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Abstract

Isolierung eines Biopolymers aus gentechnisch veranderten Pflanzen
(Deutsch)

Far die Produktion von Biopolymeren bzw. Proteinen in transgenen Pflanzen gibt es
bereits zahlreiche positive Beispiele. Ein entscheidender Aspekt bei der Nutzung von
nachwachsenden Rohstoffen fur die Produktion von komplexen Molekilen ist die
anschlieBende Isolierung des Wertstoffes aus der entsprechenden Matrix.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Verfahren zur Isolierung von Cyanophycin
(ein nattrlicher Speicherstoff aus Cyanobakterien) aus transgenen Pflanzen-
materialien (Tabak und Kartoffeln) etabliert werden. Mit Hilfe des ersten Verfahrens,
der direkten Saureextraktion des Biopolymers aus der pflanzlichen Matrix, konnten
die einzelnen Parameter des Isolierungsverfahrens optimiert werden (Saure fir die
Extraktion, pH-Wert bei der Fallung und Methode zur Quantifizierung des Produktes).
In einem zweiten Verfahren wurde die Anschlussféahigkeit der Isolierung von Cyano-
phycin aus transgenen Kartoffelknollen an den groBtechnischen Prozess der
Starkegewinnung gepruft.

Isolation of a biopolymer from transgenic plant material
(English)

Up to now there are several positive examples for the production of biopolymers and
novel proteins in transgenic plants. In terms of using plants as renewable resources
for the production of complex molecules isolation of the substance of interest is a
crucial point.

In the framework of this study two different isolation processes for cyanophycin (a
storage molecule from Cyanobacteria) from different transgenic plant materials could
be developed. For the experiments tobacco as well as potato material was used. A
first extraction procedure was based on the direct extraction of the polymer with
diluted acid. It was established in the lab to optimize different process parameters
(acid for extraction, pH-level for precipitation, method for quantification of the
product). A second process was then developed with regard to link polymer isolation
with an existing process for the extraction of starch from potato tubers.
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Mit Hilfe von biotechnologischen Prozessen werden derzeit etwa 5 % der jéhrlich
produzierten chemischen Erzeugnisse hergestellt (Verband der Chemischen
Industrie 2009). Dabei verteilen sich die einzelnen Produktklassen prozentual zum
Gesamtmarktanteil wie in Abbildung 1-1 dargestellt. In den Jahren von 2004 bis 2015
wird ein etwa siebenfacher Zuwachs auf 305 Mrd. US-Dollar (USD) Marktanteil
jahrlich erwartet (Struhalla und Fietz 2005, Quelle: Festel Capital).

Umsatz 2004 Erwarteter Umsatz 2015
1.320 Mrd. USD 40 Mrd. USD 1.930 Mrd. USD 305 Mrd. USD
Feinchemie 51 00
S 50 50 %
Polymere 275 11 20 % 400 ~
o 40 10 %
| e 2%
Spezialitaten-
chemie
_ 2% - 15 %
Basischemie 550
. 15
und Zwischen-
produkte 3% 15 %
Gesamtumsatz davon durch Anteil Gesamtumsatz davon durch Anteil
Chemieprodukte biotechnologische  beziiglich Chemieprodukte biotechnologische  beziiglich
Verfahren des Gesamt- Verfahren des Gesamt-
hergestellt umsatzes hergestellt umsatzes
Abbildung 1-1:  Marktanteile der Biotechnologie bei der Produktion von chemischen Erzeugnissen

im Vergleich der Jahre 2004 und 2015 (Quelle: Festel Capital).

Im Jahr 2015 werden flr Feinchemikalien voraussichtlich etwa 50 % des Umsatzes
mit Hilfe biotechnologischer Prozesse erzielt. Bei den anderen Klassen von
chemischen Produkten (Polymer- und Basischemikalien, sowie Spezialitdtenchemie)
werden der Prognose nach nur etwa 15% des Gesamtumsatzes durch
biotechnologische Verfahren erwirtschaftet. In diesen Sparten besteht weiterhin ein
hoher Entwicklungsbedarf. Grundsatzlich herrschen groBe Unterschiede zwischen
chemischen und biotechnologischen Verfahren (zum Beispiel: Temperaturen bei der
Produktion, Ausgangsmaterialien etc.). Daraus ergeben sich verschiedene Vor- und
Nachteile, denn nicht alle chemischen Produkte kdnnen direkt durch
biotechnologisch erzeugte Produkte ersetzt werden. Es gibt dennoch viele
Entwicklungsmdglichkeiten fir neue Produkte und Anwendungsmdglichkeiten aus
biotechnologischen Prozessen (Festel et al. 2004).

In den né&chsten Jahrzehnten wird durch die fortschreitende Verknappung der
fossilen Rohstoffe als Ausgangssubstanzen fir die chemische Industrie, der Prozess

1




1 EINLEITUNG

zur Entwicklung neuer biotechnologischer Verfahren weiter beschleunigt. Die jahrlich
produzierten Mengen an Biomasse werden bisher nur zu einem kleinen Teil als
Ausgangssubstanzen fur chemische Synthesen genutzt. Durch den Aufbau von Bio-
raffinerien kdnnten pflanzliche Abfallstoffe zu chemischen Zwischenproduktien oder
Energietragern umgewandelt werden (Hlsing 2009).

Die Biotechnologie einschlieBlich ihrer Verfahren und Erzeugnisse wird allgemein in
drei Kategorien eingeteilt: die Rote, die WeiBe und die Griine Biotechnologie (Lippold
2006). Zusatzlich dazu gibt es vier weitere Kategorien, deren Themengebiete noch
nicht so klar definiert sind, wie bei den drei Hauptsparten (siehe Abbildung 1-2).

Biotechnologie

-,[...] Anwendung von Wissenschaft und Technik auf lebende Organismen, Teile
von ihnen, ihre Produkte oder Modelle von ihnen zwecks Verédnderung von
lebender oder nichtlebender Materie zur Erweiterung des Wissensstandes, zur
Herstellung von Gutern und zur Bereitstellung von Dienstleistungen.” (OECD)

WeiBe Rote Grine
Biotechnologie Biotechnologie Biotechnologie
- behandelt - Verénderung von

- Optimierung von

medizinische Pflanzen zur Ver-

industriellen
Prozessen durch Anwendungen von besserung von
den Einsatz der Diagnostik bis Eigenschaften oder

Ubertragung neuer
Eigenschaften

biologischer Mittel zur Therapie

(bspw. Enzyme)

Graue Gelbe Braune Blaue
Biotechnologie Biotechnologie Biotechnologie Biotechnologie
- hnlich wie weiBe - Herstellung von - Umweltschutz - biologische
Biotechnologie, chem. Grundstoffen (Bodenaufreinigung Systeme aus den
allerdings ohne oder Lebensmitteln durch den Einsatz Weltmeeren
Einsatz von von Pflanzen oder (Tiefseebakterien)
Gentechnik (klass. Mikroorganismen)

Fermentierung)

Abbildung 1-2:  Einteilung der Biotechnologie in verschiedenen Sparten (Definitionen nach OECD)

Dabei versteht man unter der Roten Biotechnologie alle Prozesse, die zu Produkten
fir den medizinischen Bereich flihren und der Herstellung neuartiger Medikamente
dienen. Ein besonderer Schwerpunkt liegt in der Krebstherapie, hier kann mit den
herkbmmlichen Verfahren und Medikamenten oft keine Heilung erfolgen. Durch den
Einsatz der Roten Biotechnologie und der Entwicklung von so genannten Drug-
Delivery-Systemen erhofft man sich gezieltere Behandlungen bei Tumoren und
Krebsgeschwdiren.

Die WeiBe Biotechnologie umfasst einerseits alle Prozesse, bei denen mit Hilfe von
lebenden Zellen bereits existierende Produkie kostenglnstiger und einfacher
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1 EINLEITUNG

hergestellt werden kdénnen (HUsing 2009). Ein sehr populares Beispiel stammt
bereits aus den achtziger Jahren, als es gelang, Insulin durch transgene (d.h.
gentechnisch veranderte) Bakterien zu erzeugen, anstatt es wie bisher aus der
Bauchspeicheldriise von Schweinen zu isolieren. Auf der anderen Seite kdnnen
durch den Einsatz von Biokatalysatoren ebenso neue Produkte erschlossen werden
(Struhalla und Fietz 2005). Viele in der WeiBen Biotechnologie verwendeten
Bakterien oder Enzyme sind mit Hilfe der Gentechnik verdndert und an neue
Aufgaben angepasst bzw. fir bestimmte Prozesse optimiert worden. GrofBe
Fortschritte durch den Einsatz von spezialisierten Enzymsystemen konnten zum
Beispiel im Bereich der Waschmittelindustrie erreicht werden. Laut dem Verband der
Chemischen Industrie 2009 sind die Energiekosten pro Waschladung heute bis zu
50 % geringer als noch vor 25 Jahren.

Die letzte Sparte der Biotechnologie, die Grine Biotechnologie, befasst sich mit
transgenen Pflanzen. Durch eine Veranderung des Genoms der Pflanzen erhofft
man sich eine gezielte Verdnderung im Substanzspektrum oder auch in den
Eigenschaften der Pflanzen. Ein wichtiger Aspekt ist bspw. die Starkung der Pflanzen
gegen Schadlinge, Krankheiten und unginstige klimatische Bedingungen.

Dreizehn Jahre nach Beginn der Kommerzialisierung des Anbaus von gentechnisch
veranderten Pflanzen (GVP) erreichte die globale Anbauflache 2008 eine GréBe von
125 Millionen Hektar (8 % der weltweit landwirtschaftlich genutzten Flachen).
Weltweit nutzen dabei 25 Lander die Moglichkeiten und Vorteile, die durch den
Anbau von GVP entstehen (James 2008). Die transgene Nutzpflanze mit dem
gréBten Vorkommen ist eine herbizidresistente Sojabohne. Diese Pflanzen werden
bereits auf 60 % der Soja-Anbauflachen eingesetzt (siehe Abbildung 1-3) (James
2006; Boysen 2008). Daneben werden hauptséchlich Mais, Baumwolle und Raps als
gentechnisch veranderte Pflanzen angebaut.

Europaweit wird der Anbau von transgenen Pflanzen in relativ geringem MafBe
betrieben. Nur sieben Lander, darunter Deutschland und Polen, bauten 2008
gentechnisch veranderte Pflanzen an. In allen europédischen Landern wurde aus-
schlieBlich transgener Mais mit einer Insektentoleranz gegen die Larven des
Maiszlnslers kultiviert. Der Mais der Firma Monsanto ist unter dem Namen Bt-Mais
oder auch MON 810 bekannt.

Aufgrund der aktuellen politischen Lage kam es 2009 in Deutschland erstmalig zu
einem Verbot des Anbaus von MON 810. Auch im restlichen Europa sinkt die
Akzeptanz gegeniber gentechnisch veranderten Lebensmitteln. Dies steht im
Kontrast zu den Entwicklungen im Rest der Welt. Dort steigen die Anbauzahlen
jahrlich weiter an und amerikanische und kanadische Landwirte fordern weitere GVP,
um den starken ErnteeinbuBBen und Kosten flir Insektizide und Herbizide entgegen zu
wirken.

Neben der Zlchtung von insekten- und herbizidresistenten Nutzpflanzen sind
ebenfalls GVP entwickelt worden, die sich durch die Produktion von neuen




1 EINLEITUNG

Substanzen auszeichnen, oder in denen die Zusammensetzung einzelner Kom-
ponenten hinsichtlich einer verbesserten Verarbeitung der Friichte oder der ganzen
Pflanzen verandert wurde. Ein Beispiel dafur ist die Amflora-Kartoffel der Firma
BASF. In diesen transgenen Kartoffeln wird nur noch Amylopectin produziert. Eine
aufwendige Trennung von Amylopectin und Amylose bei der Starkeverarbeitung
entfallt somit. Mit konventionellen Zichtungsmethoden war es bisher nicht gelungen,
eine Kartoffel zu entwickeln, deren Starkezusammensetzung den industriellen
Zwecken entspricht. Erst durch den Einsatz von Gentechnik konnte das entspre-
chende Gen zur Produktion von Amylose so beeinflusst werden, dass die Bildung

dieses Starkebestandteils nahezu vollstdndig unterdrickt wird.

#21
Fortugal
<005 Million Has.

Maize

#14
Spain*
0.1 Million Has.

Maize

#22
Ciermany
<0.05 Million Has.

Maize

#19
Crech Republic
<005 Million Has.

Maize

#23
Poland
<0.05 Million Has.

Maire

#24
Slovakia
<0.05 Million Has.

Maize

#20
Romania
=0.05 Million Has.

Maize

#5
Canada*
7.6 Million Has.

Canola, Maize, Soy-
bean, Sugarbect

#1

LsA*

62.5 Million Has.
Soybean, Maize,
Cotion,_ Canola,

Squash, Papaya,
Alfalfa,_ Sugarbeet

#13
Mexico®
.1 Million Has.

