko-
nomischer Sicht fragwirdig, da fiir eine Fraktio-
nierung das Pulver, welches vorher unter gro-
Bem Energieaufwand getrocknet wurde, dieses
wieder resuspendiert werden muss. Nach erfolg-
reicher Isolierung der einzelnen Proteine im La-
bormal3stab wurde dieser Prozess auf den tech-
nischen MalRstab (80-fach vergroRert) Ubertra-
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gen. Dabei wurde untersucht, inwiefern sich ein
solches MAC-Verfahren als Unit-Operation in der
milchverarbeitenden Industrie eignet. Bei der
Bauweise des Pilot-MAC stromt die Molke axial
durch die Spalten zwischen der gewickelten
Membran, d.h. tangential entlang beider Seiten
der Membran. Die Spaltbreite betragt aufgrund
eines Spacernetzes konstant 250 ym. Die Frak-
tionierungsergebnisse zeigten, dass es problem-
los moglich ist, unbehandelte Molke zu verwen-
den. Die Bindungskapazitdt nahm Uber finf
Zyklen zwar minimal ab, konnte sodann nach
einer Reinigung mit Saure und Lauge wiederher-
gestellt werden. Der Verlust an Bindungskapazi-
tat bei unbehandelter Molke ist so gering, dass
eine zusatzliche Prozessierung der Molke mittels
Membranfiltration oder Zentrifugation aufgrund
der zuséatzlichen Prozesszeit und Ausstattung
keinen Vorteil generiert.

Die Trenneffizienz und Bindungskapazitat der
hier verwendeten Sartobind®-direct capture-
Membranadsorber war im Vergleich zu den
Satobind®-nano-Modulen schlechter aufgrund
der unterschiedlichen Strémungsverhaltnisse.
Bei der tangential Uberstromten Membran tragt
die innere Porenoberflache nicht zur DBC bei.
Des Weiteren kommt es aufgrund der Spaltbreite
zu Vermischungsvorgédngen, welche die Trenn-
schéarfe herabsetzen. Die direct capture-MA sind
geeignet fur Bind & Elute-Verfahren. Das bedeu-
tet, dass ein einziges Zielprotein gebunden und
eluiert wird. Eine Fraktionierung von mehreren
Proteinfraktionen durch schrittweise Elution
fahrt bei der Adsorberbauweise mit tangentialer
Uberstromung zu unreineren Fraktionen als die
radial durchstromten Adsorbermodule. Als még-
liche Anwendung kann die Gewinnung von mi-
noren Komponenten, wie Lactoferrin, in Betracht
gezogen werden. An einem 5 L-Modul kdnnen
ca. 35 g Lf binden, wobei 1t Molke ca. 100 g
Lf enthalt. In drei Bind & Elute-Schritten, die je-
weils eine halbe Stunde dauern, kann somit in
90 min eine Tonne Molke verarbeitet werden.
Eine weitere Einsatzmoglichkeit von direct cap-
ture ist die Reduktion des B-Lg-Gehalts in Molke,
um die Wertigkeit als Babynahrung oder fir al-
lergenfreie Molke zu steigern. Aus 1t Molke
mussten 3,3 kg B-Lg entfernt werden. Dazu wa-
ren bei gegebener Bindungskapazitat eines 5 L-
Moduls 100 Bind & Elute-Schritte notwendig.

Grundsatzlich ergibt sich bei IEC-Prozessen die
Frage, wie der Pufferbedarf reduziert werden
kann. Die salzhaltigen L&ésungen verursachen
sowohl Kosten im Salzbedarf als auch in der
Abwasserentsorgung. Dazu wurden Experimente
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durchgefiihrt, das Elutionsmittel ohne Reini-
gungsschritt mehrfach zu verwenden. Das bietet
sowohl den Vorteil, eine hohere Proteinkonzent-
ration im Eluat zu erreichen als auch den Puffer-
bedarf zu minimieren. Das Konzept hat sich als
anwendbar erwiesen, die Effizienz des Puffers
nahm jedoch als Funktion der Rezirkulationszyk-
len ab. Das bedeutet, dass die Menge eluierten
Proteins sank. In jedem Fall steigert das Puffer-
recycling die Prozesseffizienz, da die eingesetzte
NaCl-Menge ein Vielfaches der gewonnenen Pro-
teinmenge darstellt.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Das Projekt liefert grundlegende, systematische
Erkenntnisse zum Fraktionieren proteinhaltiger
Lésungen am Beispiel Molke mit Hilfe einer neu-
artigen Technologie, welche ihre Urspriinge in
der pharmazeutischen Industrie hat. Das Vorha-
ben leistet einen Beitrag zur technologisch-ver-
fahrenstechnischen Realisierung eines in der Le-
bensmittelindustrie bisher nicht eingesetzten
Verfahrens und stellt insbesondere weniger for-
schungsintensiven kleineren Unternehmen die
notwendigen Kenntnisse zur Umsetzung des
neuen Verfahrenskonzepte bereit.

Die deutsche Milchindustrie erwirtschaftet mit
ca. 240 Unternehmen und 40.000 Mitarbeitern
einen Gesamtjahresumsatz von 21,1 Mrd. €.
Bezogen auf den Umsatz Ubertreffen nur 45 Un-
ternehmen ein Volumen von 125 Mio. €/Jahr,
200 Unternehmen der Branche sind als kmU
einzustufen.

Firmen des Anlagenbaus kénnen auf der Basis
der Ergebnisse und des erzielten Wissens zur
praparativen gekoppelten Chromatographie bzw.
Membranadsorbertechnologie neue  Anlagen
konzipieren bzw. auslegen. Zusatzlich sind die
erhaltenen Ergebnisse auch in der Biotechnologie
und der pharmazeutischen Industrie von Nutzen,
in denen chromatographische Prozesse bereits
als unit-operation eingesetzt werden.
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