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Abstract

Sosnitza, Peter

The application of biosensor systems in industry is often limited by the lack of stability of

the biological component or the restricted usability of the system. In this work, different

immobilisation methods for enzymes and antibodies are presented, that help to improve

activity and stability of the biological component. A new immobilisation system is

described where enzymes are bound to chelating Sepharose through different metal ions

and to the lectin Concanavalin A; this leads to a high degree or reversibility and enzyme

activity and allows selective elution and reloading of these enzymes in conditions

irrespective of each other. This development can point the way to more flexible biosensors

enabling the adaptation to different analytes or the automatic exchange of deactivated

enzymes. Highly active and stable conditions can also be obtained by the use of polyclonal

antibodies in the assembly of enzyme/antibody layers.

The application of biosensors for the supervision of downstream processes in

biotechnology is described. Sugar beet molasses is a natural resource for various products

used in daily life, ranging from sucrose (food industry) to amino acids (pharmaceutical

industry). The separation of molasses into these components is performed on a large scale

at the Amino GmbH (Germany). The development of biosensor systems for the analysis of

serine, sucrose and raffinose during molasses desugarisation and the use of biosensors for

the optimisation of biotechnological downstream processes is discussed. In-time analysis

of serine leads to an improved performance of the chromatographic separation process.

The preservation of energy, water and chemicals necessary for column regeneration is a

step further to a sustainable development of the process.

Keywords: Biosensor, sugar beet molasses, downstream processing



Abstract

Sosnitza, Peter

Der Einsatz von Biosensoren in der Industrie ist häufig durch mangelnde Stabilität der

biologischen Komponente und durch schlechte Bedienbarkeit limitiert. Es werden unter-

schiedliche Immobilisierungsverfahren für Enzyme und Antikörper vorgestellt, die dazu

beitragen sollen, die Stabilität der biologischen Komponente zu verbessern. Mit der

Immobilisierung von Enzymen über Metallionen wird ein Verfahren vorgestellt, das sich

durch Reversibilität und hohe Enzymaktivität auszeichnet. Die Kombination des Lektins

Concanavalin A mit chelatisierender Sepharose ermöglicht eine selektive Immobilisierung

und Elution von Enzymen. Mit diesem Verfahren kann in Biosensorsystemen ein auto-

matischer Austausch deaktivierter biologischer Komponenten oder die Umstellung auf

andere Analyten realisiert werden. Das „Immunoaffinity Layering“, die Immobilisierung

von Schichten von Enzym/Anti-Enzym-Antikörpern, ermöglicht eine Steigerung von

Stabilität und Aktivität.

Es wird der Einsatz von Biosensoren zur Überwachung der chromatographischen Melasse-

entzuckerung beschrieben. Die bei der Zuckerrübenverarbeitung anfallende Zuckerrüben-

melasse stellt einen interessanten nachwachsenden Rohstoff für verschiedene Einsatz-

bereiche dar. Das von der Amino GmbH, Frellstedt, im industriellen Maßstab betriebene

Verfahren erlaubt neben der Extraktion des Zuckers auch die gezielte Anreicherung

anderer Melasseinhaltsstoffe, sog. „Minor Components“. Für die Aminosäure Serin, sowie

Saccharose und das Trisaccharid Raffinose wird die Entwicklung von Biosensoren zur

Prozeßüberwachung und –optimierung beschrieben. Anhand des Biosensors für Serin

werden die Möglichkeiten des Einsatzes von Biosensoren beim Downstream Processing

diskutiert. Es wird gezeigt, daß sich Biosensoren zur In-Time-Analytik von schnellen

Prozessen eignen. Als eine Maßnahme des produktionsintegrierten Umweltschutzes

amortisiert sich die Ankopplung des Biosensors an den bestehenden Trennprozeß durch

Einsparungen an Chemikalien, Prozeßwasser und Energie.

Schlagwörter: Biosensor, Zuckerrübenmelasse, Aufarbeitung
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1 Einleitung

Die Biotechnologie gilt als Hoffnungsträger einer positiven Wirtschaftsentwicklung in

Deutschland. Etwa 460 Unternehmen mit über 200.000 Beschäftigten und einem Umsatz

von rund 4,4 Mrd. DM waren in diesem Bereich 1997 tätig [1]. Nach Ansicht von

Marktforschern wird die Biotechnologie bis zum Jahre 2020 zu den 30 Top-Technologien

zählen, die die Schaffung von neuen, innovativen Arbeitsplätzen ermöglichen [2].

Allgemein wird für die Biotechnologie mit hohen Wachstumspotentialen gerechnet, die

durch verbesserte gesetzliche Rahmenbedingungen ermöglicht werden [2]. Dazu zählt die

Ausschreibung des BioRegio-Wettbewerbes im Jahre 1996, der einen neuen Förder-

schwerpunkt auf die Biotechnologie legt.

Die Kommerzialisierung der modernen Biotechnologie ist weit fortgeschritten: Bio-

technologisch entwickelte Wirkstoffe dominieren die aktuelle Produktentwicklung der

pharmazeutischen Industrie: Zwei Drittel aller Medikamentneuentwicklungen stammen aus

„Biotech-Pipelines“. Noch vor 10 Jahren waren es lediglich 5 % [3]. Experten gehen davon

aus, daß nur mit Hilfe der modernen Biotechnologie dauerhafte Erfolge bei der

Bekämpfung von Krankheiten wie AIDS, Multipler Sklerose und Krebs zu erzielen sind

[3]. Daneben findet diese Technologie Anwendung in der Landwirtschaft, in der Lebens-

mittelproduktion und im Umweltbereich.

Die Anforderungen an die Ökonomie biotechnologischer Verfahren und an die so

hergestellten Produkte steigen. Aufgrund der größeren Zahl der Prozeßparameter werden

von biotechnologischen Verfahren höhere Anforderungen an die Automatisierung gestellt

als in der traditionellen Chemie. Um die Möglichkeiten der Prozeßoptimierung und –auto-

mation zu nutzen, sind leistungsfähige Analysensysteme nötig, die möglichst ohne

Zeitverzögerung und Eingriff in den Prozeß die benötigten Prozeßparameter liefern [4]. In

den letzten Jahren sind für zahlreiche Analyten Biosensoren entwickelt worden, mit deren

Hilfe eine schnelle Konzentrationsbestimmung möglich ist. Biosensoren werden zwar in

der Forschung und Entwicklung eingesetzt, ihr industrieller Einsatz bleibt jedoch auf

wenige Ausnahmen beschränkt. Die Gründe dafür liegen oft in der ungenügenden Stabilität

der biologischen Komponente und in der komplizierten Handhabung der Systeme. In der
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vorliegenden Arbeit wird im Rahmen eines von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt

geförderten Forschungsprojekts der Einsatz von Biosensoren für Anwendungen in der

biotechnologischen Industrie untersucht. Für die Analytik von Aufarbeitungsprozessen

(Downstream Processing) können diese Sensoren einen wertvollen Beitrag zur Prozeß-

optimierung leisten. Gerade im Bereich der Biotechnologie können die Kosten für das

Downstream Processing bis zu 90% der Herstellungskosten betragen, wobei der

Schwerpunkt in der Anwendung chromatographischer Verfahren liegt [5].

Die Entwicklung von Biosensoren soll am Beispiel der chromatographischen Melasse-

entzuckerung beschrieben werden. Zunächst werden Immobilisierungsverfahren für

Enzyme und Antikörper vorgestellt, die die Aktivität von biologischen Komponenten

verbessern sollen. Anhand von Biosensoren für die Aminosäure Serin, sowie die

Kohlenhydrate Raffinose und Saccharose soll die Entwicklung von Sensorsystemen und

deren Einsatz am Prozeß der Melasseentzuckerung untersucht werden. Am Beispiel der

Serin-Abtrennung soll das Potential von Biosensoren zur Prozeßoptimierung untersucht

werden.
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2 Biosensoren in der Biotechnologie

2.1 Grundlagen

Biosensoren sind nach einem vorläufigen Nomenklaturvorschlag der IUPAC

miniaturisierte Meßwertfühler, die in Verbindung mit einer biologischen Komponente

chemische Verbindungen oder Ionen selektiv und reversibel erfassen und dabei

konzentrationsabhängige Signale liefern [6].

$QDO\W
%LRORJLVFKH

.RPSRQHQWH

7UDQVGXFHU

6LJQDOYHUDUEHLWXQJ

XQG $XVZHUWXQJ

Abb. 2.1: Funktionsprinzip eines Biosensors

Die Meßsignale werden von einem Meßwandler (Transducer, siehe Kapitel 2.4) erfaßt und

in elektrische Signale umgewandelt. Eine erweiterte Definition geht davon aus, daß die

biologische Komponente von Biosensoren in direktem Kontakt mit dem Transducer steht

[7]. Voraussetzung ist in jedem Fall eine biologische Komponente, die möglichst selektiv

nur mit dem zu bestimmenden Analyten reagiert. Als biologische Komponenten können

Enzyme, Mikroorganismen, Zellen oder Antikörper eingesetzt werden. Die spezifische

Reaktion von Enzymen wird zur Bioprozeßkontrolle [8, 9] und in der Lebensmittelanalytik

ausgenutzt [10]. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Medizintechnik, in der Bio-

sensoren zur Bestimmung von Blutwerten wie Glucose und Lactat eingesetzt werden [11,

12]. Setzt man Zellen als biologische Komponenten ein, wird der Analyt zu verschiedenen

Produkten metabolisiert. In Kombination mit chemometrischen Methoden läßt sich der

unterschiedlich schnelle Abbau von organischen Verbindungen zum analytischen
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Nachweis dieser Stoffe nutzen [13]. Auch Insekten können als biologische Komponenten

eines Biosensors eingesetzt werden. Der hervorragende Geruchssinn von Kartoffelkäfern

läßt sich ausnutzen, indem die Signale der Fühler mit einer geeigneten Elektronik

aufgefangen werden. So lassen sich kranke Kartoffelpflanzen entdecken, was zu einer

Einsparung an Insektiziden führen soll [14].

Die spezifische Reaktion von Antikörpern wird ebenfalls in der Biosensorik eingesetzt. In

sogenannten „Immunoassays“ wird die Antikörper-Antigen-Bindung erfaßt und ermöglicht

eine Konzentrationsbestimmung des Antigens [15].

Für die Anwendung in der Biosensorik werden biologische Komponenten häufig auf

unterschiedlichen Trägern immobilisiert. Verschiedene Immobilisierungstechniken für

Enzyme und Antikörper werden in Kapitel 3 beschrieben. Um die Messung mit einem

Biosensorsystem zu automatisieren, kann dieses mit einem Fließinjektionsanalyse-System

kombiniert werden. Das Prinzip dieses Analysenverfahrens wird im folgenden Kapitel

erläutert.

2.2 Fließinjektionsanalyse

Die Fließinjektionsanalyse (FIA) basiert auf einem Trägerstrom, der mit 0,1–3,0 ml/min

kontinuierlich und möglichst pulsationsarm durch ein Analysesystem geführt wird. Mit

Hilfe eines Injektors kann ein Probensegment der zu analysierenden Lösung (20-100 µl) in

diesen Strom injiziert werden (siehe Abbildung 2.2). Das Segment gelangt auf diese Weise

zur biologischen Komponente des Biosensors. Bei der dort ablaufenden Reaktion verändert

sich eine bestimmte physikalische oder chemische Größe (z. B. pH-Wert oder Sauer-

stoffpartialdruck), die vom Transducer erfaßt wird. Die folgende Abbildung verdeutlicht

das Prinzip der Fließinjektionsanalyse.
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6WHXHUXQJ XQG

$XVZHUWXQJ

.DUWXVFKH PLW
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(Q]\PHQ
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3UREHQNRQGLWLRQLHUXQJ

3XIIHU�

VWURP

6DXHUVWRII�

HOHNWURGH

3UREHQVHJPHQW

)OLH�ULFKWXQJ

GHV 3XIIHUV

Abb. 2.2: Schematische Darstellung eines FIA-Systems mit Biosensor

In der vorliegenden Arbeit wurde ein FIA-System, bestehend aus einem Autosampler

(Gilson 222XL) und Injektor (EVA-Line, Eppendorf, Hamburg), verwendet. Das System

ist modular aufgebaut, die Ansteuerung der Module wird durch eine A/D-D/D-Karte über

TTL-Impulse (Transistor-Transistor-Logic) realisiert. Zur Steuerung der Anlage wird ein

486er PC mit dem Programm CAFCA 2.0 (Computer Assisted Flow Control & Analysis,

Anasyscon, Hannover) benutzt. Das in Turbo Pascal 7.0 verfaßte Programm ermöglicht

neben der Ansteuerung der Module die Aufnahme und Auswertung der Meßsignale.

Der in Abbildung 2.2 dargestellte Autosampler ist in der Lage, bis zu 200 Proben zu

verarbeiten. Dieses Gerät kann ebenfalls zum Konditionieren von Proben (Verdünnung

oder Zusatz von Cosubstraten), zur Erstellung von Verdünnungsreihen und zur

Probenahme am Prozeß eingesetzt werden.

Als Alternative zur Kopplung von Biosensoren mit FIA-Systemen ist in der Literatur die

Anwendung von SIA-Systemen (Sequential Injection Analysis) beschrieben [8, 9, 16].

Statt die Probe durch einen Injektor in den kontinuierlichen Pufferstrom zu injizieren, wird

bei diesem Verfahren eine präzise arbeitende Pumpe benötigt, die Puffer und das definierte
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Probevolumen ansaugt. Puffer und Probe werden anschließend in das Biosensorsystem

injiziert. Der Vorteil des SIA-Verfahrens liegt im geringeren Chemikalienverbrauch und

im einfacheren Aufbau des Analysensystems [16].

2.3 Eingesetzte Enzymsysteme

Als biologische Komponenten werden in dieser Arbeit immobilisierte Enzyme (siehe

Kapitel 3) verwendet, die in eine Enzymkartusche gefüllt und in Fließrichtung vor dem

Transducer in das FIA-System integriert werden (siehe Abbildung 2.2). Die folgende

Tabelle gibt eine Übersicht über die verwendeten Enzyme. Neben den Analyten und den

Reaktionen sind die Einsatzgebiete in dieser Arbeit aufgeführt.
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Tab. 2.1: Enzymsysteme und Anwendung in der Biosensorik

Enzym Katalysierte Reaktion/Anwendung Literatur

Invertase (EC 3.2.1.26):
KM

* = 44 mM
pHopt. = 3,5-5,5
Aktivität** = 76,3 U/mg
M = 100.000 g/mol
Quelle: Bäckerhefe
Hersteller: Fluka

      

Invertase

Saccharose FructoseGlucose

+

O

HOC H2

H
H

OH

H

H

OH

H

H

O

O
HOC H2

OH

H

H

OH
C H

2
OH

H O

HOC H
2

H
H

OH

H

OH

OH

H
OH

H O
CH 2OH

OH

OH

H

H

OH
CH 2OH

H

• Selektive Immobilisierung und Elution
auf chelatisierender Sepharose

• Saccharose- und Raffinose-Analytik

[17]
[18]
[19]

Glucose-Oxidase
(EC 1.1.3.4):
KM

* = 33 mM
pHopt. = 5-6
Aktivität** = 180 U/mg
M = 160.000 g/mol
Quelle: A. niger

Hersteller: Sigma

O

OH

OH

OH

OH

HOCH2

O

OH

OH

OH

O

HOCH2

+ O
2

GOD

D- Gluconolacton

+ H O
22

+ H O
2

2

COOH

CH

CH

OH

OH

CH

CH

OH

OH

CH OH

D- Gluconsäure

• Selektive Immobilisierung und Elution
auf chelatisierender Sepharose

• Immunoaffinity Layering
• Saccharose-Analytik

[17]
[19]
[20]

Peroxidase (EC 1.11.1.7):
KM

* = 4 mM, pHopt. = 5-7,5
Aktivität** = 200 U/mg
M = 40.000 g/mol
Quelle: Meerrettich
 Hersteller: Sigma

  H2O2 + ABTSred                   H2O + ABTSox

• Immunoaffinity Layering
• Detektion von H2O2

[19]
[21]

D-Aminosäure-Oxidase
(EC 1.4.3.3), pHopt. =  8,0

Aktivität** = >20 U/g (Im.)
M = 86.000 g/mol
Quelle: Trigonopsis var.

Hersteller: Boehringer

+ NH3 + H2O2+ O2 + H2O

O

HO
O

OH

O

HO
NH2

OH

H

• Analytik von D-Serin in Melasse

[19]

D-Serin-Dehydratase
(EC 4.2.1.14)
KM

* = 0,6 mM
pHopt = 8,1
Aktivität = 100 U/g (Im.)
M = 41.000 g/mol
Quelle: Klebsiella p.

Hersteller: Dr. L. Fischer

Pyruvat

O

HO
O

D-Serin

O

HO
NH2

OH

H + NH3 

• Analytik von D-Serin in Melasse

[19]
[22]
[23]
[24]

L-Lactat-Dehydrogenase
(EC 1.1.1.27)
KM

* = 0,0247 mM
pHopt = 7,8
Aktivität**= 800 U/mg
M= 65.000-67.000 g/mol
Quelle: Kaninchenmuskel
Hersteller: Sigma

Pyruvat + NADH

Lactat + NAD+

• Detektionsreaktion für D-Serin-Dehy-
dratase

[19]
[24]
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Galactose-Oxidase (EC 1.1.3.9)
KM

* = 35 mM
pHopt = 6,7
Aktivität**= 16 U/mg
M = 68.000 g/mol
Quelle: D. dendroides

 Hersteller: Sigma

Raffinose + O2

           Hexodialdose + H2O2

• Raffinose-Analytik

[19]
[25]
[26]
[27]
[28]

D-Fructose-Dehydrogenase
(EC 1.1.99.11)
KM

* = 10 mM
pHopt = 4,5
Aktivität**= 23 U/mg
M = 140.000 g/mol
Quelle: Gluconobacter sp.

Hersteller: Sigma

  D-Fructose + Fe3+

  5-keto-D-Fructose + Fe2+

• Raffinose-Analytik

[19]
[29]
[30]

Mutarotase (EC 5.1.3.3)
KM

* =  15,0 mM
pHopt = 5,0-7,5
Aktivität**=  5000 U/mg
M =  40000 g/mol
Quelle: Schweinenieren
Hersteller: Sigma

   β-D-Glucoseα-D-Glucose

• Saccharose-Analytik

[19]
[24]

L-Aminosäure-Oxidase
(EC 1.4.3.2):
KM

* = 20 mM
pHopt. = 7,9
Aktivität** = 0,27 U/mg
M = 160.000 g/mol
Quelle: Crotalus atrox

 Hersteller: Sigma

 2-Ketocarbonsäure
L-Tryptophan

N

CH2 C COOH

O

H

H2O2O2

+ NH3

+ H2O
H
N

H2C
COOH

NH2

H

• Enantioselektive Aminosäureanalytik

[19]
[31]
[32]

D-Aminosäure-Oxidase
(EC 1.4.3.3)
KM

* =  0,17 mM
pHopt = 8,0
Aktivität**=  1 U/mg
M =  38000 g/mol
Quelle: Schweinenieren
Hersteller: Sigma

 2-Ketocarbonsäure
D-Tryptophan

N

CH2 C COOH

O

H

H2O2O2

+ NH3

+ H2O
H
N

H2C
COOH

NH2

H

• Enantioselektive Aminosäureanalytik

[19]
[32]

L-Phenylalanin-Dehydrogenase
(EC 1.4.1.20)
KM

* =  0,25 mM
pHopt = 10,4
Aktivität**= 0,2 U/g (Im.)
M =  310000-340000 g/mol
Quelle: Bacillus sp.

Hersteller: Dr. L. Fischer

L-Phenylalanin + NAD+ + H2O

Phenylpyruvat + NADH + NH4
+

• Enantioselektive Aminosäureanalytik

[19]
[33]
[34]

* bezogen auf den Analyten ** Herstellerangabe
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2.4 Transducer

Die Wahl des Transducers richtet sich nach der Reaktion der biologischen Komponente

und den daraus resultierenden Änderungen. In der Literatur sind eine Reihe von Trans-

ducern beschrieben, die nach unterschiedlichen Prinzipien arbeiten [35-39]. Gebräuchlich

sind Transducer auf elektrochemischer [40], elektrischer [41] oder optischer Basis [42].

Massensensitive Meßwandler werden zur Detektion von Bindungen auf Oberflächen oder

Antikörpern verwendet. Je mehr Analyt gebunden wird, desto kleiner wird die

Schwingungsfrequenz des verwendeten Quarzträgers [43]. In sogenannten Thermistoren

können Änderungen der Temperatur detektiert werden, die durch enzymatische Reaktionen

hervorgerufen werden [44].

Auf die in der Biosensorik oft verwendete amperometrische Sauerstoffelektrode soll im

folgenden Kapitel näher eingegangen werden.

2.4.1 Amperometrische Sauerstoffelektrode

Zu den am häufigsten verwendeten Transducern zählt die Clark-Elektrode [45], die in der

Bauart der spezifischen Anwendung angepaßt werden kann. Zu diesem Typ zählt die

Gelöstsauerstoffelektrode (pO2-Elektrode) der Firma Anasyscon, Hannover. Sie besteht

aus einer Platin-Kathode und einer Silber-Anode, die über eine Elektrolytlösung leitend

verbunden sind. Der Sauerstoff diffundiert durch eine gaspermeable Teflonmembran in

den Elektrolyten und wird an der Kathodenoberfläche reduziert. Dabei laufen an den

Elektroden folgende Reaktionen ab:

Reaktion an der Kathode: O2 + 2 H2O + 4 e
-

4 OH
-

Reaktion an der Anode:    4 Ag + 4 Cl
-

4 AgCl + 4 e
-

Der aus dieser Redoxreaktion resultierende elektrische Strom ist dem Sauerstoff-

partialdruck proportional. Die Auswertung der Meßsignale erfolgt nach einer internen

Signalverstärkung mit Hilfe der Software CAFCA. Die Größe des Stroms I wird nicht nur
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durch den Sauerstoffpartialdruck der Probe bestimmt, sondern auch durch die

Membranstärke und den Diffusionskoeffizienten durch die Membran [46].

Neben Parametern wie Membranmaterial und -dicke hängt der Stromfluß ebenfalls von

Größe und Bauart der Elektrode und von den Strömungsverhältnissen ab. Untersuchungen

über die Temperaturabhängigkeit im Bereich von 15°C bis 26°C haben gezeigt, daß

deutliche Signalschwankungen auftreten [47].

Abb. 2.3: Schematischer Aufbau der amperometrischen pO2-Elektrode [48]

Die Kombination der pO2-Elektrode mit einem FIA-System ermöglicht die Detektion

enzymatischer Reaktionen, die eine Änderung des Gelöstsauerstoffs bewirken. In

Lösungen, die nur sehr wenig Gelöstsauerstoff enthalten, kann dieses Prinzip mitunter

nicht angewendet werden. Mit Hilfe spezieller, Sauerstoff speichernder Membranen kann

diese Limitierung aufgehoben werden [49].

Die als biologische Komponenten verwendeten Enzyme werden nicht nativ eingesetzt,

sondern auf einem Trägermaterial immobilisiert und in einer Kartusche in das FIA-System

integriert. Das folgende Kapitel beschreibt die verwendeten Trägermaterialien und Immo-

bilisierungsverfahren für Enzyme und Antikörper.
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3 Immobilisierung von Enzymen

Für Anwendungen in der Biotechnologie sollen Träger für Enzyme die Eigenschaft

besitzen, eine große Menge Enzym ohne Aktivitätsverlust zu binden [50, 51]. Auf Bio-

sensoren bezogen bedeutet das eine Erhöhung der Standzeit und Sensitivität des Systems.

Im folgenden werden unterschiedliche Immobilisierungsverfahren für Enzyme und

Antikörper beschrieben.

3.1 Immobilisierung auf VA-Epoxy

Der Polymerträger VA-Epoxy ist ein synthetisches Copolymerisat aus Vinylacetat und

N,N´-Divinylethylenharnstoff. Durch gezielte Hydrolyse ist der Gehalt an Oxirangruppen

und damit die Eigenschaften des Epoxyharz-Trägers einstellbar. Die Oxirangruppen

reagieren mit freien Aminogruppen des Enzyms und bilden eine feste kovalente Bindung.

Abbildung 3.1 zeigt den Mechanismus der Bindung zwischen Enzym und Träger.