Cofton, Soybean

#17

Honduras
<0L05 Million Has.

Maine

#16

Colombia
<0L05 Million Has.

Cotlon, Carnation

#10
Bolivia®

=l

.-’/’r
‘-—"'/#

o

China*

3.8 Million Has.
Colton, Tomata, Paplar,

Petumia, Fapaya, Sweet
Pepper

4
India*
7.6 Million Has.

Colton

#11
Philippines*

<1 0.4 Million Has.

Maize

#25

| Egypit

<0.05 Million Has.

Maize

#12

| Australia®

0.2 Million Has.

Cioiton, Canala, Carnation

#la
Burkina Faso
=105 Million Has.

Colion

0.6 Million Has. #15 #2 #9 #7 #3 #h
: Chile Argentina* Uruguay* FParaguay* Brazil* South Africa*
Soybean 4 :
= =005 Million Has. 21.0 Million Has. 0.7 Million Has. 2T Million Has. 15.8 Million Has. 1.8 Million Has.
Maize, Soybean, Canala | | Saybiean, Maize, Cotton| | Soybean, Maize Soybean Soybean, Maize, Collon Maize, Soyvbean, Coflon
Abbildung 1-3:  Weltweite Verbreitung des Anbaus von gentechnisch veranderten Pflanzen mit

Angabe der Anbauflache sowie der einzelnen GVP fiir jedes Land (James 2008)

Die genetischen Veranderungen beziehen sich nicht in erster Linie auf Pflanzen.
Schon friher ist es gelungen verschiedenste Bakterienstdmme zu verandern und
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1 EINLEITUNG

speziell zur Produktion von wirtschaftlich interessanten Substanzen zu ,erziehen*.
Heutzutage werden viele Aromastoffe und Vitamine, ebenso wie ganze Enzyme,
durch Fermentationsprozesse von transgenen Bakterien hergestellt und anschlie-
Bend fir weitere Anwendungen im Bereich der Lebensmittelindustrie isoliert.

Gentechnisch veranderte Organismen (GVO) wie Bakterien und Pflanzen kénnen
ebenfalls zur Erzeugung von neuartigen Substanzen verwendet werden. Ein Beispiel
ist die Synthese von Polyhydroxyalkanolaten (zum Beispiel: Polyhydroxybutyrat -
PHB) in transgenen Organismen. Diese Substanzen kénnen nach erfolgreicher Iso-
lierung in der Polymerchemie eingesetzt werden, da sie Eigenschaften ahnlich denen
von Polyacrylaten besitzen und zusatzlich biologisch abbaubar sind.

Mit der Anwendung von biotechnologischen Prozessen kann die Nutzung von
fossilen Rohstoffen in Form von Energie und Ausgangssubstanzen flr chemische
Prozesse zurlckgedrangt werden. Bisher ist das Potential der Natur und ihrer
Syntheseleistungen nur wenig genutzt (siehe Kapitel 1.2), doch in Zeiten der knapper
werdenden Erddl- und Erdgasreserven missen neue Rohstoffquellen erschlossenen
werden.

1.1 Pflanzenziichtung friher und heute

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzten Tabak- und Kartoffelpflanzen
wurden durch gentechnische Veranderungen so bearbeitet, dass sie zusatzlich zum
normalen Inhaltsstoffspekirum ein proteinahnliches Biopolymer (Cyanophycin) akku-
mulieren kdnnen. In diesem Kapitel sollen daher zuerst einige grundlegende Begriffe
und Verfahren der klassischen und modernen Pflanzenzlichtung erlautert werden.

Die klassische Zlchtung ist ein Prozess des stetigen Kreuzens und Ruckkreuzens
von Pflanzen mit besonderen, flr die Landwirtschaft interessanten Eigenschaften.
Man spricht dabei auch von einer Kombinationszlichtung, d.h. das gesamte Erbgut
der Elternpflanzen wird miteinander vermischt und nach den Mendelschen Gesetzen
neu kombiniert (BMBF 2009). Aus der groBen Anzahl der pflanzlichen Gene (rund
25.000) ergibt sich eine Vielzahl von erwiinschten und unerwiinschten Kombinations-
moglichkeiten. Die Nachkommen mit gewilnschten und/oder unerwlinschten
Veranderungen missen anschlieBend aufwendig selektiert werden. Alles in allem ist
diese Methode sehr zeitintensiv und die Etablierung einer neuen Zuchtlinie kann
zwischen 15 und 20 Jahren dauern (Kempken und Kempken 2006).

In Abbildung 1-4 sind die Unterschiede der klassischen und modernen
Pflanzenzichtung in Bezug auf Variabilitdt und Selektion dargestellt. Die Variabilitat
der landwirtschaftlich genutzten Pflanzen wurde lange Zeit durch zufallige
Mutationen und die aufwendige Kombinationsziichtung erzeugt. Das wachsende
Verstandnis von biologischen Prozessen hat dazu gefihrt, dass heute die natirliche
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Mutationsrate kinstlich gesteigert werden kann. Durch Mutationen, ausgeldst etwa
durch UV-Strahlung oder chemische Substanzen (bspw. Colchicin — wirkt erbgut-
verandernd), kbnnen eine Vielzahl von neuen Eigenschaften in Pflanzen erzeugt
werden. Allerdings ist hierdurch keine Garantie fir eine bestimmte Merkmals-
ausbildung gegeben. Die anschlieBende Selektion der Pflanzen mit den gewin-
schten Eigenschaften muss bei der modernen Pflanzenzichtung nicht mehr an
intakten Pflanzen und mit aufwendigen Labortests zur Inhaltsstoffanalyse
durchgefihrt werden. Die DNA- bzw. Genomanalysen der Pflanzen und die
Expressionsrate des neuen Proteins in Zellgewebekulturen lassen bereits direkte
Ruckschlisse auf die neuen Eigenschaften der Pflanzen zu.

Gentransfer Zellen und Gewebe

somaklonale
Mutation

DNA und
Genome
_ Protoplasten-
Moderne Techniken Fusion

der Pflanzenzichtung | Transfer

Klassische Techniken .
der Pflanzenziichtung | Mutation

Gen-
expression

Variabilitdt | Selektion

intakte
Pflanzen

Rekombination

(Kreuzung) Labortests
T Y vy (Inhaltsstoffe)
transfer

Abbildung 1-4: Moderne und klassische Methoden in der Pflanzenzichtung (Kempken und Kempken
2006)

Mit der Entschlisselung von kompletten pflanzlichen Genomen eréffneten sich neue
Mdoglichkeiten in der Pflanzenziichtung. Bereits im Jahr 2000 konnte das Genom der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana von der ,Arabidopsis Genome Initiative®
entschlisselt werden (Initiative 2000). Kurze Zeit spater folgte die Aufklarung des
Reisgenoms durch zwei unabhangige Forschergruppen in der Schweiz (Syngenta)
sowie in China und den USA (Kooperation von: Bejjing Genomics Institute und
University of Washington Genome Center). Durch die Decodierung des pflanzlichen
Genoms und das Verstandnis des Stoffwechsels lassen sich schneller neue Pflanzen
entwickeln. Mit Hilfe des Gentransfers kénnen so gezielte Veradnderungen am
Genom einer Pflanze durchgefihrt werden. AuBerdem kdénnen durch die Kombi-
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nation verschiedener Pflanzen-DNAs auch beispielsweise stressresistentere
Pflanzen entwickelt werden.

Durch den Einsatz neuer Methoden in der Pflanzenziichtung ist es zudem mdglich
nur einzelne Gene zu Ubertragen oder auszuschalten und somit ganz gezielt neue
Eigenschaften in den Pflanzen zu entwickeln (Entfernung von Toxinen und anderen
stérenden Inhaltsstoffen - siehe Raps Kapitel 1.2, Tabelle 1-1). Dabei kann auch die
Artenbarriere Uberwunden und bakterielle DNA mit pflanzlicher verknlpft werden
(Richter et al. 1999; Kempken und Kempken 2006). Der Einsatz der modernen
Biotechnologie in der heutigen Pflanzenzichtung fihrt zu effektiveren und
kostengunstigeren Methoden als es mit der klassischen Zuchtung allein erreichbar ist
(Biermann et al. 2000).

Die gentechnisch verénderten Pflanzen werden in unterschiedliche Generationen
eingeteilt. Die erste Generation von transgenen Pflanzen beschreibt die bereits
kommerziell genutzten transgenen Pflanzen. Diese Pflanzen sollten durch den
Einbau von Toleranzen gegen Herbizide und Insekten die Umwelt bei der Erzeugung
von landwirtschaftlichen Produkten entlasten. Bei herbizidresistenten Pflanzen kann
ein entsprechendes Herbizid auch erst nach dem vermehrten Auftreten von Unkraut
eingesetzt werden und muss nicht bereits im Vorfeld zur Unterdriickung der Schad-
pflanzen aufgebracht werden. Die transgenen Pflanzen sind in jeder Wachstums-
phase gegen die eingesetzten Herbizide resistent, was einen gezielteren Einsatz
dieser moglich macht und somit zu einer Kosteneinsparung fur die Landwirte flhrt.

Die zweite und dritte Generation von gentechnisch verdnderten Pflanzen sind
diejenigen, die sich bereits kurz vor der Zulassung bzw. erst in einem sehr friihen
Forschungs- und Entwicklungsstadium befinden. Bei diesen Generationen wird
zukunftig das Augenmerk auf eine verbesserte Inhaltsstoffzusammensetzung der
Pflanzen gerichtet sein (Sauter und Hising 2005). Durch den Einsatz der Gentechnik
sollen so Pflanzen mit neuen erndhrungsphysiologischen (z. B. Golden Rice:
Provitamin A Bildung) und sensorischen Qualitdten erzeugt werden. AuBerdem kann
durch eine verdnderte Zusammensetzung der Inhaltsstoffe die Verarbeitung der
Pflanzen erleichtert (z. B. Amflora-Kartoffel: Starkezusammensetzung) und das
Spektrum der landwirtschaftlich nutzbaren Pflanzen erhéht werden. Die Entwicklung
dieser Pflanzen ist erst durch das Verstandnis der komplexen Stoffwechselwege und
die Entschliisselung des pflanzlichen Genoms mdglich.

Die Entwicklung von neuen Eigenschaften geht mit Hilfe der Gentechnik direktere
und gezieltere Wege, trotzdem ist anschlieBend eine lange Zeitperiode bis zur
endgultigen Nutzung der Pflanzen nétig. Die Pflanzen missen in aufwendigen Tests
hinsichtlich ihrer Ungeféhrlichkeit fir Mensch und Tier und die restliche Umwelt
getestet werden (OECD 1993; EFSA 2006), auch wenn es sich nicht um transgene
Pflanzen fir den Lebensmittelgebrauch handelt.
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1.2 Pflanzen fir die industrielle Nutzung

Nach der Einflhrung in die Thematik der Pflanzenziichtung werden in diesem Kapitel
anhand von zwei Beispielen (Raps und Kartoffel) die Mdglichkeiten von klassischer
und moderner Pflanzenzichtung gegentber gestellt.

Aus der Sicht der Industrie wird die Nachfrage an nachwachsenden Rohstoffen durch
ihre Verfligbarkeit und den Preis bestimmt. Fir eine effektive Nutzung der
nachwachsenden Rohstoffe missen immer genlgend Materialien zu einem
wettbewerbsfahigen Preis zu erwerben sein. Die Entwicklung von Isolierungs-
methoden ist dabei weniger entscheidend und in der Bevdlkerung genieBen Produkte
aus nachwachsenden Rohstoffen einen besseren Ruf als vergleichbare Produkte aus
Petrochemikalien (Biermann et al. 2000).

Gerade im Hinblick auf die Verknappung von fossilen Brennstoffen und Edukten fur
die chemische Industrie muss an neuen Strategien fir die Nutzung von nach-
wachsenden Rohstoffen gearbeitet werden. Bisher werden nur etwa 3 % der jahrlich
gebildeten Biomasse fir die Herstellung von Werkstoffen bzw. direkt als Brennstoffe
verwendet (Behr und Onken 2006). Dabei geht es weniger um die einfache
Verbrennung der pflanzlichen Matrix zur Energiegewinnung als um die Nutzung der
Synthesevorleistungen der Natur zur Erzeugung héherwertiger Endprodukte.

