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Ausgangssituation:

Eiklar ist aufgrund seiner hervorragenden gel-
und schaumbildenden Eigenschaften ein héaufig
verwendeter multifunktionaler Rohstoff in der
Lebensmittelindustrie. Der Trockenmassegehalt
von Eiklar liegt bei 12,1 %, von dem die Protei-
ne mit 10,6 % den gréRten Anteil stellen. Wei-
tere Bestandteile sind 0,9 % Kohlenhydrate,
0,6 % Mineralstoffe sowie 0,03 % Lipide. Ei-
klar stellt damit eine aulerst reine Proteinquelle
dar.

Eiklar wurde bisher als System synergistisch
funktionierender Proteine angesehen, das we-
gen deren unterschiedlicher Struktur hervorra-
gende Schaumeigenschaften aufweist. Erste
Hinweise aus der Literatur weisen jedoch darauf
hin, dass diese Auffassung in Frage gestellt
werden muss, denn es wurde herausgefunden,
dass der Entzug des Proteins Lysozym und
eventuell zusatzlich von Ovotransferrin, die
Schaumbildung der Ubrigen Fraktionen deutlich
verbessert. Es besteht deshalb die Hypothese,
dass die gute Schaumbildung nicht durch die
Synergie der Proteine, sondern durch den ge-
ringen Gehalt an schaumschadlichen Substan-
zen (insbesondere von Lipiden) erklart werden

kann. Abgesehen davon hat Lysozym als Einzel-
fraktion bereits wertsteigernde Einsatzzwecke
aufgrund seiner konservierenden Eigenschaften
gefunden. Fir Ovotransferrin liegt das Einsatz-
gebiet im Bereich der Eisensupplementation
ebenfalls auf der Hand.

Die Stabilisierung des Eiklars in industriellen Ei-
klarprodukten wird vorrangig durch Pasteurisa-
tion erreicht, so dass ein Entzug von Lysozym
die mikrobiologische Stabilitdt nicht beeintrach-
tigt. Bedingt durch den extremen Isoelektri-
schen Punkt (IEP) des Lysozyms sind hitzeindu-
zierte Interaktionen wahrscheinlich. Zusatzlich
ist Ovotransferrin ein sehr hitzesensitives Pro-
tein, so dass die Pasteurisierbarkeit der Haupt-
fraktionen in Abwesenheit von Lysozym und
Ovotransferrin sogar besser gegeben sein kénn-
te.

Ein Weg, den Wert von Eiprodukten zu steigern
bzw. das Potenzial von Komponenten mit Wert-
steigerung zu bestimmen, liegt in der praparati-
ven Fraktionierung von Lysozym, Ovotransferrin
und der ovalbuminreichen Restfraktion mittels
Membran-Adsorptions-Chromatographie (MAC).
Dieses Verfahren hat sich in verschiedenen An-
satzen bereits als Uberlegene Trenntechnik er-
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wiesen und zeigt auch fir Eiklarproteine ein ho-
hes Potenzial. Bei der MAC-Technologie werden
die Bindungsstellen der IEC an Stelle der Gelk-
gelchen auf Membranen bzw. in die Membran-
poren von Mikrofiltrationsmembranen gekop-
pelt. Dies bietet eine Reihe von Vorteilen
gegenlber konventionellen Chromatographie-
sdulen, insbesondere wesentlich héhere Fluss-
raten, geringere Gegendriicke, deutlich kirzere
Produktionszyklen und langere Standzeiten. Zu-
sétzlich ist es mdglich, durch den speziellen
Aufbau der Direct-Capture-Membranadsorber
mit partikelhaltigen Lésungen zu arbeiten. Eiklar
weist mit seiner hohen Proteinkonzentration
und Viskositat einige erschwerende Eigenschaf-
ten auf, die voraussichtlich durch eine entspre-
chende Vorprozessierung modifiziert werden
mussen, um das System unterschiedlicher Pro-
teine trennbar zu machen.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, Eiklar-
proteine im praparativen MalRstab zu fraktionie-
ren, Ovotransferrin und Lysozym in Reinform zu
isolieren sowie die ovalbuminreiche Hauptfrak-
tion zu gewinnen. Da sich Eiklar aufgrund sei-
nes hohen Proteingehalts und der hohen Visko-
sitét als trenntechnisch schwieriges Produkt
darstellt, war es ein weiteres Ziel, die Trenn-
barkeit in Bezug auf FlieBverhalten und Stoff-
austausch zu untersuchen und zu charakterisie-
ren.