Abb. 3.1: Kopplungsmechanismus zwischen Enzym und dem Polymerträger VA-

Epoxy [52]

Das Polymer wird in Enzymkartuschen (V=1 ml) verwendet, die Partikelgröße des

Trägermaterials (125-250 µm) garantiert gute Fließeigenschaften im FIA-System [53]. Zur

Immobilisierung werden 200 mg des Trägermaterials in 1 M Kaliumphosphat-Puffer

(KPP) bei pH 7,0 für 24 h bei Raumtemperatur mit dem gewünschten Protein zur Reaktion

gebracht [53]. Die Immobilisierungsbedingungen der verwendeten Enzyme sind in Kapitel

8.7 zusammengefaßt.
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3.2 CNBr-aktivierte Sepharose

Die verwendete CNBr-aktivierte Sepharose ist ein Polysaccharid, welches durch Quer-

vernetzung im Molekül (Crosslinking) stabilisiert wird. Um Sepharose als Träger für

Enzyme nutzen zu können, müssen die freien Hydroxylgruppen durch Reaktion mit

Cyanbromid funktionalisiert werden. An die entstehenden Imidogruppen können Proteine

als Isoharnstoffverbindungen gebunden werden [46]. Zur Immobilisierung werden 300 mg

CNBr-aktivierte Sepharose mit der gewünschten Menge Protein in 0,1 M Acetat-Puffer

(pH 5,2) aufgeschlämmt und für 24 h bei Raumtemperatur zur Reaktion gebracht [47].

Durch Ausbildung einer kovalenten Bindung wird das Enzym irreversibel auf dem Träger

fixiert, ein Ablösen des Proteins oder die mehrmalige Verwendung des Trägermaterials ist

nicht möglich.

3.3 Das Lektin Concanavalin A

Während bei der irreversiblen Immobilisierung auf VA-Epoxy und CNBr-aktivierter

Sepharose eine kovalente Bindung zum Enzym geknüpft wird, stellt die Immobilisierung

auf Concanavalin A (Con A) eine reversible Methode zur Bindung von Glykoenzymen dar.

Bei Glykoenzymen können die Aminogruppen durch die Kohlenhydratreste an der

Oberfläche regelrecht blockiert werden, so daß die kovalente Immobilisierung an VA-

Epoxy erschwert ist [54, 55]. Für die Immobilisierung von Glykoenzymen bietet sich das

Lektin Concanavalin A aus Canavalia ensiformis an, das verschiedene Glykosylreste mit

unterschiedlicher Affinität zu binden vermag [56]. Nach diesem Prinzip wird Con A in der

Affinitätschromatographie zur Isolierung und Aufreinigung von glykosylierten Proteinen

eingesetzt [57]. Diese Eigenschaften lassen sich ebenfalls zur reversiblen Immobilisierung

von Glykoenzymen nutzen [58]. Man bringt auf dem Träger (z. B. Epoxyharz oder CNBr-

aktivierte Sepharose) zunächst kovalent eine Schicht des Lektins auf. Auf dieser Schicht

Con A lassen sich durch einfaches Inkubieren Glykoproteine wie Invertase oder Glucose-

Oxidase binden [59, 60]. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in der weitgehenden

Erhaltung der Enzymaktivität. Die Bindung Enzym-Lektin ist stabil, es besteht jedoch die

Möglichkeit, das Enzym durch einen pH-Shift oder durch Verdrängung mit einem Zucker

höherer Affinität wieder von der Lektin-Schicht zu lösen und so den Träger mehrmals zu
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verwenden [56]. Die Bindungskapazität des Lektins wird durch die Elution und erneute

Immobilisierung nicht beeinflußt [46, 61].

3.4 Immobilisierung auf chelatisierender Sepharose

Die verwendete chelatisierende Sepharose ist mit nicht näher charakterisierten sieben-

atomigen Spacern modifiziert, die mit Iminodiacetatgruppen funktionalisiert sind. Diese

Gruppen sind in der Lage, zwei- und dreiwertige Metallionen wie Zn2+, Cu2+, Co2+, Co3+

und Ni2+ zu komplexieren [62, 63]. Diese Eigenschaft wird in der IMAC (immobilised

metal affinity chromatography) zur gezielten Aufreinigung von rekombinant hergestellten

Proteinen ausgenutzt. In den Organismus wird hinter dem Genabschnitt für das zu

produzierende Protein eine Gensequenz für einen Polyhistidin-Schwanz (His-Tag)

eingeführt. Das mit dem His-Tag versehene Protein kann durch Bindung an Metallionen

(z.B. Ni2+) auf einem chelatisierenden Träger isoliert werden [57]. Im Idealfall kann das

gewünschte Protein in einem Aufreinigungsschritt aus einem Proteingemisch entfernt

werden.

Diese Eigenschaft macht chelatisierende Sepharose als Trägermaterial zur Immobilisierung

von Enzymen interessant, da viele Enzyme über vorhandene Histidinzentren an

komplexierte Metallionen gebunden werden können. Je nachdem, über welche Metallionen

die Bindung erfolgt, können sich Unterschiede in der gebundenen Proteinmenge und

Enzymstabilität ergeben. Abbildung 3.2 zeigt die unterschiedliche thermische Stabilität

von Glucose-Oxidase, die über verschiedene Metallionen an chelatisierende Sepharose

gebunden wurde.
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Abb. 3.2: Stabilität von Glucose-Oxidase gegen Deaktivierung bei 60°C in 20 mM KPP

pH 7,2. Bindung über verschiedene Metallionen an chelatisierender Sepharose [64].

Die Metallionenkomplexe stabilisieren das Enzym gegen Deaktivierung. Der Cu2+-

Komplex behält nach einer Stunde noch 70 % seiner ursprünglichen Aktivität, während das

native Enzym nur noch 37 % der Ausgangsaktivität ausweist. In der Bindungskapazität

gibt es ebenfalls Unterschiede: Von jeweils 76 U Glucose-Oxidase konnten über Cu2+,

Ni2+, Zn2+ und Co2+ an chelatisierender Sepharose 75, 19, 22 und 22 U gebunden werden

[65]. Die Immobilisierung von Glucose-Oxidase über Cu2+-Ionen ermöglicht eine fast

quantitative Bindung des Enzyms an den Träger und zeigt deutliche Vorteile in der

Stabilität. Im folgenden Kapitel wird eine Anwendung dieses Immobilisierungsverfahrens

vorgestellt.

3.5 Kombination von chelatisierender Sepharose und Con A

Die Kombination der Immobilisierung über Metallionen und der Affinitätsbindung zu Con

A bietet die Möglichkeit, zwei unterschiedliche Enzyme auf dem gleichen Träger zu

immobilisieren oder selektiv zu eluieren. In Biosensorsystemen können deaktivierte
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Enzyme automatisch eluiert und durch frische ersetzt werden, ohne daß am Aufbau des

Systems Veränderungen vorgenommen werden müssen. Eine Umstellung auf

unterschiedliche Analyte kann ebenfalls on line und ohne Eingriff durch den Benutzer

erfolgen. Bei Fermentationen kann beispielsweise beim Wechsel der C-Quelle der

Biosensor innerhalb weniger Minuten das neue Substrat erfassen [46]. Im folgenden wird

der Aufbau eines solchen Systems und die Anwendung zur Analytik von Glucose und

Saccharose beschrieben.

3.5.1 Bindung von Glucose-Oxidase über Cu2+-Ionen

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben, läßt sich Glucose-Oxidase über Cu2+-Ionen an chelati-

sierender Sepharose immobilisieren. Die Bindung ist nahezu quantitativ, und die Aktivität

des Enzyms wird im Gegensatz zur kovalenten Bindung kaum beeinflußt. Die Bindung

kann durch einen pH-Shift oder Komplexierung der Cu2+-Ionen mit EDTA und

anschließende Elution wieder gelöst werden. Zur erneuten Immobilisierung wird mit

50 mM CuSO4-Lösung und frischer Enzymlösung gespült (siehe Abbildung 3.3).

C helati s ierende
S ephar os e C u 2+

C u 2 +

C o
3 +

C o
3 +

C o n  A

M ann o sid
R edu k tio n
+  E D TA

E D TA

In v e rta se

G lu co se
O x id a se

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Bindung von Glucose-Oxidase (über Cu2+) und

Invertase (über Co3+/Con A) und die mögliche Elution der Komponenten
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3.5.2 Bindung von Invertase über Co3+/Con A

Das Lektin Con A kann über Metallionen (Cu2+, Co2+) an chelatisierende Sepharose

gebunden werden. Die Bindung kann durch pH-Shift oder durch einen Komplexbildner

(EDTA) wieder gelöst werden. EDTA komplexiert als mehrzähniger Ligand die

zweiwertigen Metallionen [66], und das Lektin wird eluiert. Die Verwendung von Co2+-

Ionen und die anschließende Oxidation zu Co3+ mit 0,03 % H2O2-Lösung stabilisiert die

Bindung zum Con A: Die gebildeten Co3+-Komplexe sind aufgrund der Elektronen-

konfiguration (d6, low-spin) kinetisch inert und besitzen eine starke Affinität zu Stickstoff-

Liganden [66]. Der gebildete Komplex kann weder durch einen pH-Shift noch durch

EDTA gelöst werden. Auf der auf diese Art und Weise aufgebrachten Schicht Con A läßt

sich Invertase (oder andere Glykoenzyme) immobilisieren. Dies geschieht durch

Inkubation mit Enzymlösung und Affinitätsbindung der Glykoenzyme an das Lektin.

Die Bindung Lektin-Enzym kann durch 0,1 M α-Methyl D-mannosid-Lösung wieder

gelöst werden. Das Mannosid ist durch die hohe Affinität zu Con A in der Lage, andere

Zuckerreste mit geringerer Affinität zu verdrängen. Eine erneute Immobilisierung ist durch

Inkubation mit konzentrierter Enzymlösung möglich, wodurch das Mannosid wieder

verdrängt wird [56]. Eine schnellere Methode ist ein pH-Shift auf pH 1,0 mit 0,3 M

Glycin-Lösung. Durch diesen Prozeß wird die Bindungskapazität des Lektins nicht

beeinflußt, nach erneuter Inkubation kann die ursprüngliche Enzymaktivität wieder erreicht

werden. Für die Elution des Lektins muß zunächst das Co3+ mit SDS/β-Mercaptoethanol

zu Co2+ reduziert werden [67], anschließend kann mit 50 mM EDTA-Lösung eluiert

werden. Bei dieser Behandlung werden sowohl Con A als auch Invertase eluiert (siehe

Abbildung 3.3).

3.5.3 Selektive Bindung und Elution von Invertase und Glucose-Oxidase

Die Kombination beider Verfahren ist auf dem gleichen Träger möglich. Zur Saccharose-

Analytik werden Invertase und Glucose-Oxidase nach den oben beschriebenen Verfahren

co-immobilisiert (siehe Abbildung 3.3). Die mit den Enzymen präparierte chelatisierende

Sepharose wird in einer Enzymkartusche in ein FIA-System mit amperometrischer

Sauerstoffelektrode integriert (siehe Abbildung 2.2). Ein solches System kann zur Analytik

von Glucose und Saccharose genutzt werden: Abbildung 3.4 verdeutlicht das
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Reaktionsschema der Spaltung von Saccharose und die Detektion der entstehenden

Glucose.

Saccharose
Invertase

Fructose + α-D-Glucose

β-D-Glucose

α-D-Glucose

Glucose-Oxidase

O2H2O2

D-Gluconolacton

Abb. 3.4: Enzymatische Detektion von Saccharose mit Invertase und Glucose-Oxidase

Durch die Detektion des Gelöstsauerstoffs ist somit nur bei Anwesenheit von Glucose-

Oxidase mit Meßsignalen zu rechnen. Saccharose kann nur nachgewiesen werden, wenn

sowohl Invertase als auch Glucose-Oxidase vorliegen. In einzelnen Schritten werden beide

Enzyme vom Träger eluiert und anschließend mit frischer Enzymlösung neu inkubiert.

Nach jedem Inkubations- oder Elutionsschritt werden nacheinander Glucose und

Saccharose bestimmt, um festzustellen, welche Enzyme sich auf dem Träger befinden. Das

Ergebnis der Messung ist in Abbildung 3.5 dargestellt.
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E lu tion  2 B ela d un g  2

M essung 5M essung 4M essung 2 M essung 3

Abb. 3.5: Anwendung der selektiven Immobilisierungs- und Elutionsmethode für die

Messung von Saccharose und Glucose
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Abbildung 3.5 zeigt das Ergebnis der Messung von Glucose und Saccharose mit dem

kombinierten Immobilisierungsverfahren. Mit Invertase und Glucose-Oxidase auf dem

Träger erhält man sowohl bei der Glucose-Messung (oberer Teil von Abbildung 3.5) als

auch bei der Saccharose-Messung (unterer Teil von Abbildung 3.5) die entsprechenden

Signale (Messung 1). Nach den ersten Peaks wird die Kartusche mit EDTA-Lösung

gespült: Die gebundenen Cu2+-Ionen werden gemeinsam mit der Glucose-Oxidase eluiert.

Die folgende Messung 2 zeigt weder für Glucose noch für Saccharose Signale, ein Beweis

für die vollständige Elution der Glucose-Oxidase. Die Invertase befindet sich weiterhin auf

dem Träger, die Reaktion kann jedoch mit der amperometrischen Sauerstoffelektrode nicht

detektiert werden.

Nach Beladung 1 mit Cu2+-Ionen und Inkubation mit frischer Glucose-Oxidase-Lösung

können wieder Signale mit beiden Zuckern detektiert werden (Messung 3). Wie erwartet

ist die Invertase weiterhin aktiv und ist nicht durch die Behandlung mit EDTA eluiert

worden. Die Bindung von Invertase kann durch Elution 2 mit α-Methyl D-mannosid-

Lösung gelöst werden. Das Mannosid mit der größeren Affinität zu Con A verdrängt dabei

das Glykoenzym [56]. Bei der anschließenden Messung 4 kann als Beweis für die

vollständige Elution der Invertase kein Signal für Saccharose mehr detektiert werden. Nach

erneuter Inkubation mit konzentrierter Invertase-Lösung können wieder Signale für beide

Zucker aufgenommen werden (Messung 5).

Die Messungen zeigen, daß die Kombination von Con A mit chelatisierender Sepharose

die selektive Immobilisierung und Elution von zwei Enzymen auf dem gleichen

Trägermaterial ermöglicht. Die Verbindung mit einem FIA-System gestattet die

Automation der beschriebenen Elutions- und Immobilisierungsschritte. Damit könnte ein

intelligentes Sensorsystem aufgebaut werden, das selbständig deaktivierte Enzyme ersetzt

oder sich auf neue Analyten umstellt.
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3.6 Bioaffinity Layering

3.6.1 Con A / Glykoenzym

Con A besitzt vier Bindungsstellen für Glykosylreste, so daß sich mit Hilfe des Lektins

Schichten von Enzymen aufbauen lassen. Hierzu wird auf dem gebundenen Lektin

wechselweise eine Schicht Glykoenzym und eine Schicht Con A aufgebracht, das

sogenannte „Bioaffinity Layering“. Der Vorgang kann mehrere Male wiederholt werden,

so daß ein Netzwerk von Enzym- und Lektinschichten entsteht [46, 47, 68]. Der Vorteil

dieser Immobilisierungsmethode liegt in einer erhöhten Enzymaktivität und -stabilität. Bei

Invertase konnte nach sieben Schichten eine Steigerung der Aktivität um den Faktor 250

erreicht werden [68]. Ein ähnliches Verfahren zur Herstellung von hochaktiven Invertase-

Immobilisaten wird von P. Gemeiner et al. beschrieben [69]. Die Bildung von Schichten

aus Glucose-Oxidase und Peroxidase und Untersuchungen zur Diffusion werden in der

Literatur beschrieben [70, 71].

3.6.2 Anti-Enzym-Antikörper / Enzym

Analog zu Kapitel 3.6.1 läßt sich das Bioaffinity Layering-Verfahren auch mit Antikörpern

anstelle des Lektins Con A realisieren. Die Verwendung von Antikörpern bietet die

Möglichkeit, auch nicht-glykosylierte Enzyme in Schichten immobilisieren zu können und

so die Aktivität und Stabilität des Immobilisats zu steigern. Polyklonale Antikörper können

Enzyme an unterschiedlichen Stellen binden. Die Ausbildung der Netzwerkstruktur erfolgt

über die zwei Bindungsstellen des Antikörpers.

Zunächst werden Antikörper kovalent auf CNBr-aktivierter Sepharose immobilisiert,

anschließend erfolgt die Inkubation mit dem entsprechenden Enzym. Auf dieser Schicht

Enzym können wiederum Antikörper gebunden werden, die mit ihrer zweiten

Bindungsstelle eine weitere Schicht Enzym binden können. Abbildung 3.6 zeigt eine

schematische Darstellung dieses Immobilisierungsverfahrens.
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Abb. 3.6: Schematische Darstellung des Immunoaffinity Layering mit Anti-Enzym-

Antikörpern

Im folgenden wird das Immunoaffinity Layering-Verfahren mit polyklonalen Anti-Enzym-

Antikörpern gegen Glucose-Oxidase und Peroxidase beschrieben, die aus Kaninchen

isoliert wurden [64, 72]. Die Antikörper werden auf 1 ml CNBr-aktivierter Sepharose

immobilisiert und mit 70 U Glucose-Oxidase oder 150 U Peroxidase für 12 Stunden bei

20°C inkubiert [72]. Es wird wechselweise mit Antikörpern und Enzym inkubiert, bis die

gewünschte Anzahl Schichten erreicht ist.
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Nach der Ausbildung jeder Schicht wird das Trägermaterial in einer Enzymkartusche in ein

FIA-System integriert. Dabei können Veränderungen in der Aktivität (=Sensitivität) des

Systems festgestellt werden.

3.6.3 Immunoaffinity Layering von Glucose-Oxidase

Zur Charakterisierung des Immobilisats wird ein FIA-System mit amperometrischer

Detektion des Gelöstsauerstoffs nach Abbildung 2.2 verwendet.
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Abb. 3.7: Messung mit einer Glucose-Oxidase-Kartusche mit 1, 2 oder 3 Schichten

Antikörper/Enzym. Volumenstrom 1,0 ml/min, Probenvolumen 30 µl [72]

Abbildung 3.7 zeigt die steigenden Meßsignale an der Sauerstoffelektrode mit jeder

Schicht Antikörper/Enzym. Bei einer Glucose-Konzentration von 0,5 g/l nimmt die

Signalhöhe mit jeder Antikörper/Enzym-Schicht um 50 % zu. Nach Inkubation mit sechs

Schichten Antikörper/Enzym konnte die Aktivität des Immobilisats um mehr als das

20fache gesteigert werden [64]. Es ist möglich, mit polyklonalen Anti-Enzym-Antikörpern

ein Netzwerk ähnlich Con A/Glykoenzym aufzubauen. Die Zunahme der Aktivität mit
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weiteren Schichten deutet darauf hin, daß die inneren Enzymschichten weiterhin für das

Substrat erreichbar sind. Offenbar stellt das Netzwerk keine Diffusionsbarriere für die

vergleichsweise kleinen Substrate dar. Die Zunahme der Aktivität ist im Vergleich zum

Bioaffinity Layering mit Con A geringer, was darauf hindeuten könnte, daß Con A mit

seiner tetrameren Struktur besser für die Ausbildung mehrerer Schichten geeignet ist [73].

Die Bindung an polyklonale oder monoklonale Antikörper stabilisiert Enzyme gegen

verschiedene Formen der Deaktivierung [18, 74, 75]. Abbildung 3.8 zeigt die thermische

Stabilität von mehreren Schichten Antikörpern/Glucose-Oxidase bei 60°C.
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Abb. 3.8: Thermische Stabilität mehrerer Schichten Antikörper/Glucose-Oxidase gegen

Denaturierung bei 60°C in 20 mM KPP, pH 7,2 [64]

Die Messung zeigt, daß die thermische Stabilität mit der Anzahl der gebildeten Schichten

zunimmt. Das Immobilisat aus drei Schichten Antikörper/GOD weist nach zwei Stunden

bei 60°C eine 2,5fach höhere Aktivität auf als der Träger mit einer Schicht Enzym. Bei

immobilisierten Enzymen ist allgemein eine höhere thermische Stabilität beobachtet

worden, je größer die Anzahl der Bindungen zum Träger ist [76-78]. Dabei spielt es

offenbar keine Rolle, ob es sich um kovalente [79] oder nicht-kovalente Wechsel-



3 Immobilisierung von Enzymen                 23

_________________________________________________________________________

wirkungen handelt [20]. Die erhöhte thermische Stabilität der Enzyme im Netzwerk läßt

sich mit der größeren Anzahl an Bindungen deuten.

Die Enzym-Antikörper-Bindung besitzt gegenüber der kovalenten Immobilisierung den

Vorteil der Reversibilität. Die Bindung läßt sich innerhalb von 15 Minuten durch einen

pH-Shift (0,2 M Glycin/HCl, pH 2,5, 0,15 M NaCl) eluieren. Wie in Abbildung 3.9

dargestellt, geht die Aktivität der Kartusche vollständig zurück.
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Abb. 3.9: Reversibilität der Bindung. Messung von fünf Glucose-Standards. Elution der

Glucose-Oxidase durch pH-Shift und erneute Inkubation mit Enzymlösung

Nach Waschen mit Puffer wird mit frischer Enzymlösung inkubiert, wobei die ursprüng-

liche Aktivität nahezu wieder erreicht wird. Dieses Verfahren kann bei Biosensoren

beispielsweise dazu genutzt werden, deaktivierte biologische Komponenten zu eluieren

und automatisch durch frisches Enzym zu ersetzten.
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3.6.4 Immunoaffinity Layering von Peroxidase

Um die Anwendbarkeit des in Kapitel 3.6.3 beschriebenen Verfahrens für andere Enzyme

zu überprüfen, wird Peroxidase mit Antikörpern auf CNBr-aktivierter Sepharose

immobilisiert. Das Immobilisat wird in einer Enzymkartusche in ein FIA-System integriert.

Für die Bestimmung von H2O2 wird die Oxidation von 2-2'-Azino-bis 3-Ethyl-

benz-thiazoline-6-sulfonsäure (ABTS) photometrisch bei 425 nm in einer Durchfluß-

küvette verfolgt [21, 64, 72].
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Abb. 3.10 Messung mit einer Peroxidase-Kartusche mit 1 und 2 Schichten Anti-

körper/Enzym. Flußrate 1,0 ml/min, Probenvolumen 670 µl, Stopped-Flow Methode

Auch bei Peroxidase zeigt sich die Zunahme der Signalhöhe um etwa 50 % von der ersten

zur zweiten Schicht Antikörper/Peroxidase. Durch die gesteigerte Sensitivität wird die

Bestimmung von H2O2 bis in den Konzentrationsbereich von 1 µM möglich (Messung

nicht dargestellt, siehe [72]). Die Verwendung von Anti-Enzym-Antikörpern gestattet die

spezifische Immobilisierung unterschiedlicher Enzyme. Im folgenden soll der Einsatz eines

Immunoaffinity Sensors zur Prozeßanalytik untersucht werden.



3 Immobilisierung von Enzymen                 25

_________________________________________________________________________

3.6.5 Immunoaffinity Layering zur Prozeßanalytik

Um die Stabilität der Immunoaffinity Layering-Präparate für die Anwendung in der

Biosensorik zu demonstrieren, wird bei einer Kultivierung von S. cerevisiae (siehe Anhang

8.4.1) on line die Glucose-Konzentration gemessen. Durch ein Probenahmemodul [80]

wird kontinuierlich zellfreie Probe aus dem Fermenter gezogen. Das Ergebnis der Messung

ist in Abbildung 3.11 dargestellt.
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Abb. 3.11: Verlauf der Glucose-Konzentration bei der Kultivierung von S. cerevisiae.