Die Nutzung der Gentechnik beschrankt sich nicht allein auf die Erzeugung
transgener Pflanzen. Auch gentechnisch verdnderte Bakterien kénnen zur Herstel-
lung von industriell relevanten Substanzen oder Enzymen genutzt werden. Die
Vorteile beim Einsatz der Gentechnik bei Pflanzen liegen vor allem in den geringeren
Kosten bei der Herstellung der gewlinschten Produkte. Im Gegensatz zu Bakterien
erfolgt die Bildung von Inhaltsstoffen in Pflanzen allein durch CO»-Fixierung aus der
Luft und durch die Nutzung des Sonnenlichtes bei der Photosynthese zur Ener-
giegewinnung. Beides ist frei verfliigbar. Es missen nicht, wie bei der Fermentation
von Bakterien Ublich, hohe Energiekosten und externe Kohlenstoffquellen als
Energielieferanten in Kauf genommen werden (Jung und Steinbichel 2001). Auf der
anderen Seite bendtigen Pflanzen beim Anbau mehr Platz, als Bakterien bei der
Fermentation. In Deutschland werden bereits 50 % der verfligbaren Flache land-
wirtschaftlich genutzt, so dass eine Ausdehnung der Flachen fir den Anbau von GVP
zur Herstellung chemischen Ausgangssubstanzen schwierig wéare. AuBerdem sind
die Pflanzen und ihre Ertrage stark von Umwelteinflissen abhangig, was sich
wiederum negativ auf die Zusammensetzung der Pflanzen auswirken kann.

Als nachteilig kénnen sich bei der Nutzung von Pflanzen auBerdem die Kosten far
eine Isolierung der Zielsubstanzen aus der pflanzlichen Matrix erweisen. AuBerdem
werden bei den Extraktionsprozessen vielfach groBe Mengen an LOsungsmitteln
bendtigt, die wiederum aus fossilen Brennstoffen hergestellt werden missen (Jung
und Steinbtchel 2001). Zusatzlich zu den, im Vergleich zur Fermentationsphase von
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Bakterien, Ublicherweise langeren Vegetationsperioden bei Pflanzen kann sich dies
negativ auf den Preis des Endproduktes auswirken.

Im Folgenden werden zwei Kulturarten (Raps und Kartoffeln) vorgestellt, die sowohl
durch klassische Zlchtung, als auch mit Hilfe gentechnischer Methoden fir
bestimmte Anwendungen in der Industrie entwickelt worden sind.

Das aus Raps gepresste Ol hatte lange Zeit nur eingeschrinkte Einsatzmég-
lichkeiten. In Tabelle 1-1 ist die Zusammensetzung verschiedener kommerziell
erhéltlicher Ole, die auch als lebensmitteltechnische Produkte eingesetzt werden,
dargestellt. Raps ist die einzige Olpflanze, die extrem hohe Mengen an Erucasdure
bildet. Aufgrund der hohen Gehalte an Erucasaure (= 50 %) weist das Rapsél einen
bitteren Geschmack auf und ist fir den Lebensmittelgebrauch nicht geeignet. Es
wurde daher lange Zeit nur als Brennstoff fiir Ollampen oder in anderen technischen
Bereichen (Schmiermittel fir Maschinen und Grundstoff flr die Seifenherstellung)
verwendet (Pude 2005).

Tabelle 1-1: Kommerziell erhaltliche Fettsaurevarianten von wichtigen Olpflanzen (Biermann et al.
2000) — Angaben der Fettsduren in %

Kulturart Variante Ursprung 12:0 14:0 16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 22:1 andere

Sojabohne  konventionell - - 11 4 23 54 8 - - -

Erucasé&ure hoch konventionell 3 1 11 12 9 8 52 4

nattrliche

0 oder 00 (Canola) . - - 4 2 60 21 10 1 1 1
Raps Mutation

Linolensdure gering Mutagenese - - 4 2 61 28 3 1 - 1

Laurinséure hoch Gentechnik 37 4 3 1 33 12 7 - - 3
Sonnen- konventionell - - 7 5 19 68 - - - 1
blume Olsaure hoch Mutagenese - - 3 4 83 10 - - - -

konventionell - - 12 4 47 31 - - - 6
Erdnuss -

Olsaure hoch lr\]AaJtuartli'gze - - 6 2 81 3 - - - 8

konventionell - - 6 4 18 14 58 - - -
HeMSAMEN Linolensure gering Mutagenese - - 6 3 15 73 3 - - -

(Linola)

gesattigte Fettsauren: 12:0 = Laurinsaure, 14:0 = Myristinsaure, 16:0 = Palmitinsaure,
18:0 = Stearinsaure
ungesattigte Fettséduren: 18:1 = Ols&ure, 18:2 = Linolsaure, 18:3 = Linolensaure,
20:1 = Gadoleinsaure, 22:1 = Erucasaure

Mit Hilfe der klassischen Zichtung ist es seit den 70er Jahren gelungen neue
Rapssorten auf den Markt zu bringen, die nahezu frei an Erucasaure und Gluco-
sinolaten sind (insgesamt hat die Zichtung fast 20 Jahre gedauert). Diese Sorten
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wurden unter dem Namen Doppelnull-Raps (00-Raps oder Canola) bekannt (Tabelle
1-1). Gleichzeitig konnte in diesen Rapssorten der Anteil an Ol- und Linolenséure
stark erhéht werden, was zu einer Verbesserung der Olzusammensetzung fir die
menschliche Ernahrung fihrte (siehe zum Vergleich Tabelle 1-1). Alle fir die Erndh-
rung wichtigen Ole bestehen zu etwa 80 % aus einfach oder mehrfach ungeséttigten
Fettsaduren. Da der Organismus nicht in der Lage ist, diese essentiellen ungesattigten
Fettsaduren zu synthetisieren, missen sie mit der Nahrung aufgenommen werden.

Mit gentechnischen Methoden konnten zusatzlich Rapssorten erzeugt werden, die
Laurinsaure produzieren. Dabei ging es um den Ersatz von Koks6l als Ausgangs-
substanz fir die industrielle Herstellung von Waschmitteltensiden, d.h. um die bio-
technologische Nutzung der Rapspflanzen.

Ein weiteres Beispiel fir die Anwendung von Gentechnik in der Landwirtschaft ist die
Starkekartoffel Amflora (BASF). Die natlrliche Starkezusammensetzung bei
Kartoffeln ist fir eine industrielle Nutzung stets unginstig, da Kartoffelstarke zu etwa
80 % aus Amylopectin und zu 20 % aus Amylose besteht (Nawrath et al. 1995). Fir
die meisten industriellen Anwendungen wird jedoch nur Amylopectin benétigt. Die
Kleistereigenschaften dieser Starkeform sind flr die Papier-, Textil- und Klebe-
industrie entscheidend. Die Abtrennung der Amylose erfolgt unter hohem Energie-
und Wasserverbrauch und fihrt somit zu hohen Produktionskosten. Durch die
Gentechnik kann mit Hilfe der so genannten Antisense-Technik eine Kartoffelsorte
gezlchtet werden, die ausschlieBlich Amylopectin produziert und damit fir indus-
trielle Nutzungen von groBem Interesse ist (Visser et al. 1991). Die Verarbeitung der
Kartoffelknollen kann durch die gentechnische Veranderung deutlich vereinfacht
werden. Die Inaktivierung des Enzyms Starkesynthetase durch das Einbringen eines
spiegelbildlichen Gens, ermdglicht Mutanten, die bisher mit den Methoden der her-
kdmmlichen Pflanzenzichtung nicht gezichtet werden konnten. Im Moment wird
diese gentechnisch veranderte Kartoffel allerdings nicht kommerziell angebaut, da
bisher keine offizielle Anbaugenehmigung erteilt wurde.

1.3 Biopolymer vs. Biokunststoff

Das in den gentechnisch verdnderten Pflanzen eingebrachte Cyanophycin ist ein
natlrlicherweise in Cyanobakterien vorkommendes Biopolymer. In der Arbeit wird
daher haufig der Begriff ,Biopolymer® verwendet. In diesem Kapitel folgt eine
Begriffserklarung, da der Terminus mit verschiedenen Bedeutungen belegt ist,
auBerdem wird anhand eines Beispiels die Gewinnung eines Biopolymers aus
rekombinanten Organismen erlautert.

Ein Biopolymer kann sowohl ein natirlich vorkommendes Polymer in Pflanzen und
Bakterien beschreiben, als auch ein biologisch abbaubares Polymer, das aus
natdrlichen oder fossilen Rohstoffen synthetisiert wird (siehe Abbildung 1-5). Nicht
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jedes Biopolymer ist auch gleichzeitig als Biokunststoff zu betrachten. Bei den
natdrlich vorkommenden Biopolymeren, die auch flr die chemische Industrie von
Bedeutung sein kénnen, handelt es sich vor allem um Starke und Cellulose. Diese
Biopolymere sind jedoch aufgrund ihrer Eigenschaften nicht direkt fir eine indus-
trielle Nutzung im Sinne eines Biokunststoffes einsetzbar. Erst durch chemische
Veranderung der Molekulstruktur (beispielsweise Veresterung mit Essigsaure; siehe
Abbildung 1-6) entstehen daraus schmelzbare Kunststoffe, die mit den géngigen
Verfahren der Kunststoffindustrie verarbeitet werden kdnnen und brauchbare Eigen-
schaften aufweisen. Die chemische Veranderung von Starke und Cellulose fihrt zu
einer sinkenden biologische Abbaubarkeit. Die Veresterungen missen so gesteuert
werden, dass ein sinnvoller Kompromiss zwischen nutzbaren Eigenschaften und
Abbaubarkeit erzielt werden kann. Auf der anderen Seite gibt es auch Biokunststoffe,
die auf Basis von fossilen Rohstoffen durch chemische Synthesen gewonnen
werden. Sie erhalten aufgrund ihrer biologischen Abbaubarkeit das Prafix ,Bio-*
(siehe Abbildung 1-5).

Biokunststoffe

—| biologisch nicht abbaubar biologisch abbaubar aus biologisch abbaubar
nachwachsenden Rohstoffen aus fossilen Rohstoffen
|| naturfaserverstarkte [ — pflanzlichen Ursprungs
Kunststoffe abbaubare Polyester
| | Starke, — tierischen Ursprungs
|| Holz-Kunststoff- Stérkederivate
Verbundwerkstoffe — - -
| | Cellulose, || Chitin, durch Mikroorganismen
Cellulosederivate Chitosan
. Polymilchs&
— z.B. Casein,
Gelatine Polyhydroxy-
fettséuren
(PHB, PHV)

Abbildung 1-5:  Systematik der Biokunststoffe (Beier 2009)

Bisher werden jahrlich nur etwa 0,1 % des gesamten Kunststoffverbrauches durch
Biokunststoffe abgedeckt. Bei den natirlichen Polymeren kdnnen keine konstanten
Materialeigenschaften garantiert werden. Zu grof3 ist die Abhangigkeit der Polymer-
qualitat von Umwelteinflissen wahrend der Wachstumsperiode der Pflanzen. Eine
Lésung konnte sich aus der Nutzung von Monomeren aus nattrlichen Ressourcen
(Pflanzen oder Fermentationsprozesse) zur Herstellung von Polymeren ergeben. Es
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wdare dann maoglich, Polymere zu synthetisieren, die erwiinschte Eigenschaften und
eine Struktur, die gentgend Angriffsmdglichkeiten flr einen biologischen Abbau
durch Enzyme bietet, miteinander zu kombinieren (Muller 2000). Polyhydroxy-
milchs&ure (engl.: polylactic acid = PLA; Struktur siehe Abbildung 1-6) ist ein Beispiel
fir solch einen Kompromiss. Dieses Polymer besteht aus einzelnen Milchsaure-
einheiten, die bei der Fermentation von Glucose mit Hilfe verschiedener Bakterien
gebildet werden. Es kann in verschiedenen Bereichen der Verpackungsindustrie
eingesetzt werden und ist vollstandig biologisch abbaubar.

Polymilchs&ure (chemisch synthetisiertes Polymer aus nachwachsenden Rohstoffen)

T”3 ﬁ
L| CH3 c

Polycaprolacton (chemisch synthetisiertes Polymer auf Basis fossiler Rohstoffe)

Hs

g N N N O N IO O
Hy Hy Hy || Hy Hy

Celluloseacetat (chemisch modifiziertes Biopolymer)

OH OAc
OAc OAc
- Q Q ~~e
- AcO (0] AcO o
(0] (0]
AcO (0] AcO (0]
OAc OH
OAc OAc

Polyhydroxybutyrat (Biopolymer)
CHs 0 CHs 0 CHs 0

/ \/\/ \/C\/ \/C\

Hz H2 H2

Abbildung 1-6:  Chemische Struktur einiger natirlicher und modifizierter Polymere (Mdiller 2000;
Snell und Peoples 2002)

Zelluloid war der erste groBtechnisch produzierte Biokunststoff. Es wurde bereits
1869 durch eine chemische Reaktion aus Cellulose und Kampfer hergestellt. Dieser
Biokunststoff diente bspw. als Ersatzmaterial fir Billardkugeln aus Elfenbein. Als
nachstes folgte das Cellophan (1908), das in Folien gepresst fur die Verpackung von
Lebensmitteln verwendet wird und vollstandig abbaubar ist. Biokunststoffe auf
Starkebasis werden heutzutage haufig vor allem in der Landwirtschaft eingesetzt.
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Dort ertbrigt sich bspw. durch die Anwendung von biologisch abbaubaren
Mulchfolien das Einsammeln und Entsorgen der verwendeten Folien. Solche Folien
werden zum Schutz vor Unkrautbefall und gegen hohe Wasserverdunstungen
eingesetzt und kdnnen im Anschluss an die Ernte einfach untergepfligt werden (FNR
2007).