Forschungsergebnisse:

Als Vorbehandlung wurden sowohl Variationen
der Ovomucinfallung durchgeflihrt als auch ver-
schiedene mechanische Methoden. Weder die
Fallung noch die Vorbehandlung mittels Kollo-
idmuUhle erwiesen sich hierbei als geeignet. Je-
doch konnten durch die Vorbehandlung im
Hochdruckhomogenisator (dreimaliger Durch-
lauf, 250 bar) in Kombination mit einer Ver-
dinnung (1 : 2, 75 mM NaCl) alle Anforderun-
gen (Viskositatssenkung, Filtrierbarkeit, Erhalt
der Proteinnativitat, Lysozymfreisetzung) erfillt
werden. AnschlieBend konnte das so modifi-
zierte Eiklar fir die Fraktionierung verwendet
werden.

Die Untersuchungen zur Fraktionierung von
Lysozym und Ovotransferrin aus Eiklar im La-
bormalistab wurden mit einem Membranwi-
ckelmodul durchgefiihrt, dessen Bauart sich
von dem im PilotmalRstab unterscheidet. Wah-
rend die Membrancharakteristika identisch sind,
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liegt der wesentliche Unterschied im Stro-
mungsprofil der Module. Beim Sartobind® nano,
welcher im Labormal3stab eingesetzt wurde,
wird die Probe in Folge einer Druckapplikation
radial durch die Membranporen gezwungen. Es
entsteht ein konvektiver Strom durch die poro-
se Membran. Dadurch kann es zwar zu Fouling
und zur Porenverblockung kommen, der Vorteil
dieser Bauweise ist aber, dass auch die funkti-
onellen Gruppen innerhalb der Membranporen
konvektiv angestromt werden. Als Substrat
wurde folglich mikrofiltiertes Eiklar (0,45 um)
verwendet. Zunadchst wurde der pH des Eiklars
auf 9,8 eingestellt, wodurch das Lysozym an
den Kationenaustauscher band. Dieses wurde
anschlieBend mittels eines Salzgradienten elu-
iert. Das nicht gebundene Eiklar (flow through)
wurde im zweiten Fraktionierungsschritt auf pH
4,9 eingestellt und erneut auf den Kationenaus-
tauscher gegeben, wodurch das Ovotransferrin
adsorbierte, welches ebenso mittels eines Salz-
gradienten eluiert wurde. Lysozym konnte hier-
Uber mit einer Reinheit von 95 % sowie einer
Ausbeute von 98 % gewonnen werden. Aus
dem Ovotransferrin-Prozess resultierte eine
Reinheit von 81 % und eine Ausbeute von
93 %. Folglich wurde die Fraktionierung der re-
levanten Proteine im Labormalstab erfolgreich
umgesetzt.

Bei der Direct-Capture-Bauweise, welche im Pi-
lotmaRstab verwendet wurde, stromt die Probe
axial durch die Spalten zwischen der gewickel-
ten Membran, d.h. tangential entlang beider
Seiten der Membran. Die Spaltbreite betragt
aufgrund eines Spacernetzes konstant 250 ym.
Der Vorteil liegt hierbei darin, dass mit partikel-
haltigen, unfiltrierten Proben gearbeitet werden
kann. Allerdings sind hierbei EinbufRen bei der
Bindungskapazitat im Vergleich zu den radial
durchstromten Membranadsorbern in Kauf zu
nehmen, da die Bindung an die Liganden in den
Poren durch diffusive Transportmechanismen
limitiert ist. Zusatzlich mussten fir eine best-
mogliche Bindung des Proteins sowohl die Be-
ladung als auch die Elution im Rezirkulations-
modus gefahren werden. In einem Langzeit-
versuch Uber sechs Zyklen ohne Zwischen-
reinigung konnte gezeigt werden, dass die
Bindungskapazitat pro Zyklus nur marginal ab-
nahm, wodurch die Adsorber fir eine Langzeit-
anwendung mit reduzierten Reinigungszyklen
geeignet sind. Durch die groRe Anzahl anderer
Proteine in der Lysozym-Feed-LOsung erwies
sich der Ovotransferrin-Fraktionierungsprozess
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bei direktem Vergleich der Bindungskapazitat
als effizienter.

Nach der erfolgreichen Fraktionierung im Pilot-
mal3stab wurde das Pasteurisierungsverhalten
der ovalbuminreichen Fraktion untersucht. Es
zeigte sich, dass dieses durch die Abreicherung
der zwei hitzesensitiven Proteine Lysozym und
Ovotransferrin deutlich intensiver erhitzt wer-
den kann als das Eiklar in seiner natlrlichen
Proteinzusammensetzung. Bei der ovalbuminrei-
chen Fraktion konnten bei einer Proteinkonzen-
tration von 9,9 % und pH 9 beispielsweise
65,5 °C far 10 min verwendet werden, ohne
Proteinveranderungen zu induzieren, wogegen
bei gleichen Milieubedingungen beim Eiklar be-
reits nach 20 s eine geringe Denaturierung auf-
trat. Ebenso war es moglich, durch die Abrei-
cherung hohere Temperaturen zu verwenden
(z.B. 75 °C, 100 s).