Messung mit einer Enzymkartusche mit drei Schichten Antikörper/Enzym und Vergleich

der Meßwerte mit der Yellow-Spring-Instruments-Referenz (YSI)

Der Verlauf der Glucose-Konzentration kann während der Kultivierungsdauer von zehn

Stunden in guter Übereinstimmung mit der YSI-Referenz verfolgt werden. Das Anti-

körper/Enzym-Immobilisat zeigt eine gute Stabilität bei Raumtemperatur und ist bei

Lagerung bei + 4°C über Monate stabil.
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3.7 Zusammenfassung

Ziel der Immobilisierung von Enzymen ist es, eine möglichst hohe Enzymaktivität an das

Trägermaterial zu binden. Das kann besonders in der Biosensorik notwendig sein, wenn

die zur Verfügung stehende Fläche auf elektronischen Bauteilen klein ist [46, 81]. Die

irreversible Immobilisierung auf Polymerträgern wie VA-Epoxy oder CNBr-aktivierter

Sepharose ist eine einfache und schnelle Methode, bei der jedoch ein Aktivitätsverlust des

Enzyms in Kauf genommen wird. Eine reversible Immobilisierungsmethode stellt die

Bindung von Enzymen über Metallionen an chelatisierende Sepharose dar. Der

Aktivitätsverlust ist minimal und deaktivierte biologische Komponenten können vom

Träger eluiert und durch frische Enzyme ersetzt werden. Die Stabilität von Glucose-

Oxidase gegen Deaktivierung bei 60°C wurde für verschiedene Metallionen untersucht,

wobei die Bindung über Cu2+-Ionen die größte Stabilität zeigte.

Die Kombination von chelatisierender Sepharose mit Con A eröffnet neue Möglichkeiten

bei der Immobilisierung von Glykoenzymen. Auf dem gleichen Trägermaterial können

verschiedene Enzyme gezielt immobilisiert oder eluiert werden, ohne sich gegenseitig zu

beeinflussen. Es ist somit möglich, deaktivierte Enzyme in Biosensoren auf einfache Art

und Weise zu ersetzen, ohne Eingriffe in die Hardware vornehmen zu müssen. Anhand der

Messung von Saccharose und Glucose mit Invertase und Glucose-Oxidase konnte die

Elution und erneute Immobilisierung der biologischen Komponenten gezeigt werden.

Mit dem Bioaffinity Layering-Verfahren steht eine leistungsfähige Immobilisierungs-

methode zur Verfügung, die die Herstellung hochaktiver und stabiler Immobilisate

gestattet. Die Enzymschichten lassen sich sowohl unter Verwendung des Lektins Con A

als auch mit Antikörpern aufbauen. Die Wirksamkeit dieser Methode wurde beim

Immunoaffinity Layering von Glucose-Oxidase und Peroxidase unter Beweis gestellt. Im

Vergleich zur herkömmlichen Immobilisierung konnte bei jeder weiteren Enzymschicht

eine Steigerung der Aktivität beobachtet werden. Zugleich war eine erhöhte Stabilität

gegenüber der Denaturierung bei 60 °C zu beobachten. Die Immobilisierung von mehreren

Enzymschichten ist im Vergleich zu der irreversiblen Immobilisierung jedoch auf-

wendiger.
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4 Analytik von Aminosäuren in Zuckerrübenmelasse

4.1 Die chromatographische Melasseentzuckerung

Melasse fällt als Nebenprodukt bei der Zuckerherstellung aus Zuckerrüben an. Sie ist mit

etwa 60% Trockensubstanzanteil hochviskos, tiefbraun und wird hauptsächlich als

Futtermittel und Rohstoff für Fermentationen verwendet [82]. Bei der Amino GmbH,

Frellstedt, werden jährlich etwa 60.000 t Zuckerrübenmelasse in ihre Bestandteile

aufgetrennt. Neben der Gewinnung des 50%igen Zuckeranteils, der als Flüssigzucker

anfällt, erlaubt der seit 1983 betriebene chromatographische Prozeß ebenfalls die gezielte

Anreicherung anderer Komponenten: „Minor Components“, Rest- und Wertstoffe, die nur

zu einem geringen Anteil (<1 %) in der Melasse enthalten sind, deren Gewinnung sich

jedoch aufgrund der großen Menge anfallender Zuckerrübenmelasse lohnen kann. Dazu

zählen beispielsweise Aminosäuren und Oligosaccharide.

Bei der Amino GmbH wird zur Aufarbeitung von Zuckerrübenmelasse das von Hongisto et

al. sowie Heikkilä beschriebene Finnsugar-Trennverfahren eingesetzt [83-85]. Die Melasse

wird nach exakter Einstellung des Trockensubstanz-Gehalts, des pH-Wertes und

anschließender Enthärtung durch Ionenausschluß-Chromatographie in einzelne Fraktionen

getrennt. Durch geschicktes Rückführen von Zwischenprodukten und Fraktionen wird bei

gleichem Elutionswasserverbrauch eine auch von modernsten SMB-Anlagen (Simulated-

Moving-Bed) nicht übertroffene Zuckerreinigung erzielt [86]. Die SMB-Technologie wird

in der Literatur zur chromatographischen Trennung von Stoffgemischen beschrieben [87-

90]. Gegenüber SMB-Anlagen weist die in Frellstedt installierte Entzuckerung jedoch eine

wesentlich höhere Flexibilität auf, wodurch die gleichzeitige Aufreinigung von mehr als 3

Komponenten erst ermöglicht wird [91].

Die Zuckerrübenmelasse wird zunächst in sechs 80 m3-Chromatographiesäulen in

Fraktionen aufgetrennt. Als Trennmaterial dienen monodisperse sulfonierte Polystyrol-

DVB-Harze und als Elutionsmittel heißes Wasser (90°C). Durch osmotische Effekte

unterliegt die Füllhöhe in den Säulen starken Schwankungen, die bis zu einem halben

Meter betragen können [91]. Alle Säulen, obwohl gleich konstruiert und mit dem gleichen

Material gefüllt, zeigen ein leicht unterschiedliches Elutionsverhalten. Die komplette
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Trennung von der Aufgabe bis zur Elution dauert etwa 6 Stunden. Durch geschickte

Prozeßführung ist es jedoch möglich, drei Trennläufe gleichzeitig durchzuführen, um so

das Säulenvolumen besser zu nutzen. Damit reduziert sich die Zeit für einen Trennzyklus

auf etwa 2 Stunden. Abbildung 4.1 zeigt das Elutionsprofil einer Trennkolonne (TK).
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Abb. 4.1: Elutionsprofil einer Trennkolonne der chromatographischen Melasse-

entzuckerung, Amino GmbH, Frellstedt, mit Schnittführung der industriellen Anlage:

Restmelasse, Serin, Saccharose, Rückführung, Betain (vereinfachte Darstellung)

Die im oberen Teil der Abbildung dargestellten Hauptfraktionen werden von der

Prozeßsteuerung geschnitten. So eluiert im Bereich bis zur 40. Minute die Restmelasse-

Fraktion, die einen großen Teil der Salze organischer Säuren enthält. Diese Fraktion wird

aufkonzentriert und gelangt als teilentzuckerte Melasse in den Handel. Anschließend wird

für einen Zeitraum von etwa 5 Minuten die Serin-Fraktion gewonnen, die zu einem

geringen Teil aus D-Serin besteht. Es folgt die Saccharose-Fraktion, die etwa bis zur 80.

Minute geschnitten wird und bereits Saccharose in hoher Reinheit liefert. Nach einer

Rückführfraktion wird Betain gewonnen, anschließend wiederholt sich der Zyklus von

vorne. Die Trennkolonnen sind etwa 14-20 Tage kontinuierlich in Betrieb, bis sich die
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Trennleistung verschlechtert. Anschließend erfolgt eine Rückspülung des Harzes. Durch

Bruch des Polymermaterials entsteht ein geringer Verlust, der durch Zugabe neuen Harzes

ausgeglichen wird. Das Harz hat eine Lebensdauer von mindestens 15 Jahren. Die hohen

Temperaturen im Trennprozeß erleichtern die Diffusion in die Harzporen und beugen

Foulingeffekten vor.

Abb. 4.2: Trennsäulen zur weiteren chromatographischen Aufreinigung der gewonnenen

Fraktionen.

4.1.1 Produkte der Melasseentzuckerung

Die aus dem nachwachsenden Rohstoff Melasse gewonnene Saccharose wird nicht

kristallisiert, sondern findet als Flüssigzucker in der Lebensmittelindustrie Verwendung.

Dabei durchläuft die Saccharose-Fraktion mehrere Aufreinigungsstufen, in denen ver-

bliebene Salze und Farbstoffe abgetrennt werden. Die gewünschte Süße kann durch

Invertieren eingestellt werden (Invertzuckersirup). In diesem Prozeß wird Saccharose

teilweise durch saure Hydrolyse zu Glucose und Fructose gespalten. Es sind auch farbige
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Zuckerlösungen herstellbar, die noch einen Teil der Melasseinhaltsstoffe enthalten und z.

B. für die Herstellung von Lebkuchen eingesetzt werden [92].

Die gewonnenen L-Aminosäuren werden als Pharmawirkstoffe in der pharmazeutischen

Industrie eingesetzt. Sie werden beispielsweise Infusionslösungen zugesetzt, finden sich

aber auch in speziellen Nahrungsergänzungsmitteln. Betain ist sowohl als Pharmawirkstoff

als auch als Futtermittelzusatz gefragt [92]. L-Tryptophan wird nicht direkt aus der

Melasse gewonnen, sondern in einem Biotransformationsprozeß aus L-Serin und Indol

hergestellt. Aus der im Trennprozeß gewonnenen D- + L-Serin-Lösung wird nach Auf-

reinigung an einem sauren Kationentauscher das Racemat D/L-Serin auskristallisiert und

als Pharmawirkstoff vermarktet, die erhaltene L-Serin-Lösung kann zu L-Serin

aufgereinigt werden oder für die enzymatische Umsetzung verwendet werden [93, 94]. Das

nach Aufreinigung und Kristallisation gewonnene L-Tryptophan wird z. B. als natürliches

Antidepressivum und Sedativum verwendet [92]. Mit ähnlichen Trenn- und Aufreinigungs-

schritten lassen sich weitere in der Melasse enthaltene Aminosäuren gewinnen.

4.1.2 Probleme der Prozeßführung

Die Prozeßführung basiert auf physikalischen Parametern, die on line gemessen werden:

dazu gehören Dichte, Leitfähigkeit, pH-Wert und Temperatur. Durch densitometrische

Messung des Trockensubstanzgehaltes (1°Bx =̂ 1 % TS) und durch Bestimmung des

Drehwinkels von linear polarisiertem Licht im Polarimeter (1°S =̂ 1 % Saccharose) läßt

sich durch Bildung des Quotienten Qz=°S/°Bx die Reinheit der Saccharose-Lösung

bestimmen. Für Saccharose ist somit eine schnelle On-line-Analytik verfügbar, die die

Saccharose-Konzentration im Trennprozeß, einen zur Prozeßsteuerung wichtigen

Parameter, bestimmen kann. Diese Analytik liefert jedoch keine Absolutwerte und wird

durch alle Melasseinhaltsstoffe gestört, die ebenfalls den Brechungsindex oder die Ebene

des polarisierten Lichtes verändern (siehe Kapitel 5.2). Dazu zählen neben Aminosäuren

andere Saccharide wie Raffinose. Diese Komponenten kommen jedoch im Vergleich zu

Saccharose nur in geringer Konzentration in der Melasse vor, so daß die Meßmethodik

eine recht gute Abschätzung erlaubt.

Für die Gewinnung von D/L-Serin, L-Serin und anderen Aminosäuren ist zur Zeit keine

On-line-Analytik verfügbar, es werden nur physikalische Parameter zur Prozeßsteuerung
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herangezogen. Das Elutionsverhalten der Aminosäuren im Prozeß wird aufgrund von

Erfahrungswerten abgeschätzt und in regelmäßigen Abschnitten durch Probenahme und

Analyse im Labor kontrolliert. Zur Analytik des Trennprozesses wird ein Aminosäure-

Analyser (siehe Anhang 8.8.1) verwendet, der für die Messung einer Probe etwa 60

Minuten benötigt. Zur Charakterisierung einer Fraktion werden etwa 10-15 Proben über

Nacht analysiert, d.h. es würde mit einer zeitlichen Verzögerung von mindestens 24h

festgestellt werden, ob die Trennung optimal verläuft. Durch die zahlreichen Rückführ-

Fraktionen wird sichergestellt, daß nur wenig Verluste an Serin auftreten. Die Reinheit,

Ausbeute und Konzentration der hier gewonnenen Serin-Fraktion hängt von der optimalen

Schnittführung ab. Im anschließenden Aufreinigungsprozeß müssen alle Verunreinigungen

und das Prozeßwasser aus dieser Serin-Fraktion wieder entfernt werden. Dieses Verfahren

ist mit einem großen Einsatz von Energie und Prozeßwasser, sowie der Produktion

signifikanter Abwassermengen verbunden. Mit der Etablierung einer Prozeßanalytik für

Serin wäre somit eine deutliche Kostenreduktion und Umweltentlastung möglich.
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4.2 Analytik von D/L-Serin in Zuckerrübenmelasse

L-Serin gehört zur Gruppe der nichtessentiellen Aminosäuren, d. h. es muß nicht durch die

Nahrung aufgenommen werden, sondern kann vom menschlichen Organismus synthetisiert

werden. Dort ist es in der Lage, Eisen zu binden und durch die Membranen der Zellen zu

schleusen [95]. Serin hat als Phosphorsäure-Ester physiologische Bedeutung und kann sich

durch die Hydroxylgruppe am Aufbau von Wasserstoffbrückenbindungen beteiligen.

L-Serin

O

HO
NH2

OH

H

D-Serin

O

HO
NH2

OH

H

Abb. 4.3: Strukturformel von D- und L-Serin

Wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, gelangt das bei der Melasseentzuckerung gewonnene

Serin als Racemat oder L-Serin in den Handel. Derzeit ist jedoch der Biotrans-

formationsprozeß zu L-Tryptophan wirtschaftlich sinnvoller.

4.2.1 Serin-Analytik - Stand der Technik

Die Analytik von Aminosäuren mit High-Performance-Liquid-Chromatographie (HPLC)

wird in der Literatur beschrieben, erfordert aber eine aufwendige Vor- oder Nach-Säulen-

Derivatisierung, bevor eine spektrophotometrische Analyse möglich ist [96-98]. Als

Standardmethode hat sich der Aminosäure-Analyser (ASA) etabliert, bei dem die Amino-

säuren unter Ausnutzung der unterschiedlichen pKa-Werte voneinander getrennt werden

[57] (siehe Kapitel 8.8.1). Mit etwa 30-120 Minuten pro Analyse sind diese Geräte zur

Steuerung von schnellen Trennprozessen zu langsam; sie werden folglich zur Qualitäts-

kontrolle eingesetzt. Erste Ansätze zur elektrochemischen Detektion von Aminosäuren

werden unter [99-100] beschrieben. Eine Analysenmethode mittels NIR-Spektroskopie

wird in [101] beschrieben, jedoch ist diese Methode in stark gefärbten Lösungen wie

Melasse nicht anwendbar.
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4.2.2 Zielsetzung

Die Serin-Fraktion eluiert, abhängig von der Trennkolonne, über einen Zeitraum von vier

bis sechs Minuten (siehe Abbildung 4.1). Wie in Kapitel 4.1.2 erläutert, steht zur Zeit

keine schnelle Möglichkeit zur Serin-Analytik zur Verfügung, die zur Steuerung des

Trennprozesses genutzt werden kann.

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Biosensors, der eine schnelle Serin-

Analytik ermöglicht und ebenfalls zur Prozeßsteuerung einsetzbar ist. Die Schritte, die für

den Aufbau eines solchen Systems durchlaufen werden, sind [30]:

• Auswahl geeigneter Enzymsysteme und Transducer

• Immobilisierung der Enzyme

• Optimierung der Anwendungsbedingungen

• Integration von Enzym und Transducer in ein FIA-System

• Optimierung der automatischen Analysen

• Ankopplung des Systems an den industriellen Chromatographieprozeß

4.2.3 D-Aminosäure-Oxidase

Nach ersten Versuchen mit L-Aminosäure-Oxidase (L-ASOD) als biologischer Kompo-

nente hat sich gezeigt, daß im Bereich der Serin-Fraktion etwa zehn L-Aminosäuren in

unterschiedlicher Konzentration eluieren. Die L-Aminosäure-Oxidase aus Crotalus atrox

setzt kein L-Serin um [19], so daß mit diesem Enzym kein L-Serin-Sensor aufgebaut

werden konnte. Nur wenige Aminosäuren, wie Serin und Tyrosin, racemisieren teilweise

aufgrund ihrer CH-Acidität bei den hohen Temperaturen (bis zu 98°C) und dem hohen pH-

Wertes (bis zu pH 11,9), die während der Carbonatation (Kalkung mit CaCO3 und CO2 zur

Abtrennung der Nichtzuckerstoffe) des Rohsaftes in der Zuckerfabrik auftreten [92].

Diesen Umstand kann man sich für die Entwicklung eines Biosensors zunutze machen,

indem man das D-Enantiomer des Serins bestimmt. Wenn eine D-Aminosäure-Oxidase als

biologische Komponente eingesetzt wird, sind keine Querempfindlichkeiten zu

vorhandenen L-Aminosäuren zu erwarten. Die D-Aminosäure-Oxidase aus Trigonopsis
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variabilis wird im industriellen Maßstab zur Oxidation von Cephalosporin C zu 7-

Aminocephalosporinsäure (7-ACA) genutzt und setzt ebenfalls D-Serin um [102]. Das

Immobilisat wird in einer Enzymkartusche in ein FIA-System mit amperometrischer

Sauerstoffelektrode integriert. Abbildung 4.4 zeigt die Kalibrationsfunktion des

Biosensors.
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Abb. 4.4: Kalibrationsfunktion des Sensors mit D-Aminosäure-Oxidase, Volumenstrom

1,4 ml/min [47]

Die Messungen zeigen, daß der Sensor zur Bestimmung von D-Serin in Standards im

Konzentrationsbereich von 0,5 – 2,5 g/l geeignet ist. Die Zeit für eine Messung beträgt

etwa 5 Minuten und stellt damit eine deutlich schnellere Analytik als HPLC oder ASA dar.

Die D-Aminosäure-Oxidase aus Trigonopsis variabilis setzt D-Serin neben weiteren D-

Aminosäuren um. Es soll zunächst die Querempfindlichkeit des Enzyms zu anderen D-

Aminosäuren untersucht werden. Dazu werden Proben der Serin-Fraktion in Abständen

von 90 Sekunden vom chromatographischen Trennprozeß genommen. Die Proben

enthalten eine Reihe L-Aminosäuren, einen Anteil D-Serin sowie D-Tyrosin und werden
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mit dem Biosensor analysiert. Das Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 4.5

dargestellt.

0 2 4 6 8 10 12 14 16

0

10

20

30

40

50

 D- + L-Serin (ASA)

 Biosensor (Serin)

 D- + L-Tyrosin (ASA)

K
o

n
z
e

n
tr

a
ti
o

n
 [

re
l.
 E

in
h

e
it
e

n
]

Zeit [min]

Abb. 4.5: Eluatproben aus der Serin-Fraktion. Meßwerte des Biosensors mit D-

Aminosäure-Oxidase und Vergleich der Werte mit der Referenzanalytik (ASA) [47]

Es ist deutlich zu erkennen, daß der mit dem Biosensor gemessene Verlauf nicht mit dem

Verlauf der Serin-Konzentration übereinstimmt, der mit dem Aminosäure-Analyser

bestimmt wurde. Die Ursache sind Spuren von D-Tyrosin, welches aufgrund der

Enzymspezifität bevorzugt umgesetzt wird. In der Zeit zwischen der 8. und 10. Minute

erkennt man lediglich einen leichten Anstieg der Meßwerte, danach überdeckt das D-

Tyrosin die D-Serin-Signale.

4.2.4 D-Serin-Dehydratase

Aufgrund der Erfahrungen mit der D-Aminosäure-Oxidase wurde nach einem spezi-

fischeren Enzym gesucht. Eine D-Serin-Dehydratase aus Klebsiella pneumoniae setzt D-
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Serin zu Pyruvat um. Das Enzym wurde vom Arbeitskreis PD Dr. Lutz Fischer (TU

Braunschweig) isoliert und zur Verfügung gestellt. Eine Beschreibung der Isolierung und

teilweisen Aufreinigung findet sich im Anhang unter Kapitel 8.5.

Das Enzym reagiert nicht nur mit D-Serin (=100 %), sondern setzt ebenfalls L-Serin

(7,9 %), sowie geringe Anteile L- (1,9 %) und (16,3 %) D-Threonin um [22]. D-Threonin

liegt jedoch im Eluat nicht vor, so daß keine Querempfindlichkeiten zu dieser D-

Aminosäure erwartet werden.

Zur Detektion der Umsetzung von D-Serin zu Pyruvat könnte das entstehende NH3 bzw.

NH4
+ entweder photometrisch oder über die Änderung des pH-Wertes nachgewiesen

werden. Das entstandene NH3 führte jedoch zu keiner meßbaren pH-Verschiebung, so daß

ein zweiter enzymatischer Reaktionsschritt zum Nachweis des Pyruvats untersucht wurde.

Als Detektionsreaktion wäre der Einsatz von Pyruvat-Oxidase kombiniert mit einer

amperometrischen Sauerstoffelektrode denkbar. Die Methoden erwies sich ebenfalls als

nicht empfindlich genug, so daß als zweiter Reaktionsschritt die durch Lactat-

Dehydrogenase katalysierte Reaktion von Pyruvat zu Lactat ausgewählt wurde [22]. Ein

Schema dieser gekoppelten enzymatischen Reaktion ist in Abbildung 4.6 dargestellt.
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Abb. 4.6: Schema der gekoppelten Reaktion von D-Serin-Dehydratase und Lactat-

Dehydrogenase zur Detektion von D-Serin [22]
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Im ersten Reaktionsschritt erfolgt eine Desaminierung des D-Serins zu Pyruvat mit Hilfe

der D-Serin-Dehydratase. Dabei werden als Zwischenstufen wahrscheinlich ein Amino-

acrylat und ein Imin durchlaufen [22]. In der anschließenden Reaktion findet eine

Umsetzung des gebildeten Pyruvats zu Lactat statt. Katalysiert wird diese zweite Reaktion

durch das Enzym Lactat-Dehydrogenase, wobei Nicotinamidadenindinucleotid (NADH,

reduzierte Form) als Coenzym eingesetzt wird. NADH wird in dieser Gleichgewichts-

reaktion, deren Gleichgewicht weit auf der Seite des Lactats liegt, zu NAD+ oxidiert. Die

Abnahme der NADH-Konzentration wird photometrisch bei 340 nm verfolgt und ist

proportional zur D-Serin-Konzentration. Dadurch, daß in der zweiten enzymatischen

Reaktion nur das aus Serin gebildete Pyruvat umsetzt wird, ist eine Steigerung der

Selektivität möglich. Störende Nebenreaktionen, die bei dem ersten Reaktionsschritt

auftreten können, werden auf diese Art und Weise nicht detektiert.

4.2.5 Küvettentest

Basierend auf dem in Kapitel 4.2.4 beschriebenen Multi-Enzymsystem wurde ein photo-

metrischer Assay entwickelt, der die Bestimmung von D-Serin ermöglicht [103]. Die

Enzyme werden in diesem Küvettentest nativ eingesetzt und die Abnahme der NADH-

Konzentration bei 340 nm bestimmt (siehe Anhang 8.6.1). Abbildung 4.7 zeigt die

Messung von Proben der Serin-Fraktion mit dem D-Serin-Dehydratase-Assay und den

Vergleich der Meßwerte mit dem Aminosäure-Analyser.
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Abb. 4.7: Messung von Eluatproben mit dem Enzymassay und Vergleich der Meßwerte

mit der Aminosäure-Analyser-Referenz

Mit der Messung von Proben aus dem chromatographischen Trennprozeß sollte untersucht

werden, ob sich das Multi-Enzymsystem zur Analytik von Serin im Eluat der

Trennkolonnen eignet. Abbildung 4.7 zeigt, daß der Verlauf der Serin-Konzentration gut

mit der Referenzanalytik übereinstimmt, die gemessene Serin-Konzentration liegt jedoch

im Mittel 40 % über den Referenzwerten. Querempfindlichkeiten zu anderen Aminosäuren

(vgl. Abbildung 4.5) sind nicht zu beobachten. Ein Nachteil des beschriebenen Assays ist

der hohe Zeitaufwand pro Probe und die ungenaue Auswertung durch die von Hand zu

bestimmende Tangentensteigung. Die erwähnten Nachteile sollen durch Immobilisierung

der D-Serin-Dehydratase und der Integration in ein FIA-System beseitigt werden. Die

Automation der Messungen soll mit dem Ziel verfolgt werden, die Meßzeit zu verkürzen

und die Präzision der Messung zu erhöhen.
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4.2.6 Integration des Immobilisats in ein FIA-System

Die D-Serin-Dehydratase wurde vom Arbeitskreis Dr. Lutz Fischer auf dem Polymerträger

VA-Epoxy immobilisiert (siehe Kapitel 3.1) und für Untersuchungen zur Verfügung

gestellt. Um die Aktivität des hergestellten Immobilisats zu untersuchen, wurde ein leicht

modifizierter Enzymassay eingesetzt (siehe Anhang 8.6.1). Die Aktivität des frisch

hergestellten Immobilisats ist abhängig von der Enzymausbeute bei der Kultivierung und

der anschließenden Aufreinigung. Obwohl das Immobilisat unter gleichen Bedingungen

hergestellt wurde, lag die Aktivität für verschiedene Ansätze zwischen 20 und 100 U pro g

Träger [104].