In den Jahren ab 1930 schritt die Entwicklung der Kunststoffe, die auf Basis von
fossilen Rohstoffen hergestellt werden, stérker voran. Nylon, Teflon, Polyethylen
(PE) und Polypropylen (PP) sind nur einige wenige dieser neuen Kunststoffe (FNR
2007). Die Abbaubarkeit dieser synthetisch hergestellten Kunststoffe ist sehr
schlecht und bringt aufgrund ihrer Produktionsmengen groBe Belastungen fir die
Umwelt mit sich (lt. VKE 20 Millionen Tonnen Jahresproduktion allein in Deutschland,
Stand 2008). Es ist daher von groBem Interesse, die strukturellen Voraussetzungen
fir eine gute biologische Abbaubarkeit zu kennen, bevor immer neue Polymere
synthetisiert werden. Im Vergleich zu chemisch hergestellten Polymeren besitzen die
meisten nattrlichen Polymere (Biopolymere) die Eigenschaft durch biochemische,
chemische und physikalische Reaktionen eine vollstdndige Mineralisierung zu
durchlaufen. Die Endprodukte sind dann Kohlenstoffdioxid (CO,), Wasser, Methan
(CH4) und andere Stoffwechselprodukte (Miller 2000).

Far einen biologischen Abbau der Polymere mussen die langen Polymerketten durch
extrazellulare Enzyme zu wasserléslichen Bruchstlcken verdaut werden kdnnen.
Dabei ist das Vorhandensein von Heteroatomen (Sauerstoff oder Stickstoff) flr den
Angriff der Enzyme sehr wichtig. Eine weitere Vorraussetzung ist die Beweglichkeit
der Polymerketten gegeneinander; bei den synthetisch hergestellten Polymeren
existieren zwischen den einzelnen Polymerketten meist starke Anziehungskrafte
(Wassserstoffbrickenbindungen). Die Abbaubarkeit von Kunststoffen ist nicht primar
abhangig von der Herkunft der Ausgangsmaterialien, sondern vielmehr von den
Eigenschaften des Endproduktes. Ein Beispiel fir ein synthetisches Polymer aus
fossilen Rohstoffen, welches dennoch eine gute biologische Abbaubarkeit besitzt ist
Polycaprolacton (Struktur siehe Abbildung 1-6). Es handelt sich dabei um ein nicht
toxisches Polymer und wird daher vor allem in der Medizintechnik, als synthetischer
Wundverband oder fir orthopadische Abdriicke eingesetzt.

Neben Starke und Cellulose gibt es noch weitere natirliche Polymere, die
interessante Eigenschaften fir groBtechnische Nutzungen aufweisen. In vielen
Bakterienstdmmen kommen beispielsweise verschiedene Polyhydroxyalkanoate
(PHA) vor, die ahnliche Eigenschaften besitzen wie einige synthetisch hergestellte
Polymere. Der bekannteste Vertreter dieser natlrlichen Polyester ist Poly-3-
hydroxybutyrat (PHB, Struktur siehe Abbildung 1-6). PHAs mit kurzen Seitenketten
(z. B. PHB) sind kristalline Thermoplasten. Bei mittellangen Seitenketten (Cg bis C14)
hingegen haben die Polyester eher einen elastischen Charakter (Elastomere) (Snell
und Peoples 2002).

PHB ist, ebenso wie Cyanophycin, ein bakterieller Kohlenstoff- und Energiespeicher.
Die ersten Forschungsergebnisse auf dem Gebiet von rekombinanten Organismen
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zur Produktion von PHB sind aus den 90ziger Jahren des 20. Jahrhunderts (Byrom
1987; Peoples und Sinskey 1989; Anderson und Dawes 1990). Im Folgenden
werden einige Erkenntnisse dieser Forschungen dargestellt, vor allem im Hinblick auf
die Isolierung des Biopolymers aus den verschiedenen Matrizes zur Nutzung fir
unterschiedliche industrielle Prozesse und Anwendungen.

Die Produktion von Polymeren durch Fermentation ist im Vergleich zur chemischen
Synthese von gebrduchlichen Polymeren, wie Polyethylen bzw. Polypropylen, um
den Faktor 5 bis 10 héher. Sie ist daher nur fiir Spezialprodukte in geringen Mengen
rentabel (Poirier et al. 1992a; Bohmert et al. 2000b). Dagegen ist die Nutzung von
transgenen Pflanzen fir die Produktion von Biopolymeren aus verschiedenen
Griinden effektiver (dazu siehe auch Kapitel 1.2). Neben der Transformation der ent-
sprechenden Synthetasegene zur PHB Bildung in rekombinante Bakterien (Anderson
und Dawes 1990) wurden daher auch transgene Pflanzen, allen voran die Modell-
pflanze Arabidopsis thaliana, zur Produktion von PHB und ahnlichen Polyestern
gentechnisch verandert (Poirier et al. 1992b; Nawrath et al. 1994). Eine zusammen-
fassende Ubersicht von transgenen Pflanzen und den in ihnen erzielten PHA-
Gehalten ist in Tabelle 1-2 dargestellt.

Wie in den Bakterien formt sich das PHB in kleinen Einschlusskérpern (Granula).
Allerdings konnten nur geringe Gehalte von 20-100 ug pro g Frischgewicht erzielt
werden. Die Produktion in Pflanzen war somit nicht so effizient wie in Bakterien, denn
einige Bakterienstdmme kénnen PHB bis zu 80 % ihrer Frischmasse anreichern. Fir
eine kommerzielle Nutzung musste der Gehalt in A. thaliana stark erhdht werden. Es
konnten auBerdem keine normalen gesunden Pflanzen erzeugt werden. Nawrath et
al. gelang es 1994, die Akkumulation von PHB in die Plastiden zu verlagern. Der
Gehalt an PHB konnte somit auf bis zu 14 % (140 mg) des Blatt-TGWs gesteigert
werden. Die Pflanzen wiesen keine Wachstums- oder Fertilitatsprobleme auf. Die
héchsten Gehalte wurden im Jahr 2000 durch Bohmert et al. erzielt. Sie konnten
A. thaliana Pflanzen erzeugen, die PHB bis zu 40 % der Blatt-TM anreicherten,
allerdings konnte die Akkumulation des Polyesters nur auf Kosten der Pflanzen-
gesundheit erreicht werden. Die Pflanzen wiesen groBe Wachstumsstérungen auf
und waren zu meist nicht fertil. AuBerdem konnte bei einigen anderen Stoffwechsel-
produkten eine Mangelerscheinung nachgewiesen werden z. B. bei organischen
Sauren.

Die Produktion von PHB wurde auch auf andere transgene Pflanzen (Tabak, Mais,
Baumwolle, Kartoffeln) ausgedehnt. Die Ergebnisse aus den Transformationsver-
suchen mit A. thaliana konnten bisher jedoch nicht auf andere Kulturarten Ubertragen
werden (siehe Tabelle 1-2).

Vor dem Hintergrund eines stetig wachsenden Marktes fir Biopolymere und der
Méglichkeit einer kostengeringen und groBflachigen Herstellung von PHAs in
transgenen Pflanzen erscheinen die Forschungen auf dem Gebiet der Polymer-
herstellung in Pflanzen trotz der bisherigen Ergebnisse weiterhin attraktiv. Neue
Strategien richten sich auBerdem auf Kulturarten, die eine Doppelnutzung der
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Pflanzen zulassen und damit einen zusatzlichen positiven Einfluss auf die Preis-
entwicklung des isolierten Biopolymers haben.

Tabelle 1-2: Vergleich der Polyhydroxyalkanoat-Gehalte in einigen gentechnisch veranderten
Pflanzen (TGW = Trockengewicht) (van Beilen und Poirier 2008)

Zell- Produziertes Gehalt PHA
Kulturart kompartiment Gewebe PHA (% /TGW) Literatur
Arabidopsis Plastid Spross P(3HB) * 14 - 40 Nawrath et al. 1994;
thailiana Bohmert et al. 2000a
Zytoplasma Spross P(3HB) 0,1 Poirier et al. 1992b
Plastid Spross P(3HB-3HV) ** 1,6 Houmiel et al. 1999
Mais Plastid Spross P(3HB) 6 Poirier und Gruys
2001
Baumwolle Zytoplasma Vaskulare P(3HB) 0,3 John und Keller 1996
Biindel
Kartoffel Plastid Spross P(3HB) 0,02 Bohmert et al. 2002
Plastid Spross mclPHA *** 0,03 Romano et al. 2005
Tabak Plastid Spross P(3HB) <1,7 Bohmert et al. 2002;

Lossl et al. 2003

*

Poly-(3-hydroxybutyrat)
** Poly-(3-hydroxybutyrat-3-hydroxyvalerat)
*** medium chain length Polyhydroxyalkanoate

Ein wesentlicher Bestandteil der Produktion von Biopolymeren in nachwachsenden
Rohstoffen ist die Isolierung des Wertstoffes aus der entsprechenden Matrix. Fir die
Extraktion aus pflanzlichem Material gab es zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser
Arbeit keine ausfihrlichen Ergebnisse. Die Isolierung aus Bakterien wurde dagegen
bereits ausfihrlich untersucht. Zum einen gibt es die Extraktion unter Verwendung
von groBen Mengen von Chloroform bzw. Dichlormethan. Diese Prozesse sind
aufgrund der groBen Lésungsmittelvorrate und erheblicher Investitionskosten fir die
Ruckgewinnungsanlagen fur die einsetzten Extraktionsmittel nicht ékonomisch (Lee
1996). Auf der anderen Seite kann durch den Einsatz von Natriumhypochlorit ein
Aufschluss der Zellbestandteile erreicht und damit die Abtrennung des PHB
erleichtert werden. Die Produktion von PHB in Bakterien kdnnte dann zu einem Preis
von 4,75 $/kg realisiert werden (Divyashree et al. 2009). Im Vergleich dazu liegt der
Preis fir chemisch synthetisiertes Polypropylen unter 1 $/kg. Durch die Verwendung
von Abfallprodukten aus anderen Prozessstrémen als Substrat bei der Fermentation
der Bakterien, bspw. Glycerol aus der Produktion von Biodiesel, kénnte der Endpreis
fir PHB aus Bakterien weiter gesenkt werden (lbrahim und Steinblchel 2009).
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1.4 Chemische Synthese von Polyaspartat

Polyaspartat kann in der Systematik der Biokunststoffe in die Gruppe der ,biologisch
abbaubaren aus fossilen Rohstoffen’ erzeugten Polymere eingeordnet werden (siehe
Abbildung 1-5). In Anbetracht der Endlichkeit der fossilen Rohstoffe auf der Erde
werden bereits seit einiger Zeit Anstrengungen unternommen, in der chemischen
Industrie die Synthesevorleistungen aus der belebten Umwelt fiir komplexe und
hochwertige genauso wie fiir einige Grundchemikalien besser zu nutzen. Fir den
Biokunststoff Polyaspartat wurde bisher kein natlrlich vorkommendes Analogon
gefunden. Allerdings konnte in Cyanobakterien bereits Ende des 19. Jahrhunderts
eine Substanz identifiziert werden, die durch einfache chemische Reaktionen in
Polyaspartat umgewandelt werden kdnnte. Dabei handelt es sich um Cyanophycin.

Das Biopolymer Cyanophycin besteht aus einem Polyaspartat-Rickgrat mit
seitenverzweigten Argininresten (Simon 1971). Fir die chemische Industrie ist das
Polymer vor allem auf Grund der Polyaspartatkette von Bedeutung, denn die Eigen-
schaften entsprechen denen von anderen Polyestern, bspw. Polyacrylat. Allerdings
weist Polyaspartat eine deutlich verbesserte biologische Abbaubarkeit im Gegensatz
zu Polyacrylat auf (Freeman et al. 1994) und ist daher aus 6kologischer Sicht den
Polyacrylaten vorzuziehen. Im folgenden Kapitel sind sowohl die chemische
Synthese als auch einige Anwendungsmadglichkeiten fir Polyaspartat dargestellt.

Das zurzeit in der Industrie eingesetzte Polyaspartat (engl.: poly(aspartic acid) =
PAA) ist ein chemisch synthetisiertes Polymer auf Basis fossiler Rohstoffe. Die
Molmasse des chemischen Polymers liegt je nach Herstellungsprozess bei etwa
12 kDa (Kovacs et al. 1961). Das entspricht einem Polymerisationsgrad von ~100
Aspartatuntereinheiten. Zwei Reaktionen zur Bildung von Polyaspartat haben sich
besonders heraus kristallisiert: zum einen die Polykondensation und zum anderen
die thermische Polymerisation.