Zusatzlich wurde das Verschdumungsverhalten
der Lysozym-abgereicherten sowie der Lyso-
zym- und Ovotransferrin-abgereicherten Frakti-
on im Vergleich zu der des Eiklars untersucht.
Es wurde deutlich, dass hierbei keine allge-
meinglltigen Aussagen getroffen werden kon-
nen, da die Aufschdumbarkeit und die Schaum-
stabilitdt enorm vom Aufschdumsystem, dem
verwendeten pH-Wert sowie der Temperatur
abhangen. Bei der Verwendung der Systeme
dieser Arbeit wies das Rotor-Stator-System
zwar geringere Aufschaumbarkeiten auf, jedoch
wesentlich héhere Stabilitdten als die Schaum-
saule. Allgemein wies das Lysozym-abgerei-
cherte Eiklar bei pH 5 unabhéngig vom Auf-
schaumsystem besonders gute Verschau-
mungseigenschaften auf. Bezliglich der Tempe-
rierung sollten niedrige Temperaturen bevorzugt
werden, da diese die Stabilitdten positiv beein-
flussten.

Zusammenfassend bietet die MAC-Technologie
eine hervorragende Madglichkeit, die Proteine
Lysozym und Ovotransferrin aus Eiklar zu isolie-
ren, um diese in eigenstandigen Einsatzzwecken
zu verwenden. Zuséatzlich erwies sich das abge-
reicherte Eiklar hierdurch als deutlich intensiver
pasteurisierbar, was dessen Einsatz als Flis-
sigeiklar ermdglicht. Das industrielle Hauptein-
satzgebiet des Eiklars als Schaumbildner ist
durch diese Abreicherung nicht limitiert, son-
dern je nach Milieubedingungen sogar verbes-
sert.
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Wirtschaftliche Bedeutung:

In Deutschland werden von rund 800.000 t Eier
pro Jahr rund 200.000 t in der Industrie wei-
terverarbeitet. Deutschland ist dabei zu einem
der attraktivsten Markte fir Ei-Veredelungs-
produkte geworden. Innovationen in diesem Be-
reich bezogen sich bis dato primar auf Eigelb,
wodurch Eiklar zu einem Restprodukt wurde. Es
galt daher, im Rahmen des Vorhabens das Po-
tential einer Veredelung fir das Proteinsystem
Eiklar zu eruieren. Die wachsende Nachfrage
nach Lysozym als natlrlichem Konservierungs-
stoff war vor Projektstart bekannt und ist im-
mer noch steigend. Fir das Protein Ovotrans-
ferrin liegt das Potential im Bereich der
Vermarktung als Eisensupplement sowie als
Konservierungsstoff. Fir das Fraktionieren der
Komponenten Lysozym und Ovotransferrin
wurde die MAC-Technologie verwendet, da die-
se gegenlber der klassischen IEC-Technologie,
selbst wenn diese schon wirtschaftlich betrie-
ben werden kann, einige deutliche Vorteile
aufweist.

Ein weiteres wirtschaftliches Potential liegt in
der Mdglichkeit, das Eiklar durch die Fraktionie-
rung sicher im flissigen Zustand zu pasteuri-
sieren. Zuvor war dies nur im trockenen Zu-
stand unter einem erheblichen Energie- und
Zeitaufwand maoglich. Durch die Fraktionierung
der hitzesensitiven Proteine Lysozym und Ovo-
transferrin aus dem Eiklar ist eine getrennte
Pasteurisierung der drei Fraktionen bei gezielte-
ren Einstellungen mdoglich, woraus sich eine
enorme Energieeinsparung ergibt. Ebenso kann
die Proteinzusammensetzung des Eiklars durch
den Fraktionierungsprozess modifiziert werden,
was einen gezielten Einsatz der resultierenden
Schaumeigenschaften erméglicht. Die Innovati-
on dieses Projektes liegt darin, isolierte wertvol-
le Komponenten verfligbar zu machen und zu-
satzlich die Hauptfraktion im Wert zu steigern.
Die erzielten Forschungsergebnisse kénnen so-
wohl in der Lebensmittelindustrie als auch von
Membranadsorberherstellern und dem Anlagen-
bau genutzt werden.
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