Für die Optimierung des Sensorsystems wird das Immobilisat in eine thermostatisierbare

Enzymkartusche (V= 1 ml) gefüllt und in ein FIA-System nach Abbildung 2.2 integriert.

Als Transducer wird ein Photometer (340 nm) mit einer Durchflußküvette (V= 250 µl)

verwendet, um die Abnahme der NADH-Konzentration zu messen. Jede Probe wird mit

NADH und nativer Lactat-Dehydrogenase versetzt. Die Optimierung des Systems ergab

folgende Parameter [30]:

• NADH-Konzentration: 7 mM

• Lactat-Dehydrogenase-Konzentration: 100 U pro Probe

• Volumenstrom des Puffers: 0,5 ml/min (50 mM KPP, pH 8,0)

• Temperatur der Enzymkartusche: 32°C

Die eingesetzte NADH-Konzentration soll möglichst gering sein, um die Analysenkosten

niedrig zu halten. Gleiches gilt für die nativ zugesetzte Lactat-Dehydrogenase. Der

Volumenstrom durch das FIA-System beeinflußt sowohl die Sensitivität als auch die

Meßzeit. Bei einem Volumenstrom von 0,5 ml/min ist die Messung einer Probe in etwa 5

Minuten möglich. Obwohl das Temperaturoptimum für native D-Serin-Dehydratase bei

40°C [22] und für native Lactat-Dehydrogenase bei 37°C [19] liegt, wurde als

Temperaturoptimum für die gekoppelte enzymatische Reaktion 32°C ermittelt [30].

Abbildung 4.8 zeigt eine Kalibrationsfunktion nach Optimierung der Systemparameter.



40  4 Analytik von Aminosäuren in Zuckerrübenmelasse

_________________________________________________________________________

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

1,1

S
e

n
s
o

rs
ig

n
a

l 
[V

]

D-Serin [g/l]

Abb. 4.8: Kalibrationsfunktion für D-Serin im Konzentrationsbereich 0,125 g/l - 0,5 g/l,

7 mM NADH, 100 U LDH pro Standard, T=32°C, Volumenstrom 0,5 ml/min [30]

Die in Abbildung 4.8 dargestellte Kalibrationsfunktion hat eine negative Steigung, da das

Sensorsignal mit steigender D-Serin-Konzentration abnimmt (= höherer NADH-Ver-

brauch). Die NADH-Konzentration muß so gewählt werden, daß auch bei der höchsten

Serin-Konzentration ein geringes Restsignal zur Auswertung verbleibt. Für die angeführten

Meßbedingungen liegt der lineare Bereich des Biosensors bei etwa 0,1 bis 0,5 g/l D-Serin.

Die Standardabweichung für 10 Messungen mit einem Standard (0,25 g/l D-Serin) beträgt

1,3 %.

Für die Berechnung der Serin-Konzentration von Proben aus dem Chromatographieprozeß

muß sowohl die Verdünnung als auch das Enantiomerenverhältnis (D-Serin/L-Serin =

25:75) beachtet werden. Für die folgenden Messungen werden die Proben 1:10 mit Puffer

verdünnt.
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Abb. 4.9: Serin-Konzentration in Eluatproben der TK 4, 7 mM NADH, 100 U LDH pro

Standard, T=32°C, Volumenstrom 0,5 ml/min und Vergleich der Meßwerte mit der HPLC-

Referenz [105]

Bei der Messung kann eine gute Übereinstimmung mit der Referenzanalytik erzielt

werden, d.h. das Maximum der Serin-Konzentration und die Peakform werden gut erfaßt.

Die mittleren Abweichungen im Vergleich zur Referenzanalytik betragen 20 %. Eine

mögliche Fehlerquelle stellt das Enantiomerenverhältnis von D- zu L-Serin dar. Diese und

folgende Messungen setzen dieses Verhältnis als konstant voraus [103]. Da es sich bei

Melasse um einen Naturstoff handelt, sind Schwankungen im Enantiomerenverhältnis

denkbar.
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4.2.7 Stopped-Flow-Verfahren

Um eine weitere Verkürzung der Meßzeit bei vergleichbarer Sensitivität zu erreichen, wird

der Einsatz eines Stopped-Flow-Verfahrens untersucht. Dabei wird der Trägerstrom, der

durch das FIA-System fließt, in dem Augenblick gestoppt, in dem die Probe die

Enzymkartusche erreicht hat. Die Probe verbleibt zur Umsetzung 15-60 Sekunden in der

Kartusche, anschließend wird der Trägerstrom wieder in Bewegung gesetzt. Die

Optimierung des Verfahrens wird in [105] beschrieben.

Nach der Aufnahme einer Kalibrationsfunktion mit fünf Serin-Standards wird die D/L-

Serin-Konzentration von Eluat-Proben der Trennkolonne 8 (TK 8) bestimmt. In dieser

Säule wird die im Ionenausschlußprozeß gewonnene Serin-Fraktion weiter aufgereinigt.

Das Ergebnis der Messung ist in Abbildung 4.10 dargestellt.
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Abb. 4.10: Serin-Konzentration in Eluatproben der Serin-Trennkolonne 8, Messung mit

dem Serin-Biosensor nach Stopped-Flow-Verfahren und Vergleich der Meßwerte mit der

Referenzanalytik (ASA) [105]
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Abbildung 4.10 zeigt die gute Übereinstimmung zwischen den Meßdaten, die nach dem

Stopped-Flow-Verfahren mit dem Biosensor aufgenommen wurden und der Referenz-

analytik der Amino GmbH (ASA, siehe Anhang 8.8.1). Der Konzentrationsverlauf des

Serins wird gut erfaßt.

Durch den Einsatz des Stopped-Flow-Verfahrens kann die Meßdauer verkürzt und die

Sensitivität des Systems gesteigert werden. Die Zeit für eine Messung ohne Stopped-Flow

liegt bei 5 Minuten, durch Einsatz des Stopped-Flow-Verfahrens kann sie auf etwa 2

Minuten reduziert werden [105]. Die Standardabweichung für diese Meßmethode liegt mit

1,7 % (10 Messungen mit einem 0,25 g/l D-Serin Standard) in der gleichen Größen-

ordnung wie bei Messungen ohne Stopped-Flow (1,3 %) [30, 105].

4.2.8 Co-Immobilisierung der Lactat-Dehydrogenase

Zur weiteren Optimierung des Biosensors soll die bislang nativ zugesetzte Lactat-Dehydro-

genase ebenfalls immobilisiert werden. Dadurch sollen die Analysenkosten gesenkt und

die Probenvorbereitung vereinfacht werden. Zunächst wird Lactat-Dehydrogenase auf VA-

Epoxy immobilisiert und in einer zweiten Enzymkartusche hinter der D-Serin-Dehydratase

in ein FIA-System nach Abbildung 2.2 integriert. Dieses System aus zwei Enzym-

kartuschen kann zur Detektion von D-Serin verwendet werden. In Versuchen mit Invertase

und Glucose-Oxidase hat es sich jedoch als günstig erwiesen, beide Enzyme auf dem

gleichen Träger zu co-immobilisieren [47]. D-Serin-Dehydratase und Lactat-Dehydro-

genase wurden vom Arbeitskreis PD Dr. Lutz Fischer auf VA-Epoxy co-immobilisiert.

Das Immobilisat wird in ein FIA-System nach Abbildung 2.2 integriert und für die

folgenden Messungen verwendet. Obwohl die Aktivität der Lactat-Dehydrogenase mit 2-4

U/g Träger sehr gering ist, reicht die Aktivität aufgrund des niedrigen KM-Wertes (vgl.

Tabelle 2.1) zur Umsetzung des gebildeten Pyruvats aus. Die zur Immobilisierung der

Lactat-Dehydrogenase eingesetzte Aktivität war jedoch mit 2000-4000 U sehr hoch, so daß

die Optimierung der Immobilisierung Gegenstand weiterer Untersuchungen ist [104].

4.2.9 Schwellenwert der chromatographischen Schnittgrenzen

Die bei der chromatographischen Aufarbeitung von Melasse anfallende Serin-Fraktion

erstreckt sich über einen Zeitraum von vier bis sechs Minuten (vgl. Kapitel 4.1). Die Serin-



44  4 Analytik von Aminosäuren in Zuckerrübenmelasse

_________________________________________________________________________

Konzentration an den Grenzen dieses Intervalls beträgt etwa 2,5 g/l (bei idealer

Prozeßführung). Für die Prozeßanalytik wäre es ausreichend zu erkennen, wann dieser

Schwellenwert über- oder unterschritten wird. Die Fraktionen mit geringerem Serin-Gehalt

(vor und nach der Hauptfraktion) könnten so rechromatographiert werden.

Das Prozeßleitsystem sollte erkennen können, ob die Serin-Konzentration unter 2,5 g/l (=

Rechromatographieren) oder über 2,5 g/l (= Serin-Fraktion) liegt. Für das Multi-Enzym-

system kann dieser Schwellenwert über die NADH-Konzentration eingestellt werden.

Diese muß so gewählt werden, daß bei der höchsten D-Serin-Konzentration stets ein

geringes Restsignal zur Auswertung verbleibt. Setzt man weniger Cosubstrat ein, wird das

NADH vollständig umgesetzt und es wird oberhalb einer bestimmten D-Serin-

Konzentration kein Signal mehr detektiert. Unterhalb dieser Konzentration verbleibt ein

Restsignal durch nicht vollständig umgesetztes NADH. Abbildung 4.11 stellt die

Ergebnisse mit diesem Verfahren bei unterschiedlicher NADH-Konzentration dar.
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Abb. 4.11: Ermittlung eines Schwellenwertes für Serin, 3,2 mM bzw. 2,4 mM NADH,

Vergleich der Meßwerte mit dem Aminosäure-Analyser (Referenz), T=32°C, Messung

nach dem Stopped-Flow-Verfahren [105]

Die Messung zeigt, daß auch bei geringerer NADH-Konzentration die Peakform gut
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verfolgt werden kann. Zur Entscheidung, ob eine Haupt- oder Rückführfraktion vorliegt,

reicht die eingesetzte Menge von 2,4 mM NADH aus. Bei einer noch geringeren NADH-

Konzentration sind keine Aussagen mehr über den Konzentrationsverlauf zu machen.

Diese Methode ermöglicht eine weitere Reduzierung der Analysenkosten durch Reduktion

der eingesetzten NADH-Konzentration. In der Literatur sind Methoden zur Rück-

gewinnung des Cosubstrats beschrieben, diese sind jedoch im analytischen Maßstab

schlecht anwendbar [106].

4.2.10 Modellversuche zur On-line-Analytik

Die in Kapitel 4.2.7 beschriebenen Messungen mit dem Multi-Enzymsystem wurden off

line durchgeführt. Um die On-line-Fähigkeit des Biosensors unter Beweis zu stellen, soll in

einem Modellversuch der Abbau von D-Serin untersucht werden. Dazu wird in einem

gerührten und auf 31 °C temperierten Reaktor (V= 100 ml) 0,5 g/l D-Serin und 7,1 mM

NADH vorgelegt und die Reaktion nach 30 min durch Zugabe von 1000 U D-Aminosäure-

Oxidase (Boehringer) gestartet. Die Probenahme erfolgt kontinuierlich mit 0,2 ml/min, alle

280 Sekunden wird die D-Serin-Konzentration mit dem Biosensor bestimmt.
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Abb. 4.12: Umsetzung von D-Serin mit D-Aminosäure-Oxidase, Messung mit Biosensor

nach Stopped-Flow-Methode [105]

Die Messung zeigt, daß mit dem Biosensor der D-Serin-Abbau gut verfolgt werden kann.

Durch die kurze Analysenzeit von 125 Sekunden ist das System zur schnellen Analytik

von D-Serin gut geeignet. Für die weitere Charakterisierung des Sensors wird eine

Gradientenmischung von L- und D-Serin on line verfolgt. Dazu werden im Gradienten-

mischer 50 ml 0,3 g/l D-Serin mit 50 ml 0,3 g/l L-Serin gemischt (Zugabe mit 0,2 ml/min),

der Volumenstrom aus der Mischkammer beträgt 0,4 ml/min. Die Konzentration cD des D-

Serins zur Zeit t berechnet sich nach:
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CD(t)= c(D-Serin) zur Zeit t [g/l]

cD0= c(D-Serin) zur Zeit t=0 [g/l]

Q= Flußrate aus Mischkammer [ml/min]

Vm= Volumen der Mischkammer [ml]

t= Zeit [min]
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Abb. 4.13: Gradientenmischung von 0,3 g/l D-Serin mit 0,3 g/l L-Serin. Analyse der D-

Serin Konzentration mit dem Biosensor, Berechnung der L-Serin-Konzentration aus dem

Meßwert für D-Serin, Gepunktet: berechneter Gradient

Die Messungen zeigen, daß das System bei einer mittleren Abweichung von 5 % für die

Dauer des Versuchs die D-Serin-Konzentration gut verfolgen kann. Für die Überwachung

der Schnittgrenzen der Serin-Fraktion, die innerhalb von 4-6 Minuten von der Säule

eluiert, ist das System jedoch nicht schnell genug, da in dem zur Verfügung stehenden

Zeitraum nur zwei bis drei Meßwerte aufgenommen werden könnten.

4.2.11 Stabilität des D-Serin-Dehydratase-Immobilisats

Für einen Einsatz von Biosensoren in der Industrie ist die Langzeitstabilität von

entscheidender Bedeutung. Die Stabilität der biologischen Komponente erweist sich häufig

als limitierender Faktor. Bei nachlassender Aktivität sollte diese schnell und kostengünstig

ausgetauscht werden können. Ein Austausch ist bei Verwendung von Enzymkartuschen auf

einfache Art und Weise möglich. Um die Lagerstabilität des Immobilisats zu untersuchen,

wurde in zeitlichen Abständen die Aktivität bestimmt (vgl. Anhang 8.6.1).
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Tab. 4.1: Aktivität der D-Serin-Dehydratase bei Lagerung bei –18°C [105]

Tabelle 4.1 ist zu entnehmen, daß die Aktivität des Immobilisats bei Lagerung bei –18°C

langsam absinkt. In 15 Tagen ist ein Rückgang der Aktivität um 10-15 % zu verzeichnen.

Zwischen dem Immobilisat und dem Co-Immobilisat sind keine Stabilitätsunterschiede zu

erkennen. Aktivitätsverluste können durch Spannungen beim Einfrieren und Auftauen und

eine damit verbundene Schädigung der Enzymstruktur entstehen. Bei Lagerung im

Kühlschrank (+ 4°C) sind die zu verzeichnenden Aktivitätsverluste mit 30 % für einen

Zeitraum von 14 Tagen etwa doppelt so hoch [105]. Eine Aktivität von 10 U/g hat sich

unter den Meßbedingungen als untere Grenze für die Anwendung im Biosensor erwiesen.

Das Immobilisat kann somit etwa 3 Monate für Messungen verwenden werden, im

Dauereinsatz unter Industriebedingungen reduziert sich dieser Zeitraum auf etwa 7 Tage.

Das Ziel weiterer Untersuchungen wird deshalb eine verbesserte Langzeitstabilität des

Immobilisats sein. Als weitere Möglichkeit könnte die D-Serin-Dehydratase weiter auf-

gereinigt und lyophilisiert werden, um das Enzym besser bei tiefen Temperaturen lagern zu

können und bei Bedarf frisch zu immobilisieren. Zusätzlich könnte untersucht werden, ob

das Enzym durch Zusätze wie Raffinose, Trehalose oder Ectoinen stabilisiert werden kann

[107, 108].

4.2.12 Zusammenfassung

Ziel der Arbeiten war die Entwicklung eines Biosensors zur Detektion von Serin in der

chromatographischen Melasseentzuckerung. Nach ersten Versuchen mit L-Aminosäure-

Oxidase konnte mit der D-Aminosäure-Oxidase aus Trigonopsis variabilis ein Enzym

gefunden werden, das D-Serin umsetzt und sich zum Aufbau eines D-Serin-Sensors eignet.

Die Querempfindlichkeit zu D-Tyrosin, welches in Spuren in den untersuchten Proben

Zeit

[Tage]

Aktivität

D-Serin-Dehydratase im

Immobilisat [U/g]

Aktivität

D-Serin-Dehydratase im

Co-Immobilisat [U/g]

0 33,8 32,2

10 32,5 30,0

15 29,3 27,1
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vorhanden ist, und die bevorzugte Umsetzung durch das Enzym führten zu großen

Abweichungen bei der Messung von realen Prozeßproben.

Mit dem Multi-Enzymsystem D-Serin-Dehydratase/Lactat-Dehydrogenase ist es gelungen,

einen Serin-spezifischen Biosensor zu konstruieren. Beide Enzyme wurden auf dem Poly-

merträger VA-Epoxy co-immobilisiert und in ein FIA-System integriert. Nach Opti-

mierung der Systemparameter konnte die Meßzeit für eine Probe auf etwa zwei Minuten

reduziert und der Chemikalienverbrauch deutlich verringert werden. Mit diesem Sensor-

system wurden erfolgreich der Serin-Konzentrationsverlauf in den Trennkolonnen 1-6,

sowie der Kolonne 8 off line bestimmt. Da die Serin-Fraktion nur einen Zeitraum von 4-6

Minuten umfaßt, ist das Sensorsystem für eine Prozeßkontrolle nicht schnell genug.

Im folgenden Kapitel soll deshalb mit der 2D-Fluoreszenz eine schnelle optische

Analysenmethode untersucht werden.
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4.3 Prozeßanalytik mit 2D-Fluoreszenzspektroskopie

Bei vielen industriellen Prozessen ist eine schnelle und verläßliche On-line-Analytik zur

Prozeßsteuerung notwendig. Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie, eine für die Bio-

technologie neue Analysenmethode, ermöglicht automatisierte Messungen quasi in Echt-

zeit direkt am Prozeß [109-111]. Mehrere Analyte werden durch die Detektion eines

weiten Exzitations- und Emissionsbereiches simultan sowohl qualitativ durch die Lage in

der Matrix als auch quantitativ durch die Fluoreszenzintensität erfaßt. Es soll die

Anwendung der 2D-Fluoreszenzspektroskopie zur Prozeßanalytik bei der chromato-

graphischen Melasseentzuckerung untersucht werden.

4.3.1 Prinzip der 2D-Fluoreszenzmessungen

Unter Fluoreszenz versteht man die ungerichtete Emission von Licht, die nur so lange

auftritt, wie die fluoreszierenden Moleküle durch Lichtabsorption elektronisch angeregt

werden [109, 111, 112]. Fluoreszenzmessungen sind sehr empfindlich und selektiv und

erlauben nicht-invasive On-line-Messungen am Prozeß. Das Meßprinzip einer

Küvettenmessung ist in Abbildung 4.14 dargestellt.

Xe- Lam pe

F i l ter

Probe in
K üvette
(Aufs icht)

Photom ultipl ier

Anregung

E m is s ion

.

D atenaufnahm e und
S pektrom eter s teuerung

Abb. 4.14: Prinzip der 2D-Fluoreszenzmessung
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Um ein 2D-Fluoreszenzspektrum zu erhalten, wird die Anregungswellenlänge eingestellt

und der Filter für die Emissionswellenlänge variiert. Anschließend wird die Anregungs-

wellenlänge verändert und erneut ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen.

Ein 2D-Spektrum aus bis zu 1000 Meßpunkten kann in weniger als einer Minute erstellt

werden. Die Spektren können in einer isometrischen Darstellung (Abbildung 4.15) oder

übersichtlicher als Konturdarstellung mit Höhenlinien (Abbildung 4.16) dargestellt

werden.
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Abb. 4.15: 2D-Fluoreszenzspektrum in isometrischer Darstellung (Serin-Fraktion TK2)
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Abb. 4.16: 2D-Fluoreszenzspektrum in Konturdarstellung (Serin-Fraktion TK2)

Zur Zeit sind am Institut für Technische Chemie in Hannover zwei Typen Fluoreszenz-

spektrophotometer im Einsatz. Bei der Laborversion von Hitachi F-4500 (Hitachi, Japan)

wird die Wellenlänge über Gitter eingestellt, während bei der Industrieversion BioView®

(Delta Light & Optics, Dänemark) Filterräder zur Einstellung von Emissions- und

Exzitationswellenlänge zum Einsatz kommen [109, 111]. Die Messungen werden

ausschließlich mit dem Gerät der Firma Hitachi durchgeführt.

In Abbildung 4.16 ist zu erkennen, daß mehrere Fluorophore gleichzeitig detektiert werden

können. Die Lage des Maximums liefert dabei qualitative Informationen, die Fluoreszenz-

intensität ist im Idealfall proportional zur Konzentration des Fluorophors. Es kann jedoch

auch zu Verschiebungen des Maximums und Überlagerungen verschiedener Peaks

kommen. Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse ist es möglich, auch überlagerte Peaks

auszuwerten [113]. Veränderungen im 2D-Fluoreszenzspektrum sind oft schwer erkennbar,

daher werden Differenzspektren zwischen den einzelnen Proben erstellt, um Änderungen

der Fluoreszenz in Lage und Intensität sichtbar zu machen. Abbildung 4.17 zeigt ein

Differenzspektrum zwischen zwei Proben aus der Serin-Fraktion.
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Abb. 4.17: 2D-Differenzspektrum von Proben zu Beginn und am Ende der Serin-Fraktion

Der Verlauf der Fluoreszenzintensität bei den so bestimmten Exzitations-/Emissions-

Wellenlängen wird über dem gesamten Prozeß ermittelt und kann mit Konzentrations-

verläufen bekannter Stoffe (z.B. L-Aminosäuren) in Verbindung gebracht werden. Die

Berechnung und Auswertung erfolgt mittels eines Microsoft-Excel®-Makros [114].

4.3.2 Messung von Proben der chromatographischen Melasseentzuckerung

Im folgenden werden Proben der Serin-Fraktion der Trennkolonnen 2/3, sowie Proben des

gesamten Zyklus der Trennkolonne 8 untersucht. Die Eluatproben werden 1:100 mit

bidest. Wasser verdünnt, 900 µl der verdünnten Probe werden in einer Fluoreszenz-

Küvette vermessen. Die Auswertung der Spektren geschieht nach dem oben beschriebenen

Verfahren [114].
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Abb. 4.18: Verlauf der L-Threonin-Konzentration (TK2, HPLC) und Verlauf der

Fluoreszenzintensität bei Ex 380 / Em 450 nm
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Abb. 4.19: Verlauf der L-Tyrosin-Konzentration (TK3, HPLC) und Verlauf der

Fluoreszenzintensität bei Ex 320 / Em 360 nm
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Es ist zu erkennen, daß es sowohl bei der Trennkolonne 2 als auch bei der Trennkolonne 3

Emissions-/Exzitations-Wellenlängenpaare gibt, die sich mit Konzentrationsverläufen von

L-Aminosäuren korrelieren lassen. Die in der Melasse enthaltenen L-Aminosäuren zeigen

selbst keine Fluoreszenz (Ausnahme: L-Tryptophan und L-Tyrosin), jedoch können

Farbstoffe, die zeitgleich eluieren, für dieses Phänomen verantwortlich sein. Zusätzlich

kann die Fluoreszenzintensität durch Energieübertragung bei Anwesenheit von

Begleitstoffen erhöht werden [112].
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Abb. 4.20: Verlauf der Serin-Konzentration (TK8, ASA) und Verlauf der

Fluoreszenzintensität bei Ex 310 / Em 390 nm

Auch bei Proben der Trennkolonne 8, auf der die Serin-Fraktion weiter aufgereinigt wird,

läßt sich bei Ex 310 nm / Em 390 nm ein Fluoreszenzverlauf detektieren, der gut mit dem

Verlauf der D- + L-Serin-Konzentration (vgl. Abbildung 4.10) übereinstimmt. Serin zeigt

keine Fluoreszenz, auch in diesem Fall könnten Farbstoffe, die ein ähnliches

Elutionsverhalten wie Serin aufweisen, für diesen Effekt verantwortlich sein.
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4.3.3 Fluoreszenzmessung mit direkter Ankopplung über Lichtleiter

Die direkte Ankopplung eines Lichtleiters in den Strahlengang des 2D-Fluoreszenz-

spektrometers („open end“-Anordnung) ermöglicht Messungen unverdünnter und trüber

Proben. Für die Messung unter Lichtausschluß wurde eine thermostatisierbare Meßzelle

konstruiert, die über ein auch für Licht im UV-Bereich durchlässiges Quarzglasfenster

verfügt. Durch Verluste im Lichtleiter ist die Empfindlichkeit dieser Anordnung etwa um

den Faktor 1000 geringer als bei der Küvettenmessung [114]. Durch den flexiblen Aufbau

des Lichtleiters kann z.B. direkt in Fermentern gemessen werden, wobei nur die

Fluoreszenz an der Oberfläche erfaßt wird [109].