CH,COOH COOH O

L R SR W

PAA mit a-Peptidbindung PAA mit B-Peptidbindung PAA mit Imidbindung

Abbildung 1-7:  Darstellung der méglichen Peptidbindungen zwischen den Aspartatuntereinheiten
bei der Polykondensation zu Polyaspartat (PAA) (Roweton et al. 1997)

Bei der Polykondensation von Aspartat zu PAA konnen aufgrund der dreifachen
Funktionalitdt des Moleklls (zwei Carboxylgruppen und eine Aminogruppe)
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verschiedene Peptidbindungen zwischen den Aspartateinheiten geknipft werden
(siehe Abbildung 1-7). Diese unterschiedlichen Peptidbindungen beeinflussen die
Sekundérstruktur des entstehenden Polymers und damit die Eigenschaften
maBgeblich. B-Polyasparaginsaure und o,B-Polyasparaginsaure (Polymer mit
gemischten Peptidbindungen) sind beispielsweise gut in Wasser I6slich.
o-Polyasparaginsadure dagegen ist schlecht wasserléslich (Kovacs et al. 1961).

0O
0
_ 0 N:/*
o N
(@]
N 0 Polysuccinimid
N
© wasserunléslich
N o)
*/_ O In
3n H,O O
0O 2
O
_ 0 N:/*
O N H
O N \O
\ CO(H)H Teilhydrolysat
H © wasserldslich
H COOH
*~L T~COOH n
2n HQO
o COOH
HN-T
O COOH N
0 H
HN COOH 0 Polyaspartat
N
H wasserléslich
N COOH Y
H
*~L T~COOH _n

Abbildung 1-8:  Stufenweise Hydrolyse von Polysuccinimid zum Polyaspartat (Klein et al. 2004)

Ein anderes Verfahren zur Herstellung von PAA ist die Polykondensation von a-
Aminosauren, die an einer Carboxylgruppe blockiert/geschiitzt worden sind und an
der anderen fir die Polymerisation aktiviert wurden (N-Carboxyanhydride) (Roweton
et al. 1997). Des Weiteren kann die Herstellung von PAA durch mehrstindiges
Erhitzen von Aspartat auf Temperaturen zwischen 220-270 °C erfolgen. Dieses
Verfahren wird auch als Festphasenamidierung bezeichnet (Shogren et al. 2008).
Das dabei entstehende Polysuccinimid wird anschlieBend durch Zugabe von
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Natriumhydroxid zum Natriumsalz des Polyaspartats umgewandelt (siehe Abbildung
1-8). Die Molmasse des Polymers betragt zwischen 2 und 3 kDa und entspricht
einem Polymerisationsgrad von n = 15-24.

Ein groBes Anwendungsgebiet flir PAA ist die Wasserwirtschaft. Wie alle
Polycarboxylate hat es eine hohe Affinitat zu zweiwertigen Metallsalzen (Calcium und
Magnesium), die fir die Wasserharte verantwortlichen sind. Durch Zusatz von PAA in
Waschmitteln und Geschirrspulmitteln kann die Wasserharte verringert werden, und
der bekannte Kalkiberzug auf den Heizstdben und Haushaltsgeraten kann verhind-
ert werden (Klein et al. 2004). Im Gegensatz zu Polymeren aus Acrylsaure besitzt
PAA den entscheidenden Vorteil der besseren biologischen Abbaubarkeit und damit
héheren Umweltvertraglichkeit. Daflir ist in erster Linie die Linearitdt des Poly-
aminoséaure-Ruckgrats verantwortlich (Freeman et al. 1994).

Ausgehend von PAA kénnen auBerdem so genannte Superabsorbermaterialien und
Hydrogele hergestellt werden, die ein Vielfaches ihrer Masse an Wasser aufnehmen
kénnen (Donachy und Sikes 1993; Nagatomo et al. 1995; Chang und Swift 1999). In
Verbindung mit Polyethylenglycol als Copolymer kann Polyaspartat auch als drug
delivery System in der Medizin genutzt werden (Yokoyama et al. 1990). Des
Weiteren dient PAA als Dispergiermittel bei der Herstellung von Papier und
Wandfarben.

1.5 Cyanophycin — Eigenschaften und Anwendungsmaglichkeiten

In diesem Kapitel wird auf die besonderen Eigenschaften von Cyanophycin einge-
gangen, die bei der Isolierung des Biopolymers aus rekombinanten Organismen (so-
wohl Bakterien als auch Pflanzen) eine wichtige Rolle spielen. Des Weiteren wird auf
die Verwendungsmoglichkeiten von Cyanophycin und seiner Zersetzungsprodukte
hingewiesen.

Cyanophycin gehért zur Klasse der Polyaminosauren. Davon sind neben Cyano-
phycin bisher nur zwei weitere bekannt, die in Mikroorganismen gebildet werden:
Poly-(e-L-Lysin) und Poly-(y-Glutamins&ure) (Allen et al. 2005). Die Polyaminosauren
unterscheiden sich in wesentlichen Punkten von Proteinen, so genannten Co-
Polyaminosauren. Im Gegensatz zu Proteinen bestehen sie meistens aus nur einer
einzigen Aminosdure (Ausnahme: Cyanophycin besteht aus zwei Aminosé&uren,
siehe Abbildung 1-9) und die Synthese dieser Molekile wird durch Enzyme aus der
Klasse der Kohlenstoff-Stickstoff bindenden Enzyme ausgeflhrt (z.B: Peptid-
synthetasen; EC 6.3.2.-). Die Synthese ist daher unabhangig von der ribosomalen
Proteinsynthese (Oppermann-Sanio und Steinbichel 2002; Obst und Steinblchel
2004).
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HNYNHZ HNYNHZ vereinfachte Darstellung:
Arg Arg

HoN—Asp ?sp Asp—COOH

Arg
n
O HO
NH NH
OH O
O O @)
H
N OH
HoN N
H
@) O O
OH
NH
@)
HN

A

HN NH,

Abbildung 1-9:  Struktur von Cyanophycin (schwarz: Aspartatgrundgerust, blau: Arginin Seitenreste)

Eine weitere gemeinsame Eigenschaft aller Polyaminosauren ist ihre Polydispersitat.
Im Gegensatz dazu sind Proteine aufgrund ihrer Bildungsweise monodispers und
haben eine definierte Molmasse. Cyanophycin aus Cyanobakterien kommt in einem
Molmassenbereich zwischen 25 und 100 kDa vor. Das aus rekombinanten Bakterien
und transgenen Pflanzen isolierte Polymer hat dagegen eine sehr viel kleinere
Molmasse und einen geringeren Verteilungsbereich. Bakterielles Cyanophycin aus E.
coli hat eine Molmasse zwischen 25 und 35 kDa. In Pflanzen dagegen schwankt die
Molmasse zwischen 18 und 25 kDa (Simon 1976; Ziegler et al. 1998; Aboulmagd et
al. 2001).

Cyanophycin wurde erstmals 1887 in Cyanobakterien entdeckt (Borzi 1887). Dort
fungiert es als Stickstoff- und Energiespeicherquelle und wird in so genannten
Einschlusskdérpern (inclusion bodies) im Cytoplasma eingelagert (Allen et al. 2005).
Die Bildung beziehungsweise der Abbau der Polyaminosdure wird durch die Enzyme
Cyanophycin-Synthetase (CphA) und Cyanophycinase (CphB) bestimmt (Ziegler et
al. 1998; Oppermann-Sanio und Steinblchel 2002). Das Biopolymer Cyanophycin ist
nur aus zwei Aminosauren aufgebaut, wovon Aspartat das Grundgertist bildet und
Arginin als zweite Aminosaure Utber B-Carboxylgruppen an die a-Aminofunktion der
Aspartateinheiten angeknipft ist (siehe Abbildung 1-9) (Oppermann-Sanio und
Steinbichel 2003; Luscher et al. 2005).
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Das Grundgerust des Cyanophycins, die Polyaspartatkette, ist flr viele industrielle
Anwendungen interessant. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts begann Schiff mit der
Polymerisierung von Asparaginsaure (Schiff 1897). Seine Arbeiten wurden von
verschiedenen Wissenschaftlern in der Mitte des 20. Jahrhunderts wieder aufge-
griffen (Vegotsky et al. 1958; Harada 1959; Kovacs et al. 1961). |hr Ziel war die Er-
zeugung von proteinogenen Strukturen unter prabiotischen' Bedingungen (Bildung
von Biopolymeren auf chemischem Weg ohne Anwendung von biologisch aktiven
Systemen/Enzymen), da man festgestellt hatte, dass polyanionische Proteine, die
reich an Asparaginsaure waren, die Aggregation und das Wachstum von Kristallen
beeinflussen kdnnen. Man ging davon aus, dass Polyaspartat dazu dienen kdnnte,
die Wasserharte herabzusetzen, indem es alkalische Carbonate, Sulfate und auch
Phosphate zum Sedimentieren/Ausfallen bringt. Mittlerweile wird Polyaspartat daher
als Waschmittelzusatz verwendet.

Polyaspartat ist zudem ein vielversprechendes neues Polymer, welches neben den
gebrauchlichen polycarboxylierten Homo- und Copolymeren eine verbesserte Bioab-
baubarkeit besitzt (Schwamborn und Joentgen 1998; Tabata et al. 2000). Weitere
Anwendungen von Polyaspartat sind auf dem Gebiet der Biomedizin denkbar. Hierzu
gibt es erste Studien, bei denen das Polymer als Trager fir Medikamente eingesetzt
werden kann oder sich die spezifischen Eigenschaften, wie Micellenbildung, in der
Krebsforschung ausnutzen lassen (Pratesi et al. 1985; Yokoyama et al. 1990;
Leopold und Friend 1995).

Neben den bereits aufgezahlten Verwendungsmaoglichkeiten fur Polyaspartat (Kapitel
1.4) sind in Abbildung 1-10 weitere Anwendungsbeispiele bzw. Folgeprodukte
ausgehend von den Spaltungsprodukten des Cyanophycins dargestellt. Die Amino-
sauren Aspartat und Arginin kénnen sowohl direkt in der Lebensmitteltechnik ein-
gesetzt oder auch als Ausgangspunkt fir die Synthesen von weiteren Chemikalien
genutzt werden. Das bei der Hydrolyse von Cyanophycin zu Polyaspartat frei
werdende Arginin kann unter Abspaltung von Harnstoff zu Ornithin umgewandelt
werden. Diese Aminosaure kann ihrerseits tber einige Umwandlungsschritte fir die
Polymerisation von Nylon verwendet werden (van Beilen und Poirier 2008). Aspartat
auf der anderen Seite kann bspw. zu 3-Aminotetrahydrofuran und 2-Amino-1,4-
butandiol umgesetzt werden. Diese Verbindungen sind fur vielféltige Anwendungen
in der Polymerchemie einsetzbar (van Beilen und Poirier 2008). Acrylamid kann als
Verdickungsmittel bei der Farbherstellung bzw. in der Papierindustrie verwendet
werden und Fumarsdure ist eine Ausgangssubstanz bei der Herstellung von
ungeséattigten Polyesterharzen (Ehrenstein 2006).

' Die in diesem Zusammenhang gebrauchte Formulierung ,prébiotisch“ unterscheidet sich von der in
der Lebensmitteltechnik verwendeten Bezeichnung.
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Abbildung 1-10: Verarbeitung von Cyanophycin zu méglichen Folgeprodukten (van Beilen und Poirier
2008)

1.6 Produktion von Cyanophycin in transgenen Pflanzen

Die Vielzahl von Anwendungsmdglichkeiten flir Polyaspartat macht das natirliche
Polymer Cyanophycin zu einem interessanten Forschungsgebiet. Seit der Anwend-
ung der Gentechnik gab es verschiedene Anséatze, Cyanophycin als Vorstufe von
Polyaspartat in groBem MaBstab von Bakterien und Hefen produzieren zu lassen
(Richter et al. 1999; Aboulmagd et al. 2001; Frey et al. 2002; Ziegler et al. 2002a;
Steinle et al. 2008). Das isolierte Cyanophycin kann anschlieBend unter milden
Hydrolysebedingungen in Argininreste und Polyaspartat gespalten werden (Joentgen
et al. 1998; Wonhlleben et al. 1999; Ziegler et al. 2002b; Ziegler et al. 2003), und
diese Verbindungen kénnen somit weiteren Reaktionen und Anwendungen zugefihrt
werden (siehe Kapitel 1.5, Abbildung 1-10).

Neben der Produktion von Cyanophycin in rekombinanten Bakterienstdmmen kann
das Biopolymer auch in transgenen Pflanzen akkumuliert werden. Die Nutzung von
nachwachsenden Rohstoffen (Pflanzen) zur Produktion von Cyanophycin ist aus
vielen bereits genannten Griinden besonders 6konomisch (siehe Kapitel 1.2). Die
Infrastrukturen flr den Anbau, die Ernte und die Verarbeitung der Pflanzen sind
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bereits etabliert und bedirfen keiner kostenintensiven Investitionen. Besonders inte-
ressant ist die Speicherung des Polymers in Pflanzen, die einer Doppelnutzung zu-
gefuhrt werden kdnnen (z. B. Kartoffeln). Dadurch wird ein mdéglicher Preis des
Produktes zusatzlich positiv beeinflusst. Bei der Produktion von Cyanophycin in
industriellen Starkekartoffeln kann eine zusatzliche Wertschdpfung innerhalb der
normalen Prozesskette flir die Isolierung von Starke aus den Kartoffelknollen erzielt
werden (siehe Tabelle 1-3). Bei einem Ertrag von 30t Kartoffelknollen pro Hektar
und einem Gehalt von 5 % Cyanophycin zur Trockenmasse der Knollen kénnte ein
Gewinn von Uber 8.000 € erzielt werden.