Die Proben der Trennkolonne 2 wurden mit dem Lichtleiter in zwei Versuchsreihen bei

25°C und 75°C vermessen, um den Einfluß der Temperatur auf die Fluoreszenzintensität

zu untersuchen.
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Abb. 4.21: Verlauf der Fluoreszenzintensität bei Ex 380 / Em 450 nm bei 25°C und 75°C

und Vergleich mit dem Konzentrationsverlauf von L-Threonin
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Abbildung 4.21 zeigt, daß sowohl bei 25°C als auch bei 75°C ein der L-Threonin-

Konzentration ähnlicher Verlauf bei Ex 380 nm / Em 450 nm auftritt. Die Fluoreszenz-

intensität ist bei der Messung mit Lichtleiter deutlich geringer als bei der Küvetten-

messung. Es treten die gleichen Peaks auf, jedoch ist das Signal-Rauschverhältnis

schlechter. Bei 75°C nimmt die Intensität der Signale nochmals deutlich ab. Dieses

Verhalten wird im allgemeinen bei Fluorophoren beobachtet [112].

4.3.4 Ausblick

Für die Trennkolonnen 2 und 3 konnten mehrere interessante Exzitations/Emissions-

Wellenlängen gefunden werden, deren Fluoreszenzintensität dem Konzentrationsverlauf

einiger Aminosäuren entspricht. Bei den in der Melasse enthaltenen Aminosäuren handelt

es nicht um Fluorophore (Ausnahmen: L-Tryptophan und L-Tyrosin), so daß es sich

vermutlich um Farbstoffe mit einem ähnlichen Elutionsverhalten handelt. Falls es sich

dabei um ein reproduzierbares Verhalten handelt, könnten diese Ex/Em-Wellenlängen zur

Prozeßsteuerung benutzt werden.

Das Wellenlängenpaar (Ex 310 nm/Em 390 nm) bei der Trennkolonne 8 zeigt eine gute

Übereinstimmung mit dem Verlauf der Serin-Konzentration, obwohl Serin selber nicht

fluoresziert. Auch hier handelt es sich vermutlich um Farbstoffe, die sich jedoch im

Elutionsverhalten kaum von Serin unterscheiden.

Proben der Trennkolonne 2 wurden mit dem Lichtleiter bei zwei verschiedenen

Temperaturen gemessen, wobei die Fluoreszenzintensität mit steigender Temperatur

abnimmt. Die Ankopplung des Lichtleiters an das System wird zur Zeit noch verbessert, so

daß mit einer gesteigerten Empfindlichkeit gerechnet werden kann [114]. Mit einem

empfindlicheren System können auch Proben bei den im Prozeß vorherrschenden hohen

Temperaturen gemessen werden, alternativ kann die Probe auf 25°C abgekühlt werden.

In diesen ersten Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die 2D-Fluoreszenz-

spektroskopie grundsätzlich zur Analytik bei der chromatographischen Melasse-

entzuckerung eingesetzt werden kann. Bis jetzt sind erst zwei Fraktionen des Chromato-

graphieprozesses untersucht worden, so daß keine Aussage darüber gemacht werden kann,

welche weiteren Fluorophore während eines chromatographischen Zyklus auftreten. Ziel
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weiterer Arbeiten wird deshalb die Aufnahme weiterer 2D-Spektren zur Charakterisierung

des gesamten Prozesses sein. Um zu untersuchen, ob das Elutionsverhalten der Farbstoffe

reproduzierbar ist und sich im Vergleich zu den Aminosäuren nicht verändert, ist geplant,

das Verhalten der Säulen über einen längeren Zeitraum zu charakterisieren [115].
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4.4 Enantioselektive Aminosäureanalytik

Durch Kombination von L- und D-Aminosäure-Oxidase (ASOD) läßt sich ein enantio-

selektives Biosensorsystem aufbauen, das die Konzentration beider Enantiomere

bestimmen kann. Besonders in der pharmazeutischen Industrie ist die Enantio-

merenreinheit ein wichtiges Qualitätskriterium [116, 117]. Ein solches System kann

ebenfalls bei der enzymatischen Umsetzung eines Enantiomers zur Prozeßkontrolle

eingesetzt werden [118].

Zur Untersuchung dieses enantioselektiven Systems wird L- und D-Aminosäure-Oxidase

auf VA-Epoxy immobilisiert und in Enzymkartuschen in ein FIA-System integriert. Nach

Abbildung 2.2 wird der Sauerstoffverbrauch der enzymatischen Reaktion durch eine

amperometrische Sauerstoffelektrode detektiert. Das System ist als 2-Kanal-Biosensor

ausgelegt, d.h. die Messung von L- und D-Aminosäuren erfolgt parallel. Anhand eines

Gradientenmischers soll die Leistungsfähigkeit des Biosensors demonstriert werden. Die

Berechnung des Gradienten und die Versuchsbedingungen entsprechen Kapitel 4.2.10.
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Abb. 4.22: Gradientenmischung von 0,5 g/l D-Tyrosin mit 0,5 g/l L-Tyrosin. Messung mit

einem Zweikanal-Biosensor mit L- und D-ASOD. Gepunktet: berechneter Gradient
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Abbildung 4.22 zeigt, daß mit dem Biosensor die Mischung von L-Tyrosin zu D-Tyrosin

gut verfolgt werden kann. Der Aufbau eines 2-Kanal-Sensors besitzt den Vorteil, beide

Enantiomere parallel bestimmen zu können, ein Verfahren, das sonst nur unter Deri-

vatisierung und Analyse mittels chiraler HPLC oder GC möglich ist. Das Sensorsystem

kann leicht gewartet werden (z. B. Wechsel der Kartusche), während am zweiten Kanal die

Messung fortgesetzt wird. Zudem ist der Bedarf an Hardware geringer, weil für den

zusätzlichen Kanal die bereits vorhandenen Peristaltikpumpen und der Computer zur

Steuerung des Systems benutzt werden können. Das Gehäuse der Sauerstoffelektrode ist

modular konstruiert und kann durch Einschübe erweitert werden.

4.5 L-Phenylalanin-Dehydrogenase

Ähnlich der D-Serin-Dehydratase ist in der Literatur ein Assay zur Analytik von L-

Phenylalanin beschrieben worden [33]. Das Enzym wurde vom Arbeitskreis PD Dr. Lutz

Fischer immobilisiert und für erste Untersuchungen zur Verfügung gestellt [104]. Im

folgenden soll untersucht werden, ob sich das Enzym für eine Analytik der in der Melasse

enthaltenen L-Aminosäuren eignet. Besonders die Eigenschaft, L-Tyrosin umzusetzen,

macht das Enzym als biologische Komponente eines Biosensors interessant. L-Tyrosin ist

in Zuckerrübenmelasse in vergleichsweise hoher Konzentration enthalten, wodurch die

vollständige Abtrennung von anderen Aminosäuren erschwert wird.

Das L-Phenylalanin-Dehydrogenase-Immobilisat wird in einer Enzymkartusche in ein

FIA-System integriert. Mit einer Durchflußküvette wird bei 340 nm die Zunahme des

gebildeten NADH nach dem in Kapitel 4.2.7 beschriebenen Stopped-Flow-Verfahren

bestimmt (vgl. Tabelle 2.1). Zunächst wird die Querempfindlichkeit des System auf andere

L-Aminosäuren untersucht. In der Literatur sind Aktivitäten (bezogen auf L-

Phenylalanin=100 %) für L-Methionin mit 15 % und L-Tyrosin mit 30 % angegeben [33,

34]. Diese Angaben sollen zunächst für das Immobilisat mit jeweils fünf Standards L-

Phenylalanin und L-Tyrosin überprüft werden.
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Abb. 4.23: Querempfindlichkeit der L-Phenylalanin-Dehydrogenase zu L-Tyrosin.

Trägerstrom 1,5 ml/min, 2,5 mM NAD+ pro Probe, zeitgesteuerte Injektion (30 sec mit 1,5

ml/min) und Stopped-Flow (300 sec)

Die Messungen zeigen, daß mit der L-Phenylalanin-Dehydrogenase eine Analytik von L-

Tyrosin und L-Phenylalanin in Standards möglich ist. Die Aktivität des Immobilisats ist

jedoch mit 0,2 U/g (bezogen auf L-Phenylalanin) sehr gering [104]. Durch ein Proben-

volumen von 750 µl und eine hohe Verweilzeit in der Kartusche kann die geringe Aktivität

des Immobilisats teilweise kompensiert werden, so daß Messungen im Bereich von 0,05

bis 0,25 g/l L-Phenylalanin möglich sind.

Abbildung 4.23 zeigt, daß die Signale für L-Tyrosin etwa 15 % geringer ist als für L-

Phenylalanin. Unter den gewählten Bedingungen sind die Aktivitätsdifferenzen geringer

als in der Literatur angegeben [33, 34].

Mit dem Biosensor soll der L-Tyrosin-Gehalt bei der chromatographischen Melasse-

entzuckerung bestimmt werden. L-Phenylalanin kommt in der untersuchten Serin-Fraktion

nur in sehr geringer oder nicht nachweisbarer Menge vor, so daß keine Querempfind-
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lichkeiten zu dieser Aminosäure erwartet werden. Die Proben der Serin-Fraktion der

Trennkolonne 2 werden 1:10 mit Puffer verdünnt, mit 2,5 mM NAD+ versetzt und mit dem

Sensor analysiert.
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Abb. 4.24: Messung von Proben der Serin-Fraktion (TK 2) und Vergleich mit dem

Aminosäure-Analyser. Meßbedingungen siehe Abbildung 4.23

Wie die Messung mit Prozeßproben verdeutlicht, wird mit dem Biosensor ein Ansteigen

der Konzentration detektiert, der Konzentrationsverlauf wird jedoch im Vergleich zur

Referenzanalytik nicht richtig wiedergegeben. Das in den Proben enthaltene L-Methionin

eluiert nur wenig früher als L-Tyrosin und kann nicht für den starken Anstieg des

Sensorsignals zwischen der 2. und 7. Minute verantwortlich gemacht werden. Basierend

auf der ASA-Analyse der Proben eluiert keine L-Aminosäure in diesem Bereich in

nennenswerter Konzentration, so daß bis jetzt nicht bekannte Melassekomponenten für

diese Verfälschung in Frage kommen. Um in stärker verdünnten Proben messen zu

können, wird zur Zeit im Arbeitskreis PD. Dr. Lutz Fischer (TU Braunschweig) die

Herstellung von Immobilisaten mit höherer Aktivität untersucht [104].
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4.6 Zusammenfassung

Es wurden mehrere Verfahren zur Prozeßanalytik von Aminosäuren bei der chromato-

graphischen Melasseentzuckerung vorgestellt, die eine Optimierung des Trennprozesses

ermöglichen sollen. Mit der D-Aminosäure-Oxidase wurde ein Biosensor für D-Serin

entwickelt, der jedoch weitere Querempfindlichkeiten zu anderen D-Aminosäuren besitzt

und somit bei der Messung von Realproben mehrdeutige Ergebnisse liefert. Das Multi-

Enzymsystem D-Serin-Dehydratase / Lactat-Dehydrogenase umgeht dieses Problem durch

eine gekoppelte enzymatische Reaktion. Es wurde die Entwicklung eines Sensors für D-

Serin beschrieben, der in der Lage ist, D-Serin in Proben des Chromatographieprozesses zu

detektieren. Durch Optimierung des Systems konnte die Zeit für eine Messung auf zwei

Minuten reduziert werden. Der Biosensor wurde erfolgreich zur Off-line-Bestimmung von

Serin bei verschiedenen Trennkolonnen des Chromatographieprozesses eingesetzt.

Um eine noch schnellere Messung zu ermöglichen, wurden optische Detektionsmethoden

untersucht. Die 2D-Fluoreszenzspektroskopie erweist sich in dieser Hinsicht als

leistungsfähige Methode: Es konnten Exzitations-/Emissions- Wellenlängen zugeordnet

werden, die in ihrem Intensitätsverlauf den Elutionsprofilen einiger Aminosäuren ähneln.

Es ist zur Zeit noch nicht geklärt, durch welche Effekte diese Fluoreszenzverläufe

hervorgerufen werden. In weiteren Untersuchungen soll geklärt werden, ob dieses

Elutionsverhalten auch über einen längeren Zeitraum reproduzierbar ist und sich eventuell

für eine schnelle Prozeßanalytik nutzen läßt [115].

Basierend auf D- und L-Aminosäure-Oxidase wurde ein enantioselektives 2-Kanal-

Biosensorsystem aufgebaut. Ein solcher Sensor kann bei der enzymatischen Umsetzung

von Aminosäureracematen eingesetzt werden. Mit dem Enzym L-Phenylalanin-Dehydro-

genase wurde ein Biosensor zum Nachweis von L-Tyrosin entwickelt. Die untersuchten

Biosensorsysteme sollen dazu beitragen, den Prozeß der chromatographischen Melasse-

entzuckerung besser verstehen und effektiver kontrollieren zu können. Das folgende

Kapitel beschäftigt sich mit der Analytik von Raffinose und Saccharose, die in der Melasse

den größten Kohlenhydratanteil stellen.
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5 Analytik von Sacchariden in Zuckerrübenmelasse

5.1 Raffinose

Das Trisaccharid Raffinose setzt sich aus den Monosacchariden D-Galactose, D-Glucose

und D-Fructose zusammen, die über eine α- bzw. β-Bindung miteinander verknüpft sind

[119]. Die Untereinheit aus D-Galactose und D-Glucose wird als Melibiose, das

Disaccharid aus D-Glucose und D-Fructose als Saccharose bezeichnet.
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Abb. 5.1: Strukturformel von Raffinose

Mit einer durchschnittlichen Konzentration von 2,4 % stellt Raffinose neben Saccharose

den größten Kohlenhydratanteil in der Zuckerrübenmelasse [120-122]. Raffinose wird in

unterschiedlichen Bereichen verwendet, und es wird in den nächsten Jahren mit einer

steigenden Nachfrage nach dem Trisaccharid gerechnet [123, 124]. In der Lebensmittel-

industrie wird Raffinose als Austauschstoff für Lactose eingesetzt. Bei der Spaltung von

Raffinose entsteht neben Fructose auch Melibiose, der eine probiotische Wirkung auf die

menschliche Darmflora zugeschrieben wird [120, 125]. Ein anderes Einsatzfeld ist das

Gefriertrocknen von Proteinen, bei dem Raffinose zum Erhalt der Hydrathülle eingesetzt

werden kann [107]. Weiterhin wird Raffinose als Konservierungsstoff für Organ-

transplantate und Spermien verwendet [126].

    D-Galactose       D-Glucose D-Fructose

Melibiose    Saccharose
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5.1.1 Chromatographische Trennung von Raffinose

Die Raffinose eluiert in der chromatographischen Melasseentzuckerung nicht in einem

scharfen Peak, sondern über einen weiten Bereich von der 5. bis etwa zur 80. Minute (siehe

Abbildung 4.1). Die Abtrennung der Raffinose von der Saccharose gestaltet sich schwierig,

weil die Moleküle von der Ionenausschluß-Chromatographie nicht in ausreichendem Maße

getrennt werden. Zudem bereiten Farbstoffe und Salze Probleme bei der Trennung. In

einem Verfahrensvorschlag wird die Kombination von Elektrodialyse (Entfärbung und

Entsalzung) mit Ionenausschluß-Chromatographie (Trennung) beschrieben [125].

Das Raffinose-Maximum eluiert im Bereich des Serin-Maximums (vgl. Abbildung 4.1), so

daß die Gewinnung von Raffinose aus der Serin-Fraktion möglich wäre. Diese Fraktion

wird jedoch in weiteren Verfahrensschritten aufgereinigt und weiterverarbeitet [92], so daß

eine Raffinose-Gewinnung aus der Serin-Fraktion nicht möglich wäre, ohne massiv in den

bestehenden Produktionsprozeß einzugreifen. Zudem ist die Saccharose-Konzentration

sehr hoch, was eine Abtrennung der Raffinose aus der entsprechenden Fraktion sehr

erschwert [125].

Aus der Restmelasse-Fraktion, die nur eingedampft und zur teilentzuckerten Melasse

zurückgeführt wird, könnte ebenfalls Raffinose isoliert werden. Der Gehalt an Raffinose ist

vergleichsweise geringer, jedoch ist der störende Saccharose-Anteil niedriger, so daß sich

insgesamt ein günstigeres Raffinose/Saccharose-Verhältnis ergibt. In der Restmelasse-

Fraktion liegt allerdings eine höhere Konzentration an störenden Salzen und Farbstoffen

vor [125].

5.1.2 Raffinose-Analytik - Stand der Technik

In der Literatur sind Ansätze zur enzymatischen Raffinose-Bestimmung mittels Galactose-

Dehydrogenase [25] und mit einer Galactose-Oxidase-Elektrode [26, 127, 128] beschrie-

ben worden. Beide Enzyme sind kommerziell erhältlich, jedoch ist die Dehydrogenase

deutlich teurer als die Oxidase. Zur Galactose-Oxidase werden keine Angaben zur

Stabilität oder zur Meßzeit gemacht. Auch durch eine Kopplung von HPLC und Biosensor

ist dir Raffinose-Analytik in Lebensmitteln möglich [27, 129], jedoch ist hier aufgrund der

vorgeschalteten HPLC von einer Meßzeit von 30 Minuten auszugehen. Eine Beschreibung

von Biosensoren zur Zuckeranalytik in Kombination mit FIA-Systemen findet sich in
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[130]. Als Standardmethode zur Zuckeranalytik werden HPLC-Methoden mit Trennsäulen

auf Kationentauscher- oder NH2-Phasen-Basis eingesetzt [131-137]. Der Vorteil der

HPLC-Systeme liegt in der gleichzeitigen Erfassung mehrerer Saccharide. Im Vergleich zu

Biosensoren wirkt sich die lange Meßzeit von 25 bis 45 Minuten nachteilig aus. Somit sind

die HPLC-Systeme nicht als schnelle Analytik zur Prozeßsteuerung, sondern eher zur

Qualitätskontrolle einsetzbar.

5.1.3 Entwicklung eines Biosensors für die Raffinose-Analytik

Für die Optimierung des Trennprozesses und die begleitende schnelle Analytik der

Aufarbeitung sollte ein Biosensorsystem entwickelt werden, das Raffinose neben anderen

Bestandteilen der Zuckerrübenmelasse nachweisen kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

Voruntersuchungen zur Entwicklung eines Raffinose-Sensors durchgeführt. In einer

begleitenden Diplomarbeit, die mit eigenen Arbeiten abgestimmt wurde, sind weitere

Untersuchungen an diesem System durchgeführt worden [30].

5.1.3.1 Galactose-Oxidase

Um Raffinose neben Saccharose enzymatisch nachweisen zu können, kann der nur in der

Raffinose vorhandene Galactosyl-Rest genutzt werden (s. Abbildung 5.1). Das Enzym

Galactose-Oxidase oxidiert selektiv die 6-Hydroxy-Gruppe zu einem Aldehyd (siehe Pfeil)

[19, 138], auch die weitere Oxidation zur Carbonsäure läßt sich in Spuren nachweisen [28].
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Das Enzym setzt sowohl Galactose als auch Raffinose um [19]. Bei der enzymatischen

Oxidation wird Sauerstoff verbraucht; die Abnahme des Gelöstsauerstoffs läßt sich mit

einer amperometrischen Sauerstoffelektrode verfolgen. Die Galactose-Oxidase wird auf

VA-Epoxy immobilisiert (siehe Anhang 8.7) und in einer Kartusche in ein FIA-System

integriert. Der Aufbau dieses Biosensors ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

5.1.3.2 Messung von Raffinose

Zum Test des Sensorsystems werden Raffinose-Standards im Konzentrationsbereich von

0,6 bis 5 g/l analysiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 5.3 dargestellt. Abhängig vom

Volumenstrom des Trägers läßt sich Raffinose in Standards im Bereich von 0,5-10 g/l

nachweisen. Der mittlere Fehler der Einzelmessung liegt mit 3,8 % im für die FIA

typischen Bereich.
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Abb. 5.3: Kalibrationsfunktion mit 4 Raffinose-Standards, Trägerstrom 1,5 ml/min

Um die Eigenschaften des Biosensors zu testen, werden Proben aus der chromato-

graphischen Melasseentzuckerung analysiert. Die untersuchten Proben sind im Abstand
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von 90 Sekunden der Restmelasse-Fraktion der Trennkolonne 2 entnommen worden. Das

Sensorsystem wird mit Raffinose-Standards kalibriert, die Proben 1:2 mit Puffer verdünnt

und analysiert. Das Ergebnis ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 5.4: Raffinose-Konzentration in Proben des Chromatographieprozesses (Restmelasse-

Fraktion). Vergleich der Biosensor-Meßwerte mit der Zucker-HPLC [30]

Prinzipiell wird mit dem Sensorsystem der Verlauf der Raffinose-Konzentration

wiedergegeben, der Vergleich mit den HPLC-Referenzwerten zeigt jedoch das deutlich zu

hohe Meßergebnis des Biosensors. Offensichtlich liegen die Meßwerte systematisch zu

hoch, zusätzlich ist ab der 6. Minute ein weiterer Anstieg der Signale sichtbar. Für dieses

Verhalten können Störungen durch Begleitstoffe (Querempfindlichkeiten) oder Effekte der

Probenmatrix verantwortlich sein.

Als Matrixeffekt bewirkt ein verringerter Sauerstoffgehalt der Proben, bedingt durch hohe

Temperaturen im Chromatographieprozeß, ein Signal am Transducer und täuscht einen zu

hohen Meßwert vor. Galactose-Oxidase ist kein substratspezifisches Enzym und setzt

neben Raffinose und Galactose noch weitere Substrate um (siehe Kapitel 5.1.3.3).

Um die störenden Matrixeinflüsse zu minimieren, werden nach dem Standard-

zusatzverfahren einigen Proben definierte Mengen Raffinose zugesetzt und die Proben mit



5 Analytik von Sacchariden in Zuckerrübenmelasse                 69

_________________________________________________________________________

dem Biosensor analysiert. Auf diese Weise wird nur derjenige Anteil des Meßsignals

berücksichtigt, der von der zugesetzten Raffinose hervorgerufen worden ist. Mit der so

errechneten Kalibration läßt sich der Raffinose-Gehalt der Proben berechnen. Tabelle 5.1

zeigt die Ergebnisse bei Anwendung dieses Verfahrens.

Tab. 5.1: Vergleich der Meßdaten zur Bestimmung von Raffinose mit und ohne

Standardzusatzverfahren  (1g/l Zusatz) und der Referenzanalytik (HPLC) [30]

Die Messungen zeigen, daß auch mit Standardzusatzverfahren die Biosensor-Meßwerte

noch über den Referenzwerten liegen. Allerdings läßt sich die Abweichung deutlich

reduzieren. Eine Ursache dafür sind die schon optisch unterschiedlichen Proben, die zu

verschiedenen Zeiten dem Chromatographiezyklus (vgl. Abbildung 4.1) entnommen

wurden und bei denen starke Schwankungen im pH-Wert und Salzgehalt auftreten können.

Weitere Gründe für diese Abweichungen und den Konzentrationssprung in der Kurve des

Biosensors im Vergleich zur HPLC-Referenz könnte die Querempfindlichkeit von

Galactose-Oxidase zu einer anderen Substanz sein, die an dieser Stelle von der Säule

eluiert. Das Sensorsystem soll aufgrund dieser Ergebnisse auf weitere Querempfind-

lichkeiten zu in Zuckerrübenmelasse vorkommenden Substanzen untersucht werden.

5.1.3.3 Querempfindlichkeit von Galactose-Oxidase

Mit dem Biosensor werden verschiedene Kohlenhydrat-Standards mit einer Konzentration

von 1 g/l analysiert: Galactose, Raffinose, Melibiose, Glycerin und Stachyose.

Proben-

nummer

Zucker-HPLC-

Analytik

[g/l]

Biosensor-Analytik

ohne Standardzusatz

[g/l]

Biosensor-Analytik

mit Standardzusatz

[g/l]

1 1,4 3,1 1,6

7 2,6 5,4 3,3

13 3,5 7,4 4,8
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Abb. 5.5: Querempfindlichkeit von Galactose-Oxidase zu Galactose (=100 %), Raffinose,

Melibiose, Glycerin und Stachyose. Trägerstrom: 0,1 M KH-Phthalat-Puffer pH 7,0,

1,5 ml/min. Konzentration der Substrate 1 g/l

Die Sensitivität ist bei Galactose am größten und sinkt bei Raffinose, Melibiose und

Stachyose auf etwa 50 % des Galactose-Signals ab. Glycerin zeigt die geringsten Signale,

jedoch ist Glycerin in einer Konzentration von etwa 1 g/l in Melasse enthalten. Galactose

und Melibiose sind nur zu geringen Anteilen in Zuckerrübenmelasse enthalten. In der

Literatur wird eine weitere Querempfindlichkeit zu Dihydroxyaceton angegeben [19].

Für die untersuchten Kohlenhydrate liegen keine Analysendaten über den Elutionsverlauf

von den Trennkolonnen vor, so daß keine Aussage darüber gemacht werden kann, wodurch

die erhöhten Meßwerte verursacht werden. Eine Erhöhung der Sensitivität des Biosensors

würde die Möglichkeit bieten, die Proben stärker verdünnen zu können, um so Störungen

durch Matrixeffekte vorzubeugen.

5.1.4 Vergleich unterschiedlicher Verfahren zur Raffinose-Analytik

Ein Vergleich unterschiedlicher Verfahren zur Raffinose-Analytik soll die Vor- und

Nachteile der verschiedenen Systeme verdeutlichen. Der Biosensor wird mit dem

Raffinose-Testkit (siehe Anhang 8.8.4) und der HPLC (siehe Anhang 8.8.3) verglichen. Es

werden erneut Proben des Chromatographieprozesses (Serin-Fraktion der Trennkolonne 5)

untersucht. Der Vergleich der Meßergebnisse ist in Abbildung 5.6, eine tabellarische

Übersicht der Verfahren in Tabelle 5.2 dargestellt.
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Abb. 5.6: Proben aus der Serin-Fraktion der Trennkolonne 5, Vergleich der Meßergebnisse

des Galactose-Oxidase-Sensors, HPLC und des Raffinose-Testkits [30]

Die Meßergebnisse in Abbildung 5.6 zeigen bei den drei untersuchten Meßverfahren

prinzipiell einen ähnlichen Verlauf der Raffinose-Konzentration. Die Meßwerte des

Galactose-Oxidase-Biosensors liegen über den HPLC-Meßwerten, während mit dem

Testkit niedrigere Konzentrationen gemessen wurden. Eine mögliche Erklärung liegt in der

Anwesenheit von Kestosen, aus Fructose und Melibiose aufgebauten Trisacchariden, die

vom verwendeten HPLC-System nicht von Raffinose unterschieden werden können. Diese

Kestosen können sich in den untersuchten Fraktionen anreichern und eine mögliche

Ursache für die unterschiedlichen Meßwerte von HPLC und Testkit darstellen [139-141].
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Tab. 5.2: Vergleich unterschiedlicher Systeme zur Raffinose-Analytik [30]

System Enzym Zeit für

Kalibration

[min]

Meßzeit pro

Messung

[min]

Biosensor Galactose-Oxidase 25 5

Enzym-Testkit

(Boehringer)

α-Galactosidase/

Galactose-

Dehydrogenase

entfällt 35

Zucker-HPLC

(Amino GmbH)

entfällt 15-25 15-25

Tabelle 5.2 verdeutlicht den Vorteil des Biosensors gegenüber den anderen Verfahren:

Während der Enzymtest von Boehringer sehr arbeitsaufwendig und zeitintensiv ist, werden

für eine Messung mit dem Galactose-Oxidase Biosensor nur 5 Minuten benötigt. Zudem ist

das Testkit nur mit großem Aufwand automatisierbar. Alle Verfahren eignen sich auch

zum Nachweis weiterer Melasse-Bestandteile wie Galactose, Melibiose und Stachyose.

Testkit und HPLC eignen sich damit als Referenzanalytik, der Biosensor mit Galactose-

Oxidase ist für die schnelle Analytik zur Kontrolle des Aufarbeitungsprozesses die

geeignete Wahl.

5.1.5 Nachweis von Raffinose mit Invertase und Fructose-Dehydrogenase

Um weitere Möglichkeiten der Raffinose-Detektion zu untersuchen, wird ein Biosensor

aus einem Multi-Enzymsystem (Invertase und Fructose-Dehydrogenase) aufgebaut.

Invertase spaltet die β-glykosidische Bindung der Raffinose und es entsteht freie Fructose,

die über die Reaktion mit Fructose-Dehydrogenase nachgewiesen wird. Als Coenzym für

diese Reaktion wird Kaliumhexacyanoferrat-(III) als Akzeptor eingesetzt. Da K3Fe(CN)6

ein Absorptionsmaximum bei 420 nm besitzt und bei der Umsetzung zu Kalium-

hexacyanoferrat-(II) reduziert wird, kann die Reaktion photometrisch bei 420 nm verfolgt

werden [142]. Abbildung 5.7 zeigt die Reaktionen des Multi-Enzymsystems.
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Melibiose + D-Fructose

Fructose-
DehydrogenaseFe
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5-keto-D-Fructose

Fe
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Abb. 5.7: Detektion von Raffinose mit Invertase und Fructose-Dehydrogenase

Für die Raffinose-Bestimmung wird Invertase nativ eingesetzt und die Fructose-

Dehydrogenase auf VA-Epoxy immobilisiert. Das Immobilisat wird in einer

Enzymkartusche mit einem FIA-System mit photometrischer Detektion des Fe3+

kombiniert (s. Abbildung 2.2) [30]. Zur Kalibration des Sensors wird jedem Standard

zunächst 250 U native Invertase zugesetzt.
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Abb. 5.8: Kalibration des Fructose-Dehydrogenase-Sensors mit fünf Raffinose-Standards,

Trägerstrom 1,7 ml/min, 250 U native Invertase pro Probe, Reaktionszeit 20 min [30]
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Nach einer Reaktionszeit von 20 Minuten wird die entstandene Fructose mit dem

Biosensor detektiert und dient als direktes Maß für die eingesetzte Raffinose. Die

Kalibration zeigt, daß mit dem Multi-Enzymsystem aus Invertase und Fructose-Dehydro-

genase eine Bestimmung der Raffinose-Konzentration in Standards möglich ist. Da die

freigesetzte Fructose umgesetzt wird, sind Querempfindlichkeiten zu anderen Sacchariden

zu erwarten, bei denen durch Reaktion mit Invertase ebenfalls Fructose entsteht. Dazu

zählt Saccharose, die in den untersuchten Fraktionen in hoher Konzentration vorkommt.

Ein Nachweis von Raffinose neben Saccharose ist mit dem Multi-Enzymsystem nicht

möglich, so daß der Biosensor erst nach vollständiger Abtrennung der Saccharose

eingesetzt werden könnte. Das System kann jedoch in Kombination mit dem Galactose-

Oxidase-Sensor zum parallelen Nachweis von Raffinose und Melibiose eingesetzt werden.

5.1.6 Nachweis von Raffinose neben Melibiose

Durch die Kombination des Galactose-Oxidase-Sensors mit dem Multi-Enzymsystem kann

ein Zweikanal-Biosensor zum Nachweis von Raffinose neben Melibiose aufgebaut werden.

Ein solches System könnte zur Überwachung der Melibiose-Herstellung aus der Spaltung

von Raffinose in Melibiose und Fructose durch Invertase eingesetzt werden [143].

Das Disaccharid Melibiose besteht aus D-Galactose und D-Glucose, die über eine α-

glykosidische Bindung miteinander verknüpft sind (s. Abbildung 5.1). Wie in Kapitel

5.1.3.3 beschrieben, werden sowohl Melibiose als auch Raffinose vom Galactose-Oxidase

Biosensor detektiert. Die Sensitivität liegt (Galactose=100 %) für Melibiose bei 57 % und

für Raffinose bei 50 %. Liegen beide Zucker nebeneinander vor, liefert der Biosensor stets

ein Gesamtsignal, das sich aus der Summe der Einzelsignale zusammensetzt. Durch

Erweiterung des Biosensors zu einem 2-Kanalsystem lassen sich beide Saccharide

nebeneinander nachweisen. Der erste Kanal besteht aus dem Galactose-Oxidase-Sensor

und nimmt die Gesamtkonzentration beider Zucker auf. Im zweiten Kanal wird die

Raffinose-Konzentration mit dem Multi-Enzymsystem bestimmt. Durch Subtraktion der

Raffinose-Konzentration von der Gesamtkonzentration kann die Melibiose-Konzentration

berechnet werden. Eine schematische Übersicht der ablaufenden Reaktionen des Multi-

Enzymsystems ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 5.9: Übersicht der ablaufenden Reaktionen des Multi-Enzymsystems zum parallelen

Nachweis von Raffinose und Melibiose [30]

Die Konzentrationsbestimmung von Melibiose neben Raffinose wird nach dem in

Abbildung 5.9 vorgestellten Reaktionsschema durchgeführt. Dazu werden Standards mit

unterschiedlicher Raffinose- und Melibiose-Konzentration analysiert. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 5.3 zusammengefaßt.

Tab. 5.3: Ergebnisse der Analytik von Melibiose neben Raffinose: Gesamtkonzentration

und Raffinose-Konzentration [30]

Zusammensetzung

der Standards

Summe: Raffinose

+

Fehler

der Raffinose

Fehler

der

Raffinose

[g/l]

Melibiose

[g/l]

Melibiose [g/l]

(GalOD)

Vorher-

sage [%]

[g/l]

(FruDH)

Vorher-

sage [%]

2,0 2,0 3,8 5,0 1,9 5,0

4,0 1,0 4,9 2,0 4,1 2,5

4,0 2,0 5,8 3,3 3,8 5,0

1,0 4,0 4,6 8,0 1,0 0,0

2,0 4,0 5,6 6,7 1,9 5,0
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Die Messungen zeigen, daß mit beiden Kanälen des Sensorsystems die Gesamt-

konzentration und die Raffinose-Konzentration bestimmt werden kann. Die Bestimmung

der Gesamtkonzentration ist mit einem mittleren Fehler von 5 % möglich, da das Sensor-

signal geringfügig kleiner ist als die Summe der Einzelsignale. Der mittlere Fehler der

Raffinose-Bestimmung mit Fructose-Dehydrogenase ist mit 3,5 % geringer. Die

berechnete Melibiose-Konzentration ist in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tab. 5.4: Berechnete Konzentration von Melibiose durch Differenzbildung von

Gesamtkonzentration und Raffinose-Konzentration [30]

Einwaage

Melibiose

[g/l]

Melibiose [g/l]

{Differenz:

Summe(GalOD) minus

Raffinose(FruDH)}

Fehler

der

Vorhersage

[%]

2,0 1,9 5,0

1,0 0,8 20,0

2,0 2,0 0,0

4,0 3,5 12,5

4,0 3,7 7,5

In Tabelle 5.4 sind die Ergebnisse der berechneten Melibiose-Konzentrationen zusammen-

gestellt. Der mittlere Fehler, der bei der Berechnung der Melibiose-Konzentration gemacht

wird, liegt bei 9 %. Die Meßfehler der beiden Biosensorsysteme können sich im

ungünstigen Fall addieren, im günstigen Fall können sie sich gegenseitig aufheben.

Anhand der durchgeführten Messung läßt sich feststellen, daß sich der eingesetzte

Galactose-Oxidase Sensor zusammen mit dem Multi-Enzymsystem zur Bestimmung von

Raffinose neben Melibiose in Standards eignet. Die On-line-Fähigkeit des Sensors soll an

einer simulierten Raffinose-Abbau-Reaktion unter Beweis gestellt werden.
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5.1.7 On-line-Messung des enzymatischen Raffinose-Abbaus

In einem Modellversuch soll die Fähigkeit des Fructose-Dehydrogenase-Sensors zur On-

line-Analytik untersucht werden. Dabei wird der Konzentrationsverlauf von Raffinose bei

der Umsetzung mit Invertase zu Melibiose und Fructose verfolgt.

In einem gerührten und auf 32°C temperierten Reaktor werden 500 ml 0,2 M KPP-Puffer

(pH 4,5), 10 mM K3Fe(CN)6 und Raffinose (1 g/l) vorgelegt. Alle 6,5 Minuten wird eine

Probe der Reaktionslösung analysiert. Nach Aufnahme von drei Meßpunkten wird 2500 U

native Invertase zugesetzt und die Zunahme der Fructose-Konzentration durch den

Raffinose-Abbau verfolgt. Nach vollständigem Umsatz werden nach 93 Minuten erneut

1 g/l Raffinose zugegeben.
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Abb. 5.10: Abbaureaktion von Raffinose durch Invertase, Detektion mit Fructose-

Dehydrogenase-Sensor, T=32°C, nach 93 Minuten Zugabe von Raffinose [30]

Die On-line-Messung zeigt, daß der Raffinose-Abbau mit dem Fructose-Dehydrogenase-

Sensor gut verfolgt werden kann. Über einen Zeitraum von drei Stunden konnte die

Umsetzung mit einer Analysenfrequenz von 9 Proben pro Stunde verfolgt werden.
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5.1.8 Zusammenfassung

Ziel der Untersuchungen war die Entwicklung eines schnellen Analysensystems zur

Detektion von Raffinose in der chromatographischen Melasseentzuckerung. Es wurde ein

Biosensor aus immobilisierter Galactose-Oxidase und amperometrischer Detektion des

Gelöstsauerstoffs mit einem FIA-System kombiniert. Das System eignet sich zur Bestim-

mung von Raffinose-Standards und bietet mit einer Meßzeit von 4-5 Minuten gegenüber

HPLC oder Enzym-Testkit einen deutlichen Zeitvorteil. Die Messung von Realproben wird

durch Matrixeinflüsse oder Querempfindlichkeiten beeinflußt, ist jedoch mit dem

Standardzusatzverfahren möglich. Ein weiterer Vorteil ist die Automatisierbarkeit der

Messungen. Der Biosensor eignet sich somit für die schnelle Abschätzung der Raffinose-

Konzentration im chromatographischen Trennprozeß.

Das Multi-Enzymsystem Invertase/Fructose-Dehydrogenase mit photometrischer Detek-

tion eignet sich ebenfalls zur schnellen Raffinose-Analytik. Als Einschränkung für dieses

System gilt die Querempfindlichkeit zu Saccharose, die ebenfalls detektiert wird und in

Melasse in hoher Konzentration vorhanden ist. Der Sensor eignet sich somit, nachdem die

Saccharose durch geeignete Verfahren abgetrennt worden ist, zur Überwachung der

Aufarbeitung und zur Abschätzung des Raffinose/Melibiose-Verhältnisses bei der Um-

setzung von Raffinose zu Melibiose.
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5.2 Analytik von Saccharose in Zuckerrübenmelasse

5.2.1 Chromatographische Trennung von Saccharose

Zwischen der 40. und 80. Minute des Chromatographiezyklus wird die Saccharose-

Fraktion gewonnen (s. Abbildung 4.1), die anschließend in mehreren Schritten entfärbt und

weiter aufgereinigt wird. Die Prozeßkontrolle richtet sich vor allem nach der

densitometrischen und polarimetrischen Bestimmung des Saccharose-Gehalts. Wie in

Kapitel 4.1.2 erläutert, wird die Messung durch Begleitstoffe wie Saccharide und

Aminosäuren beeinflußt. Die Messung liefert somit keine Absolutwerte, sondern je nach

Verunreinigung eine schnelle Abschätzung der Konzentration. Mit einem Biosensorsystem

soll getestet werden, ob eine präzisere On-line-Messung der Saccharose-Konzentration

möglich ist.

Off line wird die Saccharose-Konzentration mit der Zucker-HPLC bestimmt (siehe Anhang

8.8.3). In der Literatur sind eine Reihe von Verfahren beschrieben, die jedoch alle für eine

Prozeßsteuerung zu langsam sind [131-133, 137, 144-146]. Die Erfassung verschiedener

Saccharide mit FIA-Systemen wird in der Literatur beschrieben [130, 147].

5.2.2 Aufbau des Biosensors zur Bestimmung von Saccharose

Abb. 5.11 zeigt die Reaktionen des Multi-Enzymsystems zur Detektion von Saccharose.

Als biologische Komponente werden Invertase, Glucose-Oxidase und Mutarotase auf VA-

Epoxy co-immobilisiert und in einer Enzymkartusche in ein FIA-System integriert.

D-Gluconolacton

H2O2 O2

Glucose-Oxidase

α-D-Glucose

β-D-Glucose

Mutarotase

Fructose + α-D-Glucose
Invertase

Saccharose

Abb. 5.11: Enzymatische Detektion von Saccharose
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Invertase spaltet Saccharose in Glucose und Fructose, Mutarotase beschleunigt die

Einstellung des Gleichgewichts von α- zu β-Glucose, die von Glucose-Oxidase umgesetzt

wird. Der dabei verbrauchte Sauerstoff wird analog Abbildung 2.2 von einer ampero-

metrischen Sauerstoffelektrode detektiert. Ein Vorteil des Multi-Enzymsystems ist die sehr

spezifische Reaktion von Glucose-Oxidase, die nur β-Glucose umsetzt und somit

Querempfindlichkeiten zu anderen Sacchariden ausschließt.

5.2.3 Messung von Saccharose am Chromatographieprozeß

Die Proben werden direkt von einer Trennkolonne in einer Mischkammer 1:4,4 mit Puffer

verdünnt und der pH-Wert on line auf pH 5,0 geregelt. Zur pH-Regelung wird ein

Impulsomat/Dosimat eingesetzt, der durch Zugabe von 0,1 M HCl den pH-Wert konstant

hält [148]. Diese Maßnahme erweist sich für die Messung von Saccharose als notwendig,

da der pH-Wert des Eluats im Verlauf des Chromatographiezyklus zwischen pH 7,8 und

10,0 schwankt und das Optimum der verwendeten Enzyme jedoch im sauren pH-Bereich

liegt. Der Verbrauch an Salzsäure verursacht dabei einen Verdünnungsfehler von < 2%.

Das Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 5.12 dargestellt.

0 20 40 60 80 100 120

0

20

40

60

80

100  Biosensor

 Referenzanalytik

S
a

c
c
h

a
ro

s
e

 [
u

n
it
s
]

Zeit [min]

Abb. 5.12: On-line-Messung der Saccharose-Konzentration und Vergleich der Meßwerte

eines Zyklus mit der HPLC-Referenz (Anhang 8.8.3)
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Abbildung 5.12 zeigt die gute Übereinstimmung zwischen Biosensor und der HPLC-

Referenz. Im Dauertest lief der Sensor über eine Zeit von fünf Tagen stabil. Jedoch nimmt

eine Messung etwa 15 Minuten in Anspruch, was mit der langsamen gekoppelten

Enzymreaktion und der Verdünnung der Probe mit Einstellung des pH-Wertes

zusammenhängt. Durch Wahl der geeigneten Bedingungen (höhere Flußrate des Betriebs-

puffers) kann die Meßzeit verkürzt werden. Mit dieser Maßnahme nimmt jedoch

gleichzeitig die Empfindlichkeit ab, die Proben können nicht im gleichen Verhältnis

verdünnt werden und Störungen durch die Probenmatrix treten verstärkt auf. Im Vergleich

zu anderen Fraktionen ist die Saccharose-Fraktion jedoch relativ rein, d.h. die

Konzentration von Salzen, organischen Säuren und Farbstoffen, die Störungen verursachen

können, ist gering. Durch die hohen Temperaturen im Trennprozeß ist jedoch der

Sauerstoffgehalt der Proben gering und verursacht bei geringerer Verdünnung Störungen

am Transducer. Die Messung mit dem Biosensor ist im Vergleich zur sehr schnellen

densitometrischen und polarimetrischen Messung zu langsam, um sie zur Prozeßkontrolle

einsetzen zu können.

Im folgenden Kapitel wird untersucht, wie sich Biosensoren, die zeitverzögert Daten

liefern, zu einer Kontrolle von schnellen Prozessen einsetzen lassen. Am Beispiel des

Serin-Sensors soll ein Konzept zur Optimierung des Trennprozesses erarbeitet werden.
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6  Biosensoren zur Analytik von Aufarbeitungsprozessen

In der Biotechnologie liegt der Hauptaufwand oft nicht in der Produktion, sondern in der

Gewinnung und Aufreinigung der Produkte. Das sogenannte „Downstream Processing“

umfaßt dabei Operationen wie die Abtrennung von Zellen, Extraktion, Kondensation,

Chromatographie, Kristallisation und Trocknen [5]. In biotechnologischen Prozessen

können Proteine im Konzentrationsbereich von einigen mg/l vorliegen und müssen von

einer Vielzahl anderer Proteine und Verunreinigungen abgetrennt werden [5]. Die

Aufreinigung sollte möglichst schnell und unter schonenden Bedingungen durchgeführt

werden, weil empfindliche Proteine ihre biologische Aktivität verlieren können. Die

verlangte Reinheit hängt stark vom Einsatzgebiet ab: Für Pharmaprodukte wird nicht nur

die höchste Reinheitsstufe verlangt, bei der keine Verunreinigungen nachweisbar sein

dürfen, sondern auch eine robuste und valide Prozeßanalytik. Im Extremfall können die

Kosten für das Downstream Processing bis zu 90 % der Herstellungskosten betragen [5,

149]. Chromatographische Verfahren spielen in der Aufreinigung eine zentrale Rolle und

machen zusammen mit Membranverfahren bis zu 90 % der weltweit verwendeten

Technologie aus [150-154]. Die Optimierung der Aufarbeitung spielt somit eine

Schlüsselrolle bei der Prozeßoptimierung in der Biotechnologie [155].

Während die Kontrolle und Regelung des pH, pO2 und der Temperatur bei Fermentations-

prozessen weit entwickelt ist, stehen zur Kontrolle von Aufarbeitungsschritten oft nur

unzureichende Analysenverfahren zur Verfügung [149]. Die Analytik von biotechno-

logisch hergestellten Produkten ist aufwendig, und es steht oft keine Methode für eine

schnelle, den Aufreinigungsprozeß begleitende Analytik zur Verfügung. Diese Lücke kann

durch den Einsatz von Biosensoren geschlossen werden [156, 157]. Im folgenden Kapitel

wird der Einsatz des entwickelten Serin-Sensors (siehe Kapitel 4.2) zur Optimierung des

Chromatographieprozesses beschrieben.

6.1 Biosensoren im Downstream Processing – Stand der Technik

Der Einsatz von Biosensoren bei der chromatographischen Aufreinigung von Enzymen ist

in der Literatur beschrieben worden [158-162]. Dabei wird die enzymspezifische Reaktion

zur Detektion des Proteins ausgenutzt, das Produkt stellt quasi die biologische

Komponente eines Biosensorsystems dar. In diesen Arbeiten erfolgt jedoch keine
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Regelung des Trennprozesses, die auf den gemessenen Daten basiert. Ziel einer

Prozeßanalytik sollte es sein, sowohl die Überwachung als auch die Steuerung des

Prozesses zu ermöglichen. Ein solches System basierend auf der Detektion von IgG wird

von Kenney beschrieben [163]. Die Analytik beruht in diesem Fall auf der Messung der

UV-Absorption und des pH-Wertes und ist somit nicht spezifisch. Holwill et al. beschreibt

ein Analysenverfahren, bei dem die chromatographische Aufreinigung von Alkohol-

Dehydrogenase mit mathematischen Methoden zur Vorhersage und Prozeßkontrolle

kombiniert wird [149].