Tabelle 1-3: Berechnung des madglichen Gewinns bei der Starkeisolierung durch die zusétzliche
Isolierung von Polyaspartat und Arginin aus Cyanophycin produzierenden Kartoffeln
(Serr et al. 2007)

Anteil/Tonne Preis/kg Preis/Tonne Restprotein

in kg in € in €
Trockenmasse 250,00
Cyanophycin * 12,50
Polyaspartat 6,25 3,50 € ~ 22,00 €
Arginin 6,25 89,00 € ~ 556,00 €
Isolierungskosten des Polymers 100,00 €
Aufarbeitung 200,00 €
Gewinn ~ 278,00 €
Gewinn/ha (bei 30 t Ertrag/ha) 8.340,00 €
Derzeitiger Gewinn/ha aus der 5.000,00 €

Starkeproduktion

* Unter der Annahme, das Cyanophycin 5 % der Trockenmasse darstellt.

In dem Verbundprojekt ,Produktion von biologisch abbaubaren Polymeren in
transgenen Kartoffelknollen“im BML-Férderschwerpunkt ,Nachwachsende Rohstoffe’
wurden von der Arbeitsgruppe um Frau Prof. Broer (Universitat Rostock) bereits
verschiedene Pflanzen (Tabak und Kartoffel) gentechnisch so modifiziert, dass sie in
der Lage sind Cyanophycin zu produzieren (FKZ 22009202 2007, FKZ 22012606
2009). In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen entwickelten transgenen
Konstrukte, die fur die Isolierungsversuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit
eingesetzt wurden, dargestellt und erlautert.

In den ersten transgenen Cyanophycin produzierenden Pflanzen wurde das Gen far
die Cyanophycin-Synthetase (cphA) unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors
exprimiert und in Tabak- und Kartoffelpflanzen eingebracht (Neumann et al. 2005).
Die Bildung des Biopolymers erfolgte konstitutiv cytoplasmatisch (siehe Abbildung
1-11). Sie ist somit nicht auf ein bestimmtes Kompartiment (beispielsweise Blatt oder
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Wourzel) beschrankt. Die transgenen Tabakpflanzen zeigten verringerte Wachstums-
raten und hatten einen veranderten Phanotyp, der sich in panaschierten Blattern und
frihzeitiger BlUhinduktion &uBerte. In den Pflanzen konnte erstmals neben der
wasserunléslichen eine in Wasser I6sliche Form des Polymers nachgewiesen
werden. Die Charakterisierung mit SDS-Gelen zeigte eine verringerte GrdoBe des
Polymers im Vergleich zu dem bakteriellen Cyanophycin (in Cyanobakterien 25-
125 kDa; in E. coli 25-35 kDa). Der Polymerisationsgrad bei dieser MolekulgréBe
entspricht etwa 125 Einheiten und die Zusammensetzung des Biopolymers konnte
wie folgt bestimmt werden: Aspartat : Arginin : Lysin im Verhaltnis 1 : 1,05 :0,1. Der
maximale Cyanophycingehalt in den Blattern betrug 1,1 % bezogen auf die Trocken-
masse der Blatter (Zusammenfassung siehe Tabelle 1-4).

Zellkern mit Genom Zellkern mit Genom
| Gen fiir Synthetase (CphA) | Gen fiir Synthetase (CphA)
RNA CPPA RNA CenA

!

@ CphA (Enzym) CphA (Enzym)

Arginin + Aspal’tat CphA (Enzym)
C hyci ini
yanophycin Q f;’;g‘ﬂf Cyanophycin
\__/ N 9%
/ /
Cytoplasma Chloroplast Cytoplasma Chloroplast
konstitutiv cytoplasmatische Expression konstitutiv plastiddre Expression

Abbildung 1-11: Schematische Darstellung einer pflanzlichen Zelle und der Bildung und Speicherung
von Cyanophycin in Abhangigkeit von der Expression der Synthetase

Um die Cyanophycinproduktion in wirtschaftlich relevanten Mengen und Ressourcen
schonend zu ermdglichen, sollte es als Nebenprodukt zur Starke in Kartoffelknollen
produziert werden. Das Genkonstrukt (cphAte) wurde daher auch in Kartoffelpflanzen
eingebracht. AnschlieBend konnte in diesen Pflanzen sowohl in den Blattern als auch
in den Knollen die Bildung von Cyanophycin nachgewiesen werden. Der Gehalt des
Biopolymers betrug maximal 0,2 % der Trockenmasse und es wurden ebenfalls
beide Formen des Polymers gefunden (Neumann et al. 2005) (Zusammenfassung
siehe Tabelle 1-4).

Unter Einbeziehung der Endosymbiontentheorie, die davon ausgeht, dass die
Bildung der Chloroplasten in den Pflanzenzellen durch die Aufnahme von Einzellern
(Prokaryoten wie Cyanobakterien) in die eukaryotischen Zellen stattgefunden hat,
soll die Cyanophycin-Synthese ausschlieBlich in den Plastiden erfolgen. Dort sollte
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die Produktion des Polymers mit geringeren Stresssymptomen bei den Pflanzen
einhergehen und dadurch eventuell auch die Produktions- und Speicherrate des
Polymers erhdht werden kdnnen. Uber ein Transitpeptid (PsbY, FNR, CP24 bzw.
Rieske) sollte die Synthetase in die Plastiden transportiert werden und die Produktion
und Speicherung des Biopolymers ebenfalls in den Plastiden erfolgen. Nur das
Genkonstrukt PsbY-cphAre flihrt zu einer konstitutiv plastidaren Expression der
Synthetase (siehe Abbildung 1-11). Die Tabakpflanzen mit diesem Konstrukt zeigen
im Gegensatz zu den vorherigen transgenen Pflanzen keine phéanotypischen
Veranderungen. Der Gehalt an Cyanophycin konnte auBerdem bis auf 1,7 % der
Trockenmasse gesteigert werden, und es wurde nur die in Wasser unldsliche Form
des Polymers gebildet. In den Folgegenerationen konnte der Gehalt bis auf 6,8 %
der Trockenmasse gesteigert werden. Allerdings wurden bei diesen Pflanzen ver-
dickte Blatter und eine verringerte Samenproduktion beobachtet (Hihns et al. 2008)
(Zusammenfassung siehe Tabelle 1-4).

Tabelle 1-4:  Zusammenfassung der phanotypischen Veranderungen und Cyanophycingehalte in
transgenen Tabak- und Kartoffelpflanzen mit unterschiedlichen Konstrukien (TM =
Trockenmasse; n.d. = nicht detektierbar)

Kultur- Event Phanotypische Cyanophycinform max. Cyano-
art Veréanderungen in Wasser phycingehalt
Spross Knolle I6slich unléslich (%/TM)
Tabak  35S-cphAre ™ verringerte ja ja 1,1
Wachstums-
rate,
frihzeitige
Blihinduktion
PsbY-cphAre ™ TO n.d. ja 1,7
(Event51-x)  T1 Verdickte ja? ja 3,8
Blatter und
Blattadern,
(Event 51-3-x) T2 verringerte ja® ja 6.8
Wachstums-
rate
Kartoffel 35S-cphAr. * panaschierte teilweise ja ja 0,2

Blatter und fehlende

verringerte Augenbildung

Wachstums-  (keine

rate Keimung
maoglich)

B33-PsbY- normaler normale ja? ja 7,5
cphAge *** Phanotyp Knollen und

Knollen mit

eingesunken-

en braunen

Stellen

* Neumann et al. 2005; ** Hihns et al. 2008, *** Hihns et al. 2009
# Gehalt an wasserléslichem Cyanophycin < 0,5 %/TM

24
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Im Fall der Kartoffeln wurde zusatzlich zu der konstitutiv plastidaren Expression des
Cyanophycins die Speicherung des Polymers ausschlieBlich in den Plastiden der
Knollen (Amyloplasten) angestrebt. Denn nur die Knollen werden industriell
verarbeitet, das Kartoffelkraut wird vor der Ernte abgespritzt® und verworfen. Die
Cyanophycin-Synthetase wurde daflir mit dem PsbY-Transitpeptid unter Kontrolle
des knollenspezifischen B33-Promotors (Rocha-Sosa et al. 1989) fusioniert. Die
resultierenden Pflanzen wurden mit B33-PsbY-cphAre bezeichnet (Hihns et al.
2009). Der Phanotyp der B33-PsbY-cphAre Kartoffelpflanzen war unverandert
gegenuber den Kontrollpflanzen. Die Pflanzen bildeten Knollen von normaler GréBe
und nur einige wiesen eingesunkene braune Stellen auf. Es kam insgesamt zu einer
leichten Reduktion des Knollenertrages. Die Knollen akkumulierten das Biopolymer
durchschnittlich bis zu 3,8 % ihrer Trockenmasse (37,6 mg/g) (HUhns et al. 2009)
(Zusammenfassung siehe Tabelle 1-4).

1.7 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Verbundprojektes ,Produktion von
biologisch abbaubaren Polymeren in transgenen Kartoffelknollen® im BML-
Forderschwerpunkt ,Nachwachsende Rohstoffe’ durchgefiihrt. Ziel des Projektes war
es neben der Optimierung der Polymergehalte in gentechnisch verédnderten
Kartoffeln (AG Broer, Universitat Rostock), eine Methode zur Isolierung des Bio-
polymers aus dem Pflanzenmaterial zu entwickeln (AG Kragl, Universitat Rostock).
Dabei handelt es sich um das urspringlich aus Cyanobakterien stammende
Biopolymer Cyanophycin. In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung dieser Iso-
lierungsmethode beschrieben. Fur die Entwicklung des Isolierungsprozesses wurden
sowohl transgene Tabak- als auch Kartoffelpflanzen verwendet, wobei der
Schwerpunkt auf der Extraktion aus Kartoffelknollen lag.

Eine groBe Hirde bei der Etablierung von biotechnologischen Verfahren sind die
Kosten fir Entwicklungsarbeit und die Investitionen fir neue Produktionsanlagen
(Festel et al. 2004). Die Kosten flir das zu entwickelnde Verfahren sollten mdglichst
gering ausfallen, um den Preis fir das isolierte Produkt so gering wie moglich zu
halten und somit die Konkurrenzfahigkeit zu bereits bestehenden chemisch
synthetisierten Produkten zu sichern. Eine Mdglichkeit dafir sollte die Verknipfung
des Isolierungsprozesses mit einem bereits bestehenden groBtechnischen Prozess
sein. Bei gentechnisch veranderten Kartoffeln kdnnte somit die Kartoffel weiterhin
industriell genutzt werden, und die Investitionskosten flir eine Prozessneugestaltung
waren relativ gering. Im Laufe der Arbeit sollten verschiedene Mdoglichkeiten zur

? Das Kartoffelkraut wird vor der Ernte entfernt, damit es sich nicht beim Roden (Ernten) der Kartoffeln
in den Erntemaschinen verfédngt. Das Abspritzen des Krautes erfolgt mit einem bestimmten
Pflanzenschutzmittel, das das Kraut absterben lasst.
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1 EINLEITUNG

Kopplung eines Isolierungsprozesses mit einem bereits vorhandenen groB-
technischen Prozess getestet und die Vor- und Nachteile betrachtet werden.

Flr den eigentlichen Isolierungsprozess sollte im Labor eine vereinfachte Methode
etabliert werden, anhand derer die verschiedenen Aspekte des Verfahrens optimiert
werden koénnten. Dabei waren sowohl die Fragestellung zur Wahl des Extrak-
tionsmittels, als auch die Betrachtung der Abscheidung aus der Extraktionsl6sung
und die Aufreinigung des erhaltenen Produktes von Interesse. Im Anschluss an die
Isolierung des Biopolymers sollte ein besonderes Augenmerk auf die Ermittlung der
Reinheit des Isolates gelegt werden. Die wichtigsten Arbeitspakie im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sind im FlieBschema in Abbildung 1-12 zusammengefasst.