Im folgenden soll die Ankopplung des Sensors an den chromatographischen Trennprozeß

beschrieben werden. Um Biosensoren zur Regelung von schnellen Prozessen einsetzen zu

können, kann die zeitverzögerte Messung durch mathematische Verfahren kompensiert

werden. Bei der Regelung von Bioprozessen wird die Verzögerung durch Probenahme und

Messung bei der Regelung mit künstlichen neuronalen Netzen berücksichtigt [164]. Damit

kann eine Vorhersage des Konzentrationsverlaufes gemacht werden, auf der die Regelung

basiert.

6.2 Biosensorsystem zur Prozeßanalytik

Für die Messungen am Prozeß wird das Sensorsystem mit einem Autosampler kombiniert,

der sowohl zur Probenahme als auch zur Probenkonditionierung eingesetzt werden kann.

Abbildung 6.1 zeigt ein Bild der Laborversion des Sensorsystems.

Abb. 6.1: V.l.n.r. Autosampler, Injektor, Wasserbad, Pumpe, Photometer, PC, vorne die

Steuereinheit des Autosamplers und die Durchflußküvette
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Das System ermöglicht eine automatische Probenahme und die anschließende Bestimmung

der Serin-Konzentration. Für die Regelung des Prozesses ist es notwendig, daß auf aktuelle

Analysendaten zurückgegriffen werden kann. Im folgenden wird erläutert, wie der

Biosensor zur Überwachung und Optimierung des schnellen Chromatographieprozesses

eingesetzt werden kann.

6.3 Konzept der In-Time-Analytik

Da die Zeit für eine Messung mit zwei Minuten noch zu langsam für eine Regelung des

Prozesses ist, wurde das Konzept der „In-Time“-Analytik entwickelt. Wie in Kapitel 4.1

erläutert, dauert ein kompletter chromatographischer Zyklus etwa zwei Stunden. Erste

Untersuchungen mit dem Serin-Sensor haben gezeigt, daß sich das Elutionsverhalten der

Trennkolonnen nur langsam ändert, so daß von Zyklus zu Zyklus nur geringe Unterschiede

zu erwarten sind. Ein Korrigieren der Schnittparameter während der Elution der Serin-

Fraktion ist mit dem Biosensor zwar nicht möglich, es besteht jedoch keine Notwendigkeit

dazu. Vielmehr reicht es aus, die Schnittgrenzen nachträglich zu überprüfen und eventuelle

Änderungen rechtzeitig („In-Time“) durchzuführen, bevor die nächste Serin-Fraktion

eluiert. In der folgenden Abbildung wird dieses Prinzip verdeutlicht.
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Abb. 6.2: Konzept der In-Time-Analytik zur Optimierung des Trennprozesses [24]
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Der linke Teil der Abbildung beschreibt den Ist-Zustand des Prozesses: Die Serin-Fraktion

wird im Bereich t1 bis t2 fraktioniert, jedoch eluiert das Serin erst später und gelangt fast

komplett in die Rückführ-Fraktion. Zur Optimierung werden vom Zeitpunkt (t1-1min) bis

zur Zeit (t2+1min) Proben im Abstand von 30 Sekunden gesammelt und mit dem Serin-

Sensor analysiert. Die Analyse kann automatisch ablaufen, während die anderen

Fraktionen (Saccharose, Betain, Restmelasse, vgl. Abbildung 4.1) eluieren. Damit stehen

für die Analytik etwa 90 Minuten zur Verfügung, bevor die nächste Serin-Fraktion von der

Säule eluiert. In dieser Zeit kann das Analysenergebnis der Proben an die Prozeßanalytik

weitergeleitet werden und die Schnittgrenzen können bei Bedarf korrigiert werden. Bei der

nächsten Serin-Fraktion kann dieses Vorgehen wiederholt werden, so daß ständig die

optimalen Schnittparameter gesetzt werden. Im folgenden Kapitel wird näher auf die

Messungen am Trennprozeß eingegangen.

6.4 Charakterisierung von Änderungen im Elutionsverhalten

Bei den ersten Messungen soll untersucht werden, ob Verschiebungen in aufeinander-

folgenden Zyklen festzustellen sind. Dazu werden hintereinander mehrere Serin-

Fraktionen einer (nicht optimierten) Trennkolonne untersucht. Das Ergebnis einer Messung

ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 6.3: Serin-Fraktion der Trennkolonne 1. Vergleich der Meßwerte des Biosensors mit

dem Aminosäure-Analyser
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In Abbildung 6.3 ist nur die linke Hälfte des Serin-Peaks dargestellt. Aus den Messungen

geht hervor, daß der Verlauf der Serin-Konzentration von dem Biosensor in guter

Übereinstimmung mit der Referenzanalytik wiedergegeben wird. Die eingezeichneten

Schnittgrenzen t1 und t2 stellen die tatsächliche Schnittführung der Anlage dar. Diese kann

sowohl durch ein bei jeder Probenahme ausgedrucktes Protokoll als auch durch

Umschalten der Ventile am Ausgang der Säule ermittelt werden. Die Bestimmung des

Ventil-Umschaltens ist mit ± 3 Sekunden genauer als das Protokoll, in dem lediglich die

Zeit in Minuten vermerkt ist. Es ist auffällig, daß der Schnitt für die Serin-Fraktion

deutlich zu früh erfolgt, bereits wenige Sekunden nach Erreichen des Serin-Maximums

wird die nächste Fraktion geschnitten. Dieses Verhalten konnte an mehreren Trenn-

kolonnen nachgewiesen werden, die Schnitte erfolgten teilweise mehrere Minuten zu früh.

Ein verspäteter Schnitt konnte nicht detektiert werden, ein Hinweis darauf, daß sich die

Serin-Fraktion möglicherweise zu längeren Retentionszeiten hin verschiebt. Die

Effektivität des Trennprozesses war längere Zeit nicht durch Probenahme und Analyse

kontrolliert worden.

Um Verschiebungen bei der Elution der Serin-Fraktion zu charakterisieren, wird die

Peakfläche unter einer optimal geschnittenen Fraktion als 100 % angenommen. Bei allen

Messungen wird die Schnittführung des Prozeßleitsystems dargestellt, die Fläche unter der

Kurve zwischen den Schnittgrenzen t1 und t2 berechnet und auf das Optimum bezogen.
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Abb. 6.4 : Peakfläche bei optimaler Fraktionierung (=100 %) und bei 120 Sekunden zu

früher Schnittführung (= 61 %).
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Bei dieser Darstellung bleibt unberücksichtigt, daß durch die Elution anderer

Komponenten die Reinheit der Serin-Fraktion zu den Flanken hin stark abnimmt. Für die

folgenden Messungen werden vier aufeinander folgende Serin-Fraktionen der Trenn-

kolonne 1 mit dem Biosensor analysiert und die Peakfläche wie beschrieben berechnet.
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Abb. 6.5: Peakfläche von vier aufeinander folgenden Serin-Fraktionen der Trennkolonne 1

im Vergleich zu idealer Schnittführung (= 100 %)

Die Integration der Peakflächen bei vier sukzessiven Zyklen zeigt nur leichte

Schwankungen, die im Rahmen der Meßungenauigkeiten liegen. Der Fehler von 10 % setzt

sich aus Fehlern bei der Probenahme, dem Fehler bei der Bestimmung der Schnittgrenzen

und den Meßfehlern des Serin-Sensors zusammen. Ähnlich der in Abbildung 6.3

dargestellten Messung erfolgen alle Schnitte etwa 120 Sekunden zu früh, und die

fraktionierte Serin-Konzentration beträgt im Mittel lediglich 59 % des Optimums.

Um zu untersuchen, ob sich im Zeitraum von einigen Tagen eine Verschiebung der Serin-

Fraktion detektieren läßt, wird im Abstand von 24 Stunden die Serin-Fraktion der

Trennkolonne 4 mit dem Biosensor analysiert. Aus technischen Gründen konnten die

Untersuchungen nicht an der Trennkolonne 1 durchgeführt werden. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 6.6 dargestellt.
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Abb. 6.6: Peakfläche von Serin-Fraktionen der Trennkolonne 4 an fünf aufeinander

folgenden Tagen im Vergleich zu idealer Schnittführung (= 100 %)

Die Messungen über einen Zeitraum von fünf Tagen geben ebenfalls keinen Aufschluß

über eine Verschiebung der Elutionszeiten der Serin-Fraktion. Die Fraktionierung erfaßt

im Mittel 63 % des Serins und liegt damit 4 % über den bei der Trennkolonne 1

bestimmten Werten.

Wie in Kapitel 4.1 erläutert, werden die Trennkolonnen für einen Zeitraum von 2-3

Wochen kontinuierlich betrieben, bevor eine Rückspülung des Harzes erfolgt. Um

eventuelle Verschiebungen über einen längeren Zeitraum zu dokumentieren, wird im

Abstand von 2-5 Tagen die Serin-Fraktion der Trennkolonne 2 mit dem Biosensor

charakterisiert und nach dem beschriebenen Verfahren die Peakfläche berechnet. Das

Ergebnis der Messungen ist in Abbildung 6.7 zusammengefaßt.
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Abb. 6.7: Peakfläche von Serin-Fraktionen der Trennkolonne 2 zwischen zwei Rück-

spülungen im Vergleich zu idealer Schnittführung (= 100 %)

Über einen Zeitraum von 20 Tagen ist eine geringe Abnahme der Peakfläche festzustellen.

Wie bei den vorangegangenen Messungen sind leichte Schwankungen zu verzeichnen.

Durch lineare Regression der Peakmaxima läßt sich eine Verschlechterung der

Schnittführung von 0,3 % pro Tag nachweisen. Auffällig ist weiterhin, daß im Mittel 87 %

des Serins erfaßt werden. Die Schnittführung der Trennkolonne 2 liegt somit deutlich über

dem Niveau der Trennkolonnen 1 und 4.

6.5 Optimierung des Chromatographieprozesses

Die Messungen mit dem Serin-Sensor dienen als Grundlage für die Optimierung des

Trennprozesses. Die notwendige Korrektur der Schnittgrenzen kann über die Berechnung

einer Gauß-Funktion erfolgen, die aus den vorhandenen Meßdaten den gesamten

Peakverlauf extrapoliert. Die optimalen Schnittgrenzen t1 und t2 können auf diese Art und

Weise bestimmt werden.

 



90  6 Biosensoren zur Analytik von Aufarbeitungsprozessen

_________________________________________________________________________

 

0 100 200 300 400 500 600

0

20

40

60

80

100

t
2

t
1

 Biosensor

 berechneter

          Peakverlauf

Saccharose-

Fraktion

Restmelasse-

Fraktion

Optimierte

Serin-

Fraktion

D
- 

+
 L

-S
e

ri
n

 [
re

l.
 E

in
h

e
it
e

n
]

Zeit [sec]

Abb. 6.8: Anpassung der Schnittgrenzen der Serin-Fraktion über eine berechnete Gauß-

Funktion (Microcal Origin 5.0). Der berechnete Peak ist gepunktet dargestellt.

Abbildung 6.8 zeigt die neu berechneten Schnittgrenzen der Serin-Fraktion, die in der

Mitte des Serin-Peaks geschnitten wird. Die Schnittgrenzen müssen in diesem Fall um 120

Sekunden korrigiert werden. Gemessen an der Dauer der Fraktion (4-6 Minuten) führt ein

Fehler dieser Größenordnung dazu, daß ein erheblicher Teil des Serins in den Rückführ-

Fraktionen rechromatographiert wird. Die Beschreibung mit der Gauß-Funktion stellt eine

Näherung dar, in der Praxis wird oft mit Asymmetriefaktoren gearbeitet, die das Tailing

des Peaks beschreiben [92].

Die Überwachung des Chromatographieprozesses mit dem Biosensor bietet die

Möglichkeit, die Schnittgrenzen der Serin-Fraktion zu optimieren. Dabei können die

Schnittparameter t1 und t2 entweder nach Bedarf oder kontinuierlich nachgeregelt werden.

Im Vergleich zu herkömmlichen Analysensystemen ergibt sich bei der Regelung von sechs

Säulen parallel und der daraus resultierenden hohen Probenzahl ein großer Zeitvorteil.

Zudem ist das System schnell genug, Einlaufphasen (z. B. nach Rückspülung des Harzes)
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charakterisieren und optimieren zu können. Im folgenden Kapitel werden die Vorteile einer

Prozeßoptimierung in Form von Energie- und Chemikalieneinsparungen belegt.

6.6 Auswirkung der Prozeßoptimierung

Durch die Anwendung der In-Time-Analytik und das optimale Setzen der Schnittgrenzen

läßt sich der Verbrauch an Energie und Chemikalien verringern. Im Vergleich zum

momentanen Zustand läßt sich bei optimaler Auslegung des Prozesses eine 60 % höhere

Produktkonzentration erzielen. Daraus resultieren Einsparungen, die nicht primär bei der

Ionenausschluß-Chromatographie, sondern bei den nachfolgenden Aufreinigungsschritten

und der Biotransformation des Serins zu Tryptophan zu erzielen sind. Durch die höhere

Serin-Konzentration können bei der nachfolgenden Entfärbung durch Aktivkohle und

Ionenaustausch geringere Mengen an Chemikalien, Prozeßwasser und Dampf eingesetzt

werden. Durch die höhere Produktreinheit wird die Kristallisation erleichtert und

gleichzeitig weniger Energie (in Form von Dampf) zum Konzentrieren der Lösungen

benötigt. Die Einsparungen beim CSB (Chemischer Sauerstoffbedarf) resultieren aus der

höheren Serin-Konzentration und –Reinheit bei der Umsetzung zu L-Tryptophan, die sich

sowohl bei der Biotransformation als auch bei der anschließenden Aufreinigung positiv

auswirkt. Tabelle 6.1 zeigt eine Berechnung, welche Einsparungen sich pro Jahr bei

optimierter Fraktionierung des Serins realisieren lassen.

Tab. 6.1: Einsparungsmöglichkeiten bei Verwendung des Serin-Biosensors und daraus

optimierter Prozeßführung [91]

Einsparung vonOptimierungseffekt
Energie Chemikalien Wasser

60% höhere Produkt-
konzentration

200-240 t Dampf
30 % spezifische

Produktionsenergie
25% höhere Produkt-

ausbeute
106 t HCl
84 t NaOH
80 t NH3

8 t Aktivkohle

3100 m3 Elutions-
wasser

35% weniger
spezifische

Abwasserbelastung

3100 m3 Abwasser
80 t CSB
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Mit der Ankopplung des Serin-Sensors an den Chromatographieprozeß konnte gezeigt

werden, daß erheblicher Optimierungsbedarf bei der Fraktionierung des Serins besteht. Bei

allen untersuchten Trennkolonnen wurde die Serin-Fraktion fehlerhaft geschnitten,

wodurch bis zu 50 % des Serins in den Rückführ-Fraktionen rechromatographiert wurden.

Durch den Einsatz des Biosensors zur Prozeßanalytik und –optimierung kann der

Chromatographieprozeß besser ausgelastet werden. Die im Zeitraum von 20 Tagen

gezeigte Verschiebung der Serin-Fraktion von etwa 0,3 % pro Tag kann durch das Konzept

der In-Time Analytik kompensiert werden, so daß eine dauerhaft gute Trennleistung erzielt

wird.

Es konnte gezeigt werden, daß die Ankopplung des Serin-Sensors an den bestehenden

Prozeß der Melasseentzuckerung nicht nur ressourcen- und umweltschonend ist, sondern

auch unter ökonomischen Gesichtspunkten sinnvoll sein kann. Als eine Form des

produktionsintegrierten Umweltschutzes leistet die intelligente Prozeßsteuerung somit

einen wichtigen Beitrag zur Wertschöpfung von Produkten aus Rest- und Wertstoffen.
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7 Schlußbetrachtung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Biosensoren für industrielle Anwendungen zu

entwickeln und zu optimieren. Biosensoren stoßen immer noch auf Vorbehalte in der

Industrie: Die Systeme sind kompliziert zu bedienen und äußerst empfindlich.

Es wurden neue Immobilisierungsverfahren untersucht, die dazu beitragen sollen, mit

hohen Enzymaktivitäten die Standzeit der biologischen Komponenten von Biosensoren zu

erhöhen. Hilfreich ist dabei die Immobilisierung möglichst hoher Enzymaktivitäten, um

jederzeit über eine Reserve an Enzym zu verfügen. Um ein Meßsystem vollständig zu

automatisieren, sollte eine schnelle Immobilisierung der biologischen Komponente ohne

Eingriff möglich sein. Für diesen Zweck wurden Immobilisierungsverfahren basierend auf

chelatisierender Sepharose und Con A untersucht. Die Kombination beider Verfahren

ermöglicht die selektive Immobilisierung und Elution zweier unterschiedlicher Enzyme auf

dem gleichen Träger. Am Beispiel der Saccharose-/Glucose-Analytik wurde dieses

Verfahren untersucht. Diese Immobilisierungsmethode bietet gegenüber einer kovalenten

Bindung den Vorteil der Reversibilität. Sowohl über Metallionen als auch über Con A

gebundene Enzyme lassen sich durch pH-Shift oder Verdrängung vom Träger entfernen.

Nach dieser Behandlung steht der Träger für eine erneute Immobilisierung zu Verfügung.

Es können somit Biosensoren konstruiert werden, die bei nachlassender Aktivität

selbsttätig eine Elution und Immobilisierung der biologisches Komponente durchführen,

ohne daß ein Eingriff in das System notwendig wird.

Mit dem Bioaffinity Layering wurde ein Verfahren vorgestellt, das die Immobilisierung

von Glykoenzymen in Schichten von Con A und Enzym ermöglicht. Ein ähnliches

Immobilisierungsverfahren wurde in Zusammenarbeit mit der Aligarh Muslim University

(Indien) entwickelt. Statt des Lektins wurden Antikörper gegen Enzyme verwendet, um

wechselweise Schichten von Enzym und Antikörper aufzubauen. Mit Antikörpern gegen

Glucose-Oxidase und Peroxidase wurde dieses „Immunoaffinity Layering“-Verfahren

untersucht und der Einsatz solcher Systeme in Biosensoren für Glucose und Wasser-

stoffperoxid getestet. Die Messungen haben gezeigt, daß die Anwendung des Layerings

mehrere Vorteile für die Biosensorik in industriellen Anwendungen verspricht: höhere

Aktivität (= Sensitivität) und Stabilität (= Standzeit im Betrieb).
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Für den Prozeß der chromatographischen Melasseentzuckerung wurde ein Biosensor

entwickelt, der den Verlauf der Serin-Konzentration detektieren kann. Für die Entwicklung

des Serin-Sensors wurden zunächst nach geeigneten Enzymen gesucht. Eine L-

Aminosäure-Oxidase eignete sich nicht als biologische Komponente, da sie L-Serin nicht

umsetzt. Jedoch wurde durch diese Untersuchungen aufgezeigt, daß eine Reihe weiterer L-

Aminosäuren in der untersuchten Serin-Fraktion vorhanden sind, so daß bei der Wahl der

biologischen Komponente auf die Querempfindlichkeit des Systems geachtet werden

mußte.

Durch die Carbonatation (Kalkung) in der Zuckerfabrik liegt Serin zu einem geringen

Anteil als D-Enantiomer vor, so daß eine Analytik über das D-Enantiomer möglich war.

Die Anzahl der störenden Begleitstoffe verringert sich, da außer Serin lediglich Tyrosin

teilweise racemisiert vorliegt. Die Kombination einer D-Aminosäure-Oxidase mit

amperometrischer Sauerstoffelektrode liefert einen Biosensor, der D-Serin in Standards

bestimmen kann. Messungen mit Proben des Chromatographieprozesses ergaben einen

Nachteil des Systems: die große Querempfindlichkeit zu D-Tyrosin. Es war nicht möglich,

beide D-Aminosäuren nebeneinander nachzuweisen, da D-Tyrosin aufgrund der

Selektivität des Enzyms bevorzugt umgesetzt wird.

Die weitere Suche führte zur D-Serin-Dehydratase aus Klebsiella pneumoniae, die auch in

geringem Umfang Querempfindlichkeiten zu anderen D- und L-Aminosäuren aufweist.

Die Desamininierung von D-Serin zu Pyruvat wurde mit einer zweiten enzymatischen

Reaktion kombiniert, die nur das gebildete Pyruvat umsetzt und Querempfindlichkeiten

fast völlig ausschließt. Als Detektionsreaktion bot sich die durch Lactat-Dehydrogenase

katalysierte Umsetzung von Pyruvat zu Lactat an, der NADH-Verbrauch läßt sich auf

einfache Art und Weise photometrisch detektieren. Die D-Serin-Dehydratase wurde im

Arbeitskreis von PD Dr. Lutz Fischer (TU Braunschweig) isoliert und beide Enzyme auf

VA-Epoxy immobilisiert. Durch Kombination mit einem FIA-System und Optimierung der

Parameter konnte ein automatischer Serin-Sensor entwickelt werden, der die Messung

einer Probe in 125 Sekunden ermöglichte. Anhand von Proben der Serin-Fraktion konnte

die Praxistauglichkeit des Biosensors nachgewiesen werden, die Meßergebnisse zeigten

eine gute Korrelation mit der Referenzanalytik.
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Um die Serin-Analytik weiter zu beschleunigen, wurden optische Detektionsverfahren

untersucht. Hierzu wurden von Proben der Serin-Fraktion 2D-Fluoreszenzspektren

aufgenommen und versucht, zwischen den off line bestimmten Konzentrationsverläufen

und dem Fluoreszenzverlauf bei verschiedenen Emissions-/Exzitationswellenlängen einen

Zusammenhang herzustellen. Dabei wurden sowohl für die Trennkolonnen 1-6 als auch für

die Kolonne 8 (weitere Aufreinigung der Serin-Fraktion) Fluoreszenzverläufe detektiert,

die mit den Konzentrationsverläufen bestimmter Aminosäuren übereinstimmen.

Vermutlich handelt es sich dabei um Fluorophore, die zusammen mit den Aminosäuren

eluieren. Zur Zeit wird untersucht, ob dieses Verhalten reproduzierbar ist und sich

eventuell zu einer Kontrolle des Chromatographieprozesses nutzen läßt. Bei diesen

Untersuchungen soll der gesamte Trennzyklus von 2 Stunden analysiert werden. Die 2D-

Fluoreszenzspektroskopie ist als nicht-invasive und schnelle Analysenmethode ein

vielversprechender Ansatz.

Für die enantioselektive Bestimmung von Aminosäuren wurde ein 2-Kanal-Biosensor mit

D- und L-Aminosäure-Oxidase entwickelt. Der Nachweis der Enantiomerenreinheit ist ein

wichtiger Prozeß für die pharmazeutische Industrie. Mit dem Enzym L-Phenylalanin-

Dehydrogenase wurde ein Biosensor zur Bestimmung von L-Phenylalanin und L-Tyrosin

konstruiert. Bei der Messung von Prozeßproben traten jedoch noch deutliche Matrixeffekte

und Querempfindlichkeiten auf. Die Zeit für eine Messung lag aufgrund der sehr niedrigen

Enzymaktivität bei etwa 10 Minuten. Es wird zur Zeit an der verbesserten Immobilisierung

des Enzyms gearbeitet.

Zur Detektion des Trisaccharids Raffinose wurde ein Biosensorsystem aus immobilisierter

Galactose-Oxidase kombiniert mit amperometrischer Detektion verwendet. Der Sensor

eignete sich zur Raffinose-Bestimmung in Standards, jedoch traten bei der Messung von

Prozeßproben deutliche Querempfindlichkeiten und Matrixeffekte auf. Unter Verwendung

des Standardzusatzverfahrens konnten diese Störungen minimiert werden, so daß sich der

Biosensor zu schnellen Raffinose-Bestimmung eignete. Im Vergleich zu dem untersuchten

HPLC-System und dem Enzym-Testkit zeichnete sich der Sensor durch eine sehr geringe

Meßzeit von 5 Minuten aus.
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Eine Alternative zur Galactose-Oxidase konnte mit dem Enzymsystem Invertase/Fructose-

Dehydrogenase entwickelt werden. Mit diesem System konnte der Nachweis von

Raffinose neben Melibiose verwirklicht werden. Der Nachteil dieses Multi-Enzymsystems

ist die Querempfindlichkeit zu Saccharose, die ebenfalls detektiert wird. Der Biosensor

eignet sich somit nicht zur Prozeßanalytik, sondern zum Einsatz bei späteren Aufreini-

gungsschritten oder bei der Umsetzung von Raffinose zu Melibiose.