Isolierung eines Biopolymers aus pflanzlicher Matrix

Direkte Isolierung Isolierung mit moglicher
1 Doppelnutzung der Pflanzen
Optimierung der
Extraktionsparameter l
- Saure
- pH-Wert Fillung Kopplung der Extraktion
! mit der Stérkeisolierung

Analytik der isolierten bei Kartoffeln

Proben

- LC/MS und UV Messungen
- BRADFORD Assay

‘ Vergleich der Verfahren
bezlglich der Reinheit

der Proben

A

Abbildung 1-12: FlieBschema flr die Hauptarbeitsgebiete, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht werden sollten.
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2 ERGEBNISSE

2 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse fur die Isolationsversuche von Cyanophycin
aus transgenem Pflanzenmaterial dargestellt. Es wird dabei unter anderem auf die
Isolierung aus gentechnisch verandertem Tabak eingegangen (siehe Kapitel 2.1.1)
und die verschiedenen Methoden erlautert, die zur Bestimmung der Reinheit der
extrahierten Cyanophycinproben angewendet worden sind (siehe Kapitel 2.2).

AnschlieBend werden die Daten aus den Versuchen mit transgenem Kartoffel-
material beschrieben (siehe Kapitel 2.3). Dabei wird das Augenmerk vor allem auf
die Optimierung der Isolationsparameter gelenkt und zum Abschluss eine weitere
Methode zur Isolierung von Cyanophycin aus transgenen Kartoffelknollen dargestellt
(siehe Kapitel 2.5).

Zusatzlich zu der Entwicklung eines Isolierungsverfahrens flr Cyanophycin aus der
pflanzlichen Matrix wurde der Gesamtstickstoffgehalt der Cyanophycin produzie-
renden Linien im Vergleich zu isogenem Tabak- und Kartoffelmaterial untersucht
(siehe Kapitel 2.6).

2.1 Extraktion von Cyanophycin aus pflanzlicher Matrix

Im Vorfeld der eigentlichen Extraktion von Cyanophycin aus pflanzlicher Matrix
wurde ein Versuch zur Bestimmung der Aciditat des pflanzlichen Zellmilieus nach
Balasubramaniam et al. (2003) durchgeflhrt. Dieser Versuch ergab flr die
lyophilisierten Tabakblatter, dass die zur Extraktion verwendeten Pufferlésungen
einer pH-Wert Verschiebung unterliegen, begrindet durch den schwach sauren
Charakter der pflanzlichen Matrix selbst (siehe Abbildung 2-12).

Durch die Extraktion einiger pflanzlicher Inhaltsstoffe in die entsprechenden Puffer-
I6sungen verandert sich der pH-Wert des Extraktionsmittels. Fir die Isolierung von
Cyanophycin ist allerdings ein konstanter pH-Wert kleiner 2 erforderlich, andernfalls
kann das Polymer bei der Extraktion nicht in Lésung gebracht werden. Daher wurde
das Pflanzenmaterial vor der eigentlichen Extraktion mit 0,1 %iger Natriumhydrogen-
sulfitldsung extrahiert.

Weiterhin ist flr die Extraktion von Cyanophycin aus pflanzlicher Matrix die
Léslichkeit des Polymers in verschiedenen Ldsungsmitteln von Bedeutung. Die
ersten Versuche dazu stammen bereits aus den frihen siebziger Jahren (Simon
1971; Lang et al. 1972). In Tabelle 2-1 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zusammenfassend dargestellt. Wie bereits zuvor erwahnt, ist das Biopolymer nur in
stark sauren bzw. basischen Medien oder bei hohen Salzkonzentrationen Iéslich. Die
gangigen organischen Lésungsmittel wie Methanol, DMSO oder Aceton sind fir eine
Extraktion nicht geeignet.
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O pH Puffer 9
9 4 8,5
@ pH Extrakt 8

6 1 55

pH

L] a7 440

Abbildung 2-1:  Veranderung des pH-Wertes von Pufferldsungen nach der Extraktion von
gefriergetrocknetem Tabakmaterial PsbY-cphAr. Event 51-3 (weiBe Balken:
eingestellter pH-Wert vor der Extraktion; graue Balken: gemessener pH-Wert nach
der Extraktion)

Die Ergebnisse dieser Vorbetrachtungen ergeben flr alle nachfolgenden Isolierungs-
versuche des Cyanophycin aus gentechnisch verdndertem Pflanzenmaterial, dass
zuerst eine Extraktion mit Natriumhydrogensulfititbsung durchgeflhrt werden sollte,
um einige Substanzen bereits vorab abzutrennen, die den eigentlich Extraktions-
prozess des Biopolymers negativ beeinflussen wirden. Die Extraktion des Polymers
erfolgt anschlieBend mit Hilfe verdinnter Saure (pH-Wert < 2).

Tabelle 2-1: Darstellung der Léslichkeit von Cyanophycin in einigen ausgewahlten Lésungsmitteln.
»+" Cyanophycin ist I16slich, ,-“ Cyanophycin ist nicht I6slich (Simon 1971)

Lésungsmittel Léslichkeit von Cyanophycin

destilliertes Wasser -
0,05 N Salzsaure (HCI) +
3,0 N Natriumhydroxidlésung (NaOH) +
0,5 % Glyerin -
0,01 M EDTA-Lésung -
Methanol -
Ethylenglycol -
Dimethylsulfoxid (DMSO) -
Formaldehyd -
1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) +
2 % Triton X-100 -
4,0 M Harnstofflésung +

Céasiumchloridlésung (p =1,4 kg/L) +
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2.1.1 Saure Extraktion von Cyanophycin aus transgenem Tabakmaterial

Die ersten Transformationsversuche mit Pflanzen zur Bildung von Cyanophycin
wurden an Tabak durchgeflihrt. Das Biopolymer konnte sich in den Pflanzen mit dem
Konstrukt PsbY-cphAre in allen Teilen der Tabakpflanze anreichern.

Die Isolierungsversuche wurden ausschlieBlich mit lyophilisierten Tabakblattern der
Pflanzen PsbY-cphAte Event 51-3 durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den Léslich-
keitseigenschaften des Biopolymers wurde das Pflanzenmaterial zunachst mit
Natriumhydrogensulfitiésung zur Rehydrierung und Vorextraktion behandelt und
anschlieBend mit einer salzsauren Losung extrahiert. Aus der sauren Losung wurde
das Biopolymer durch Zugabe von Natriumhydroxid wieder ausgeféllt und der
Niederschlag mit Hilfe einer Zentrifuge abgetrennt. Der erhaltene Niederschlag
wurde anschlieBend mittels einer SpeedVac Anlage im Vakuum getrocknet.

Bei den ersten Versuchen variierte das mit Natriumhydroxid ausgefallte Polymer in
seiner Farbe von hell bis dunkelgrau und das resultierende getrocknete Cyanophycin
war stark gefarbt. Daraufhin wurden vor der abschlieBenden Trocknung einige
Waschgange mit Wasser und Aceton durchgeflhrt, um mitausgefallte Stdrsub-
stanzen, sowie eventuelle Salzriickstdénde (bedingt durch die Fallung) zu entfernen.
Die acetonhaltigen Waschlésungen wiesen eine starke Grinfarbung auf, was auf
Chlorophyll als eine Stérsubstanz hinweist.

Aus den Versuchen mit dem Tabakmaterial lasst sich in Anlehnung an die
Isolierungsmethode nach Frey et al. (2002) das in Abbildung 2-2 dargestellte
Schema fir die Extraktion von Cyanophycin aus einer pflanzlichen Matrix ableiten.

saure Extraktion
von Cyanophycin
aus transgenem

transgenes Pflanzenmaterial

Pflanzen- M
material Neutralisation des

Uberstandes mit —p { 5
l Natriumhydroxid

Sedimentation
Cyanophycin

L 1L !

A | Trocknung
Cyanophycin

Zerkleinerung des
transgenen
Pflanzenmaterials

Sedimentation
Pflanzenreste

Ruckfihrung
flr wiederholte
Extraktion

Abbildung 2-2:  Schematische Darstellung der sauren Extraktion von Cyanophycin aus pflanzlicher
Matrix
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Um die Qualitat der Extraktion von Cyanophycin aus Tabakblattern zu analysieren,
wurden mehrere Extraktionen desselben Materials nacheinander durchgefuhrt. Der
ausgefallte Niederschlag wurde getrocknet und anschlieBend gewogen. Die Aus-
beute an Cyanophycin wurde in mg/g Trockenmasse (TM) angegeben. In Abbildung
2-3 ist das Ergebnis von sechs aufeinander folgenden Extraktionen dargestellt, wobei
mit dem 1. Extraktionszyklus die Vorextraktion mit Natriumhydrogensulfit gemeint ist.

Der Versuch wurde als siebenfacher Ansatz durchgefiihrt. Die Standardabweichung
zwischen den einzelnen Versuchen ist bestimmt worden und ebenfalls im Diagramm
dargestellt. Die Abweichungen in den Ergebnissen sind relativ hoch (teilweise +
50 %) und kénnen nur durch uneinheitliches Probenmaterial und die natlrlichen
Schwankungen in der Expressionsrate des Polymers in einzelnen Tabakblattern
erklart werden. Erst nach dem 4. Extraktionsschritt mit salzsaurer Lésung sind etwa
80 % des gesamten Cyanophycins extrahiert worden. Dies steht im Widerspruch zu
den Ergebnissen von Frey et al. (2002), bei denen bereits im ersten
Extraktionsschritt mit Salzsaure Uber 69 % des gesamten Cyanophycins extrahiert
werden konnten. Die Unterschiede zu diesen Ergebnissen kénnen in den
verschiedenen Materialien fir die Cyanophycinisolierung liegen. Bei Frey et al.
(2002) handelt es sich um bakterielle Zellen, wohingegen in dieser Arbeit nur
pflanzliche Proben untersucht wurden. In Pflanzen ist der Stoffwechsel viel
komplexer und es entstehen zusatzliche Substanzen, die bei der Extraktion stérend
wirken oder gar mitextrahiert werden kénnen.

40 -
35 -

25 l
20 A

15 +

Menge Isolat (mg/g TM)

1 2 3 4 5 6
Extraktionsschritt

Abbildung 2-3:  Mehrfachextraktion von Tabaklyophilisat (PsbY-cphAre Event 51-3) - 1. Extrak-
tionsschritt mit Natriumhydrogensulfitldsung nur zur Rehydrierung und Vorextraktion
(Menge Isolat durch auswiegen der getrockneten Proben bestimmt)

Im Anschluss an die Bestimmung der Ausbeute wurden die isolierten Cyano-
phycinproben mit verschiedenen Methoden auf ihre Reinheit untersucht. Diese
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Methoden werden im folgenden Kapitel einzeln betrachtet, und die Ergebnisse fir die
isolierten Cyanophycinproben werden dargestellt.

2.2 Bestimmung der Reinheit der isolierten Cyanophycinproben

Flr eine kommerzielle Anwendung eines isolierten Produktes aus Naturstoffen ist die
Bestimmung der Reinheit unerlasslich. Je nach Art der Anwendung (pharmazeutisch,
biologisch oder groBtechnisch) werden an das Produkt unterschiedliche Anford-
erungen in Bezug auf die Reinheit gestellt. In jedem Fall missen durch eine geeig-
nete Form der Analytik der Prozess sowie das Endprodukt charakterisiert werden.

Bei der Darstellung der Ergebnisse aus den verschiedenen Isolierungsversuchen mit
Tabakmaterial ist die Reinheit neben der Ausbeute das wichtigste Qualitdtsmerkmal
des Extraktionsprozesses. An dieser Stelle wird daher auf die verschiedenen
Methoden zur Reinheitsbestimmung der isolierten Proben eingegangen und erlautert,
welche der beschriebenen Methoden fir eine Prozessnahe Analytik am Besten
geeignet sind.

2.2.1 Reinheitsbestimmung der Cyanophycinproben mittels Elementaranalyse

Die Reinheit der isolierten Cyanophycinproben aus dem transgenen Tabakmaterial
wurde zu Beginn der Arbeit mit Hilfe der quantitativen Elementaranalyse untersucht.
Bei den untersuchten Proben 1 und 2 (siehe Tabelle 2-2) handelt es sich um isolierte
Polymerproben, die mit Salzsdure direkt aus transgenen Tabakblattern mit dem
Konstrukt PsbY-cphAte Event 51-3 extrahiert worden sind.

Zuerst wurde mit Hilfe der Strukturformel und einer angenaherten Molmasse des
polydispersen Molekuls (20.000 g/mol) die prozentuale Elementzusammensetzung
des Biopolymers bestimmt (siehe Abbildung 2-4). M1 und M3 beschreiben die Enden
der Polymerkette, die auf der einen Seite eine freie Aminogruppe und auf der
anderen Seite eine freie Carboxylgruppe aufweist. M2 dagegen steht fir die
repeating unit des Polymers. Die Molmassen der einzelnen Molekdlteile unter-
scheiden sich aufgrund ihrer Struktur geringfligig voneinander. Dies muss bei der
Berechnung der prozentualen Zusammensetzung ebenso berltcksichtigt werden.