Zur Bestimmung von Saccharose wurde ein Biosensor mit Invertase, Mutarotase und

Glucose-Oxidase als biologischer Komponente verwendet. Ein solches System konnte den

Saccharose-Gehalt im chromatographischen Prozeß mehrere Tage stabil bestimmen.

Aufgrund der langsamen gekoppelten Enzymreaktion und der Verdünnung mit not-

wendiger Einstellung des pH-Wertes war die Saccharose-Bestimmung mit einer Zeit von

15 Minuten pro Messung zu langsam, um sie als Alternative zu den bestehenden Verfahren

einsetzen zu können.

Beispielhaft wurde für den Serin-Sensor ein Verfahren zur Ankopplung des Biosensors an

den Chromatographieprozeß entwickelt. Das Ziel war die Charakterisierung und

Optimierung des Chromatographieprozesses. Dazu wurden Proben der Serin-Fraktion von

den Trennkolonnen entnommen und mit dem Biosensor analysiert. Das Analysenergebnis

liegt dabei In-Time vor, bevor die nächste Serin-Fraktion von der Säule eluiert. Bei den

Untersuchungen zur Schnittführung wurden erhebliche Abweichungen vom Optimum

registriert: An allen untersuchten Trennkolonnen wurde die Serin-Fraktion teilweise

erheblich zu früh fraktioniert. Das Elutionsverhalten änderte sich dagegen im Verlauf von

einigen Zyklen oder Tagen nicht meßbar. Erst im Zeitraum von 20 Tagen konnten leichte

Verschiebungen der Serin-Fraktion in der Größenordnung von 0,3 % pro Tag

nachgewiesen werden. Diese Verschlechterung des Trennverhaltens kann durch den

Einsatz des Serin-Sensors am industriellen Prozeß verhindert werden.

Es wurde berechnet, daß sich durch Anwendung dieses Optimierungsverfahrens enorme

Einsparpotentiale an Chemikalien, Energie und Prozeßwasser ergeben. Die Einsparungen

beruhen auf der höheren Produktkonzentration des Serins und den daraus resultierenden

Einsparungen bei nachfolgenden Umsetzungen und Aufreinigungsschritten.
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Modellhaft wurde an dem bestehenden Verfahren der Serindarstellung eine Verfahrens-

optimierung durch intelligente Prozeßanalytik diskutiert. Es konnte belegt werden, daß

Investitionen in produktionsintegrierten Umweltschutz in Form intelligenter Prozeß-

steuerung nicht nur Ressourcen und Umwelt schonen, sondern auch unter ökonomischen

Gesichtspunkten sinnvoll sind. Die gewonnenen Erkenntnisse sind nicht nur auf das

Gesamtverfahren der Melasseauftrennung, sondern auch auf die Verarbeitung anderer

nachwachsender Rohstoffe übertragbar.
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8 Anhang

8.1 Abkürzungsverzeichnis

°Bx °Brix ( 1°Brix = 1 % Trockensubstanz)
ABTS 2-2'-Azino-bis(3-Ethylbenz-thiazoline-6-sulfonsäure)
ASA Aminosäure-Analyser
CAFCA Computer Assisted FIA Control & Analysis
CD(t) D-Serin-Konzentration zur Zeit t [g/l]
CD0 D-Serin-Konzentration zur Zeit t=0 min [g/l]
Con A Concanavalin A
CSB Chemischer Sauerstoffbedarf
d Zeit in Tagen
D-ASOD D-Aminosäure-Oxidase
EC Enzyme classification
EDTA Ethylendiamintetraacetat
Em Emissionswellenlänge [nm]
Ex Exzitationswellenlänge [nm]
FIA Fließinjektionsanalyse
FruDH Fructose-Dehydrogenase
GalOD Galactose-Oxidase
Gly Glycin
GOD Glucose-Oxidase
HPLC High Pressure Liquid Chromatography
INV Invertase
KPP Kaliumphosphat
L-ASOD L-Aminosäure-Oxidase
LDH Lactat-Dehydrogenase
Q Flußrate aus der Mischkammer [ml/min]
rpm rounds per minute
SDS Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
t Zeit [min]
TK Trennkolonne
U Units Enzymaktivität
Vm Volumen der Mischkammer [ml]
YSI Yellow Spring Instruments

8.2 Enzyme und Feinchemikalien

8.2.1 Enzyme

D-Aminosäure-Oxidase Immobilisat, Boehringer Mannheim
D-Aminosäure-Oxidase Sigma A 1914
D-Fructose-Dehydrogenase Sigma F 4892
D-Serin-Dehydratase AK Dr. L. Fischer, TU Braunschweig
Galactose-Oxidase Sigma G 7907



8 Anhang                 99

_________________________________________________________________________

Glucose-Oxidase Sigma G 2133
Invertase Fluka 57629
L-Aminosäure-Oxidase Sigma A 9253
L-Lactat-Dehydrogenase Sigma L 1254
L-Phenylalanin-Dehydrogenase AK Dr. L. Fischer, TU Braunschweig
Mutarotase Sigma M 4286
Peroxidase Sigma P 8250

8.2.2 Feinchemikalien

Calciumchlorid Sigma C 3881
Chelatisierende Sepharose Pharmacia
CNBr-aktivierte Sepharose (4B) Sigma C 1150 und Pharmacia
Concanavalin A Sigma C 2010
D,L-Tyrosin Amino GmbH
D-Serin Sigma S 4250
D-Tryptophan Sigma T 9753
EDTA Sigma ED
Galactose Sigma G 6404
Glucose Fluka 49159
Glycin Sigma G 7403
Kaliumdihydrogenphosphat Merck 12034
Kaliumhexacyanoferrat (III) Fluka 60300
Kaliumhydrogenphthalat Fluka 60360
L-Lactat Sigma L-2250
L-Tryptophan Sigma T 8659
Magnesiumchlorid Sigma M 2670
Manganchlorid Sigma M 3634
Melibiose Sigma M-5500
NADH Sigma N-8129
Natriumchlorid Merck 6404
Raffinose Sigma R 0514
Saccharose Sigma S 8501
Stachyose Sigma S 4001
VA-Epoxy Riedel De Haen 39354

8.3 Geräte

2-Kanalschreiber Se 120 BBC Metrawatt, Goerz
Autosampler Gilson 222 XL + Dilutor
Computer Escom 486 DX/2-66
Digitalmultimeter Voltcraft M-3650CR
FIA-System EVA Linie, Eppendorf, Nethler & Hinz, Hamburg
Magnetrührer Ikamag RCT
Peristaltikpumpen IPS 4, Ismatec
pH-Elektroden U 402-M6, Ingold



100  8 Anhang

_________________________________________________________________________

pH-Meter Knick Typ742
Photometer Skalar 6010
Pipetten Eppendorf, Nethler & Hinz, Hamburg
Sauerstoffelektrode Anasyscon, Hannover
Schüttler Eppendorf, Nethler & Hinz, Hamburg
Thermostat Haake K15, Haake DC1

8.3.1 2D-Fluoreszenzspektrometer

Modell Hitachi F-4500 (Hitachi, Japan)

Parameter für die Messung mit Küvette (Kapitel 4.3.2)

Exzitation: 250-550 nm (10 nm Schrittweite)
Emission: 260-600 nm (10 nm Schrittweite)
Scan-Speed: 12000 nm/min
Slit (Exzitation): 5 nm
Slit (Emission): 10 nm
700 V PMT

Parameter für die Messung mit Lichtleiter (Kapitel 4.3.3)

Exzitation: 250-550 nm (10 nm Schrittweite)
Emission: 260-600 nm (20 nm Schrittweite)
Scan-Speed: 12000 nm/min
Slit (Ex): 10 nm
Slit (Em): 20 nm
700 V PMT

8.4 Medienzusammensetzung

8.4.1 Synthetisches Medium für die Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

nach [61]

Glucose 30 g/l
(NH4)2SO4 4,5 g/l
(NH4)2HPO4 1,9 g/l
KCl 0,9 g/l
MgSO4 x 7 H2O 0,34 g/l
CaCl2 x 2 H2O 0,42 g/l
Na-citrat 5,9 g/l
FeCl3 x 6 H2O 0,015 g/l
MnSO4 x H2O 0,0105 g/l
ZnSO4 x 7 H2O 0,009 g/l
CuSO4 x 5 H2O 0,0024 g/l
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m-Inosit 0,06 g/l
Ca-Pantothenat 0,03 g/l
Vitamin B1 0,006 g/l
Vitamin B6 0,0015 g/l
Biotin 0,00003 g/l

8.4.2 Medien für die Kultivierung von Klebsiella pneumoniae

Komplexmedium für Vorkultur [22]

Cerelose 10 g/l
THE (Thermischer Hefe Extrakt) 10 g/l
Pepton 10 g/l
Trypton 10 g/l

Medium für die Hauptkultur [22]

KH2PO4 2 g/l
K2HPO4 1 g/l
D,L-Serin 20 g/l
Thiamin 10 mg/l
Biotin 1 mg/l
ZnSO4 x 7 H2O 25 mg/l
tri-NaCitrat x 2 H2O 50 mg/l
FeSO4 x 7 H2O 10 mg/l
MnSO4 x H2O 1 mg/l
CaCl2 x 6 H2O 100 mg/l
MgCl2 x 6 H2O 100 mg/l

8.5 Isolierung der D-Serin-Dehydratase aus Klebsiella pneumoniae

Die Herstellung von D-Serin-Dehydratase erfolgt mit Hilfe des Bakteriums Klebsiella

pneumoniae. Dieser Stamm wurde aus Bodenproben durch Screening mit anschließender
Vereinzelung erhalten.
Der Stamm wird zur Anzucht in ein Komplexmedium (pH=6,0) überführt. Die Vorkultur
wird in einem Schüttelkolben für zwei Tage bei 30°C mit 100 rpm inkubiert. Die
Bestimmung des Wachstums erfolgt über Messung der optischen Dichte (Trübung).
Anschließend wird in das Kultivierungsmedium übergeimpft. Die Kultivierung wird 11,5
Stunden bei pH 4,0 und 30°C durchgeführt.
Die Biomasse wird abzentrifugiert, anschließend werden die Zellen mit 0,1 M KPP-Puffer
(3 mM EDTA, 0,1 M Saccharose, pH 7,5) aufgenommen. Es folgt ein mechanischer
Zellaufschluß in einer Rührwerkskugelmühle. Mit Hilfe 30 % (NH4)2SO4-Lösung wird
eine Fällung der Zellproteine und DNA durchgeführt. Es wird abzentrifugiert und der
Überstand erneut mit (NH4)2SO4 bis zu einem Gehalt von 55 % versetzt. Das erhaltene
Pellet enthält die D-Serin-Dehydratase und wird anschließend in einer möglichst kleinen
Menge 0,1 M KPP-Puffer, pH 8,0 aufgenommen. Es folgt eine Umpufferung in 1 M KPP-
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Puffer durch eine Gelfiltration mit Sephadex G25 (Pharmacia). Das so aufgereinigte
Enzym wird zur Immobilisierung mit VA-Epoxy versetzt. Die Menge des eingesetzten
VA-Epoxy richtet sich dabei nach dem Proteingehalt. Nach 24 Stunden wird der Puffer
abdekantiert und das Immobilisat mit Puffer gewaschen. Die Lagerung des Immobilisats
erfolgt bei -20°C.
Bei der Fällung und anschließenden Immobilisierung gehen jeweils etwa 50 % der
Enzymaktivität verloren. Die Aktivitätsbestimmung erfolgt mit dem in Anhang 8.6.1
beschrieben Assay [30, 103].

8.6 Aktivitätsbestimmung von Enzymen

8.6.1 D-Serin-Dehydratase

Die Aktivität der D-Serin-Dehydratase wird mit folgendem Assay bestimmt [30, 103, 105]:
• 1 ml Küvette, Photometer 340 nm, Schreiber
• Lösung A: 0,1 M K2HPO4, pH 8,0
• Lösung B: Lactat-Dehydrogenase (Boehringer 127876)
• Lösung C: NADH-Lösung (10 mg/ml)
• Lösung D: D-Serinlösung, Standards (0 - 1,5 mM)
• Lösung E: Enzymlösung bzw. Immobilisat

In einer 1 ml-Küvette werden 770 µl Lösung A, 10 µl Lösung B und 100 µl Lösung D
vorgelegt. Nach einem Nullabgleich am Photometer (340 nm) werden 20 µl Lösung C
zugegeben und der Assay durch Zugabe von 100 µl Lösung E gestartet. Die Extinktions-
abnahme wird mit einem Schreiber verfolgt, die Berechnung der Aktivität erfolgt nach
folgender Formel:

Enzymaktivität
Extinktionsänderung Volumen l

Zeit s l mol cm Schichtdicke Küvette cm
=

∗
∗ ∗− −

( )

( ) ( )*6300 1 1

*Extinktionskoeffizient NADH bei 340 nm

Der gleiche Assay wird zur Bestimmung der D-Serin-Konzentration verwendet. Die
Extinktionsabnahme wird mit einem Schreiber verfolgt, die Anfangsreaktions-
geschwindigkeit ist proportional zur D-Serin-Konzentration. Nach vorheriger Kalibration
mit Standards kann so die D-Serin-Konzentration unbekannter Lösungen bestimmt werden.
Bei bekanntem D-/L-Verhältnis (in den Proben etwa 25:75) kann die Gesamtkonzentration
von D- und L-Serin berechnet werden [30, 103, 105].
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8.6.2 Lactat-Dehydrogenase

Zur Aktivitätsbestimmung der co-immobilisierten Lactat-Dehydrogenase wird folgender
Assay eingesetzt [105]:

• 1ml Küvette (Schichtdicke = 1 cm), Photometer 340 nm, Thermoschüttler 30°C
• Lösung A: 50 mM K2HPO4, pH=8,0
• Lösung B: NADH-Lösung (10 g/l)
• Lösung C: Pyruvat-Lösung (10 g/l)

Mit Lösung A wird ein Nullabgleich am Photometer durchgeführt. Es wird eine Mischung
aus 1378 µl Lösung A, 28 µl Lösung B und 594 µl Lösung C hergestellt und die Extinktion
der Lösung bestimmt. 50 mg des Immobilisats werden auf 30°C erwärmt, mit 1 ml der
Mischung versetzt und 1 Minute bei 30°C geschüttelt. Nach kurzem Zentrifugieren wird
die Extinktion des Überstands bestimmt. Die Berechnung der Enzymaktivität erfolgt
analog Kapitel 8.6.1 (mit t=60 sec).
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8.7 Immobilisierung und Pufferlösungen

Tab. 8.1: Immobilisierungsbedingungen und Puffer für die verwendeten Enzyme

Enzym/Menge Träger Bedingungen Betriebspuffer Kapitel

Invertase
350 U/ 5 ml

Chelatisierende
Sepharose

1. 50 mM CoCl2

30 min
2. 45 mg Con A
0,1 M Na-Acetat pH
5,2
3. 0,03 % H2O2

4. Metallionen [59]

50 mM Na-Acetat
pH 5,0

3.5.2

Glucose-Oxidase
900 U/ 5 ml

Chelatisierende
Sepharose

1. 50 mM CuSO4

15 min
50 mM Na-Acetat
pH 5,0

3.5.1

Glucose-Oxidase
70 U

CNBr-Sepharose
Antikörper
5 mg/ml [64]

20 mM KPP pH 7,0
12 h 20 °C

50 mM KPP
pH 7,0

3.6.3

Peroxidase
120 U

CNBr-Sepharose
Antikörper
5 mg/ml [64]

20 mM KPP pH7,0
12 h 20°C

50 mM KPP
pH 7,0

3.6.4

D-Aminosäure-
Oxidase
(Boehringer)

unbekannter
Träger

Boehringer
Mannheim

50 mM KPP
pH 8,0

4.2.3

D-Serin-Dehydratase
(AK PD Dr. Fischer)

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM KPP
pH 8,0

4.2.4

Lactat-Dehydro-
genase 2000 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM KPP
pH 8,0

4.2.4

L-Aminosäure-
Oxidase
20 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM KPP
50 mM NaCl
5 mM EDTA
pH 8,6

4.4

D-Aminosäure-
Oxidase
40 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM KPP
50 mM NaCl
5 mM EDTA
pH 8,6

4.4

L-Phenylalanin-
Dehydrogenase
1,5 ml Lösung
(AK PD Dr. Fischer)

VA-Epoxy
200 mg

1 M KPP
pH 10.4
72 h

0,1 M Glycin/HCl
0,1 M KCl
mit KOH auf pH 10,4
einstellen

4.5

Galactose-Oxidase
50 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7,0
24 h bei RT

0,1 M KH-Phthalat
 pH 7,0

5

Fructose-Dehydro-
genase 80 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

0,2 M KPP
10 mM K3Fe(CN)6

pH 4,5

5.1.5

Glucose-Oxidase
180 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM Na-Acetat
pH 5,0

5.2

Invertase
150 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM Na-Acetat
pH 5,0

5.2

Mutarotase
500 U

VA-Epoxy 1 M KPP pH 7.0
24 h bei RT

50 mM Na-Acetat
pH 5,0

5.2
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8.8 Referenzanalytik

Zur Referenzanalytik der Biosensor-Messungen wurden verschiedene HPLC-Methoden
und ein Aminosäure-Analyser benutzt. Im folgenden werden diese Methoden beschrieben.

8.8.1 Aminosäure-Analyser

Folgende Parameter werden für die Aminosäure-Bestimmung in Melasse verwendet [30,
91]:
Lösungen

• Eluent: Puffersystem mit pH- und Temperaturgradient
• Ninhydrinlsg.: 20,0 g Ninhydrin in 5 ml 15 %Titan(III)-Chloridlsg., 750 ml

Ethylenglycol-Monoethylether und 250 ml Na-acetat-Puffer
• Probenvorbereitung: 4 M NaOH, 2 M HCl

Apparatur und Parameter

• Aminosäure- Biotronik 5001, bestehend aus Steuerung, Injektor, Pumpen
Analyser:

• Vorsäule: 6*85 mm (Füllhöhe 25 mm), Harz BTC F
• Trennsäule: 3,2*400 mm (Füllhöhe 205 mm), Harz BTC 2710
• Säulenthermostat
• Reaktionsschlaufe: 11 m Länge
• Detektor: Photometer (λ = 570 nm und λ = 440 nm)
• Flow (Puffer): 0,30 ml/min
• Flow (Reagenz): 0,165 ml/min
• Reaktionstemp.: 125°C
• Probenvolumen: 50 µl, membranfiltriert (0,2 µl)
• Integrator: Shimadzu C-R3A

8.8.2 Bestimmung von Aminosäuren mit HPLC

Für die Bestimmung von Aminosäuren wird ein HPLC-Verfahren mit Vorsäulen-
derivatisierung benutzt [30, 96]:
Lösungen

• Eluent A: 0,05 M Na-Acetat; 0,05 NaH2PO4; pH 7,0
• Eluent B: Methanol 54% und H2O (bidest) 46%
• Regeneration: 270 mg OPA (Phthaldialdehyd) in 5 ml Ethanol auflösen, 

200 µl Mercaptoethanol zufügen und mit 0,4 M Borat-Puffer 
pH 9,5 auf 50 ml auffüllen.

HPLC-Apparatur und Parameter

• HPLC-Pumpe: ERC Irika 871
• Detektor: Floureszenz-Detektor Shimadzu R535
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• Autosampler: Spark Promise II
• Degasser: ERC-3322
• Säulenthermostat: ERC-125
• Säulentemperatur: 30°C
• Auswerteeinheit: HPLC-Manager-APEX
• Vorsäule: VYDAC 301 SC
• Trennsäule: Reversed phase Waters, resolve C 18, 5 µm, (3,9 * 150 mm)
• Flow: 1,0 ml/min
• Detektion: Emission 420 nm
• Probenvolumen: 10 µl
•   -konzentration: ca. 0,3 - 1,0 mg/l

8.8.3 Bestimmung von Zuckern mit HPLC

Zur Bestimmung von Zuckern wird folgendes HPLC-System benutzt [30, 91].

Lösungen

• Eluent : 0,016 M NaOH, membranfiltriert (0,2 µm)
• Regeneration: 0,3 M NaOH, membranfiltriert (0,2 µm)

HPLC-Apparatur und Parameter

• HPLC-Pumpe: Knauer HPLC Pumpe 64
• Detektor: RI Detector ERC-7510 von Erna Optical Works LTD
• Injector: Knauer Injektions-Ventil Nr. V7213
• Säulenthermostat: Knauer modularer HPLC-Ofen
• Säulentemperatur: 30°C
• Integrator: Shimadzu C-R3A Chromatopac
• Vorsäule: Dionex CarboPac PA 1 Guard column
• Trennsäule: Dionex CarboPac PA 1 (4 * 250 mm)
• Flow: 1,0 ml/min
• Probenvolumen: 20 µl, membranfiltriert (0,2 µm)
•   -konzentration: ca. 0,15 g/100 ml

8.8.4 Raffinose-Testkit

Für die Bestimmung von Raffinose wurde ein Enzym-Testkit der Firma Boehringer
benutzt (Boehringer Mannheim, Best.-Nr. 428 167) [30].

Raffinose wird bei pH 4,5 durch α-Galactosidase in D-Galactose und Saccharose
gespalten. Die freigesetzte D-Galactose wird durch Galactose-Dehydrogenase in
Gegenwart von Nicotinamidadenindinucleotid (NAD+) zu D-Galactonsäure oxidiert.
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Während der Reaktion entsteht NADH, das photometrisch bei 340 nm bestimmt wird. Die
gebildete NADH-Menge ist proportional zur Raffinose-Konzentration.

Durchführung der Raffinose-Bestimmung [30]:
In je eine Küvette werden für Leerwert und Proben

• 0,2 ml Lösung 1, bestehend aus Citrat-Puffer, pH 4,5, NAD+ und Stabilisatoren,
gelöst in bidest. Wasser

• 0,1 ml bidest. Wasser bzw. Probelösung in geeigneter Verdünnung (der
Raffinose-Gehalt der Probelösung sollte zwischen 0,25 g/l und 1,3 g/l liegen)
und

• 0,05 ml Suspension 2, α-Galactosidase-Suspension pipettiert, gemischt und
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Durch Zugabe von 1 ml Lösung 3 (Kaliumdiphosphat-Puffer, pH 8,6) werden die Ansätze
umgepuffert, anschließend wird mit 2 ml bidest. Wasser aufgefüllt und gemischt. Nach ca.
zwei Minuten wird die Extinktion (E1) der Lösung mit dem Photometer gemessen und
anschließend die Galactose-Oxidation durch Zugabe von 0,05 ml Suspension 4 (β-
Galactose-Dehydrogenase-Suspension) und Mischen gestartet. Nach Stillstand der
Reaktion (ca. 20 Minuten) wird erneut die Extinktion (E2) bestimmt.

Auswertung [30]:

Für den Blindwert und die Probe wird die Extinktionsdifferenz (E2 - E1) gebildet. Durch
Differenzbildung ergibt sich ∆E (sollte mindestens 0,1 Extinktionseinheiten betragen):

∆E = (E2 - E1)Probe - (E2 - E1)Leerwert

Nach der vom Hersteller angegebenen Formel wird die Raffinose-Konzentration bestimmt:

c
V MG E

d v
g l=

∗ ∗
∗ ∗ ∗

∆
ε 1000

[ / ]

mit
V = 3,400 ml; Testvolumen
v = 0,1 ml; Probenvolumen
MG = 504,44 g/mol; Molmasse Raffinose
d = 1 cm; Schichtdicke der Küvette
ε = 6,31 l/mmol cm; Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm

Freie D-Galactose wird mit diesem Verfahren ebenfalls erfaßt. Sie kann in einem
gesonderten Ansatz ohne Suspension 2 getrennt bestimmt werden
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