Auf den ersten Blick scheinen die Abweichungen zu den berechneten Anteilen mit
Uber 5 % fur Kohlenstoff und bis zu 10 % bei Stickstoff fur die isolierten Proben sehr
hoch zu sein (siehe Tabelle 2-2). Nur der Wert fur den Wasserstoffanteil in den
Proben liegt in einem annehmbaren Bereich. Der Sauerstoffgehalt kann bei der
quantitativen Elementaranalyse nicht bestimmt werden. Er errechnet sich fir alle
Verbindungen, die keine zusatzlichen Heteroatome enthalten, aus der Differenz
zwischen der Summe der Gehalte der tbrigen Atome (C, H und N) und 100 %.
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HN

YNHQ

o
T
Z
Z
I

o

HN\T/NH

HN HN HN
n
HO. — » HO
NH,
O OH 0]
. + H Q.n
L-Arginin o N OH
n HoN N
OH H
H,N 0
o
NH
. HO
L-Asparaginsaure
HN
HN NH,
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Summenformel: CsHsNO CsH4NO C.,H4,NO
molare Masse: 273,3 g/mol 271,3 g/mol  288,3 g/mol
Abbildung 2-4:  Strukturformeln von L-Arginin und L-Asparaginsdure sowie Cyanophycin und Kenn-

zeichnung der einzelnen Molekiilteile des Polymers (N- und C-terminales Ende und
repeating unit des Polymers) und deren Molmassen

Tabelle 2-2:

Zusammenfassung der Messwerte fir die prozentuale Zusammensetzung von

Cyanophycin berechnet mit ChemDraw® Ultra (Chemical Structure Drawing Standard)
bzw. experimentell ermittelt mit Hilfe der Elementaranalyse

C H N o

Cyanophycin (berechnet) Summenformel: (C3HsNO),  (k=1,2,3, ...)
Gehalt berechnet [%] 442 6,3 25,8 23,7

Probe 1 (experimentell) Summenformel: (C3HsNOy),  (k=1,2,3, ...)
Gehalt experimentell [%] 37,5 6,0 16,2 (40,3)
Abweichung [%] 6,7 0,3 9,6 (16,6)

Probe 2 (experimentell) Summenformel: (CsHsNO,),  (k=1,2,3, ...)
Gehalt experimentell [%] 37,8 6,0 16,8 (39,4)
Abweichung [%] 6,4 0,3 9,0 (15,7)
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Trotz der hohen Abweichungen ergab sich fir die aus den experimentell bestimmten
Werten fir die Elementarzusammensetzung resultierende Summenformel bei beiden
Proben fir die Atome C, H und N dasselbe Verhaltnis wie in der Berechnung fir das
Aminoende des Polymers (M1). Unter Berlcksichtigung des errechneten Sauerstoff-
gehaltes stimmen die experimentell ermittelten Summenformeln allerdings nicht mehr
mit der berechneten Formel Oberein. Da die Verhaltnisse der Gbrigen Atome (C, H
und N) jedoch vergleichbar sind mit den berechneten Summenformeln der einzelnen
Molekulteile, ist es denkbar, dass sich zusatzliche Heteroatome in der Probe
befinden. Denkbar wéaren Salze oder Rickstdnde der Sdure aus dem Extraktions-
prozess, die als Verunreinigung an dem Biopolymer haften. Andernfalls missten sich
bei Fremdsubstanzen, die auch C-, H- bzw. N-Atome enthalten, die prozentualen
Gehalte zumindest bei einem oder zwei Elementen ebenso erhéhen.

Bei den Berechnungen zur Bestimmung der Reinheit der Cyanophycinproben
werden nur die Elemente Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff berlicksichtigt, da
sich der Sauerstoffgehalt, wie bereits erwahnt, nicht experimentell bestimmen I&sst.
Demnach besteht reines Cyanophycin zu insgesamt 76,3 % aus C, H und N. Die
Abweichung der Summe der drei Elemente von diesem Wert betragt fiir Probe 1 rund
21,8 % und fur Probe 2 rund 20,6 %. Nach diesen Berechnungen bestiinde Probe 1
zu 78,2 % aus reinem Cyanophycin und Probe 2 zu 79,4 %. Die Ergebnisse der
isolierten Polymerproben aus den unterschiedlichen Extraktionsversuchen aus
transgenen Tabakblattern stimmen gut Uberein. Die Extraktion liefert demnach ein
reproduzierbares Ergebnis.

Im Gegensatz zur sonstigen Anwendung der Elementaranalyse flir die Charakte-
risierung von kleinen synthetisch hergestellten Molekllen in der organischen und
anorganischen Chemie ist die quantitative Elementaranalyse im Rahmen dieser
Arbeit zur Beurteilung der Reinheit von hochmolekularen Verbindungen verwendet
worden. Durch die Messung einer reinen hochmolekularen Verbindung sollte die
Methode daher anschlieBend auf ihre Aussagekraft und Genauigkeit untersucht
werden.

Als Referenz diente die Messung einer Polyaminosaure, Poly-L-Leucin. Aus der
Molmasse (8800 g/mol) und mit Hilfe der Strukturformeln (siehe Abbildung 2-5, M1-
M3) konnte wiederum die prozentuale Zusammensetzung der Elemente C, H, N und
O berechnet werden. In Tabelle 2-3 sind die Abweichungen der berechneten und
experimentell bestimmten Daten dargestellt. Die Summenformel fiir die berechnete
Elementarzusammensetzung spiegelt die Zusammensetzung der repeating unit (M2)
des Molekils wieder. Das ist auch sinnvoll, da die Enden der Polymerkette M1 und
M3 nur einen geringen Anteil an der Gesamtmasse des Molekuls haben.

Die Abweichungen von bis zu 6 % scheinen im ersten Moment wieder sehr gro3 zu
sein. Doch nach einer Berechnung der Summenformel aus der experimentell
ermittelten Elementarzusammensetzung ist ersichtlich, dass es sich bei der
berechneten Summenformel um die des Carboxylendes (M3) der Polyaminosaure
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handelt. Das ist ein Indiz daflr, dass mit Hilfe der Elementaranalyse bei hoch-
molekularen Verbindungen nicht die exakte Summenformel berechnet werden kann.

@) O O
H
HoN H,N N
OH N OH
n —_— H
n
O
(n=75)
M3

M1 n x M2
Summenformel: CGH12NO CGH11NO CGH12N02
molare Masse: 114,2 g/mol 113,2 g/mol 130,2 g/mol

Abbildung 2-5:  Strukturformeln von L-Leucin und Poly-L-Leucin sowie Kennzeichnung der einzelnen
Molekdlteile des Polymers (N- und C-terminales Ende und repeating unit des
Polymers) und deren Molmassen

Tabelle 2-3:  Zusammenfassung der Messwerte fir die prozentuale Zusammensetzung von Poly-L-
Leucin berechnet mit ChemDraw® Ultra (Chemical Structure Drawing Standard) bzw.
ermittelt mit Hilfe der Elementaranalyse

C H N (0]
Poly-L-Leucin (berechnet) Summenformel: (CgH{1NO),  (k=1,2,3, ...)
Gehalt berechnet [%)] 63,6 9,8 12,4 14,3

Poly-L-Leucin (experimentell) Summenformel: (CeH12NOy)  (k=1,2,3, ...)

Gehalt experimentell [%] 58,0 9,8 11,0 (21,2)

Abweichung [%] 5,6 0,0 1,4 (6,9)

In wie weit die Methode nun far die Messung von groBen Molekilen wie
Polyaminosauren geeignet ist, kann an dieser Stelle nicht abschlieBend geklart
werden. Die Abweichungen zwischen berechneter und experimentell bestimmter
Zusammensetzung sind hoch. Bei der Messung von Molekilen mit geringeren
Molmassen sollte die Abweichung der Messwerte allgemein nicht mehr als 0,3 %
betragen.
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Die zuvor berechneten Abweichungen und Verunreinigungen fir die isolierten
Cyanophycinproben 1 und 2 kénnten nach dem Ergebnis dieser Messung zum Tell
auch durch eine Messungenauigkeit der Methode im Bereich flir hochmolekulare
Verbindungen zu Stande gekommen sein. Fir eine endgiltige Aussage Uber die
Reinheit und damit die Qualitat des Produktes kann nicht allein die Elementaranalyse
genutzt werden. Dazu mussen andere Methoden mit einer hGheren Messgenauigkeit
far diese gréBeren Moleklle verwendet werden. Die Reinheit der an dieser Stelle
verwendeten Proben 1 und 2 wird wie im Folgenden beschrieben mit Hilfe anderer
Methoden genauer bestimmt.

2.2.2 LC/MS Messung zur Bestimmung der Zusammensetzung der Cyano-
phycinproben

Eine andere Form der analytischen Charakterisierung des Biopolymers bestand in
der Untersuchung der im Molekll gebundenen Aminosauren. Dazu war es notwendig
die isolierte Probe durch Zugabe von Salzsaure und unter Warmeeinfluss Uber
mehrere Stunden hinweg vollstandig zu hydrolisieren.

Vor der eigentlichen Analyse der nach dieser Methode freigesetzten Aminosauren
wurde die Hydrolysemischung mit Hilfe des EZ:faast™ Kits der Firma phenomenex®
aufgearbeitet. Die freien Aminosauren werden dabei zum Abschluss derivatisiert und
die Messung erfolgt mit einer LC/MS-Methode (liquid chromatography/mass
spectrometry).

Unter der Annahme, dass das isolierte Produkt zu 100 % aus Cyanophycin besteht,
sollten bei der Messung nur zwei Aminosduren zusatzlich zu den internen Standards
detektiert werden kénnen. In Abbildung 2-6 ist ein Chromatogramm fir die Messung
von Probe 1 (Cyanophycin aus Tabak PsbY-cphAte Event 51-3) dargestellt. Daraus
ist zu entnehmen, dass die isolierte Probe kein reines Cyanophycin enthalt.

In der Probe kdnnen neben den internen Standards Homoarginin, Methionin-d3
sowie Homophenylalanin weitere Aminosauren identifiziert werden. Ob es sich dabei
um freie Aminosduren handelt, die bei der Isolierung des Biopolymers aus der
pflanzlichen Matrix mit extrahiert worden sind, oder ob diese Aminos&uren durch die
Hydrolyse von mit extrahierten Proteinen entstanden sind, kann an dieser Stelle nicht
endgultig geklart werden. Allerdings deutet die Vielzahl verschiedener Aminosauren
eher auf andere hydrolisierte Proteine hin. In natirlichen Proteinen kommen alle 21
proteinogenen Aminosauren zu einem gewissen Anteil vor.

Mit Hilfe der LC/MS-Untersuchungen konnte wiederum belegt werden, dass es sich
bei den isolierten Proben nicht um reines Cyanophycin handelt. Die Messungen
deuten darauf hin, dass die Verunreinigungen unter anderem von Fremdproteinen
aus dem Extraktionsprozess stammen. Es ist allerdings auch nicht auszuschlieBen,
dass andere niedermolekulare Substanzen als Verunreinigung im Isolat vorhanden
sind. Die Analyse der isolierten Polymerproben mit Hilfe der LC/MS ist zeitaufwendig,
da die Proben immer zuerst hydrolisiert werden muissen (22h bei 110 °C), da mit der
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etablierten Methode nur freie Aminosduren gemessen werden kdnnen. Die Ergeb-
nisse aus den ermittelten Chromatogrammen kdénnten fir eine Quantifizierung der
detektierten Aminosauren genutzt werden. Allerdings lasst sich dartber allein nicht
bestimmen, wie hoch der Grad an Verunreinigung bei der vermessenen Cyano-
phycinprobe ist. Flir eine quantitative Analyse der isolierten Cyanophycinproben
muss eine andere Methode gefunden werden.
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Abbildung 2-6:  Chromatogramm flr die LC/MS Messung einer Cyanophycinprobe isoliert aus trans-
genen Tabakblattern zur Bestimmung der Reinheit (rote Balken: Aminosauren des
Biopolymers — Arginin und Aspartat; graue Balken: interne Standards fur die
Quantifizierung und blaue Balken: beispielhaft ausgewahlte zusatzliche Amino-
sauren)

2.2.3 Analyse der Cyanophycinproben mit Hilfe der Gelelektrophorese

Far die Qualitatsbeschreibung von Proteinen wird haufig die Gelelektrophorese
angewendet. Dabei werden die Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer GréBe
aufgetrennt, mit Hilfe verschiedener Farbemethoden visualisiert und durch einen
Vergleich mit Standardproteinen identifiziert.

Bei Cyanophycin handelt es sich um eine nicht ribosomal hergestellte protein-
ahnliche Substanz aus zwei Aminosauren. Es sollte daher mittels der gangigen

36



2 ERGEBNISSE

Methode =zur Charakterisierung von Proteinen mdglich sein, eine Reinheits-
bestimmung der isolierten Cyanophycinproben durchzuflihren.

Das isolierte Biopolymer wurde zur Vorbereitung der SDS-Gelelektrophorese wieder
in Lésung gebracht (0,1 M Salzsdure bzw. SDS-Laufpuffer). Aus der Literatur ist
bereits bekannt, dass Cyanophycin aus pflanzlicher Matrix eine verringerte Molekdl-
gréBe im Vergleich zu bakertiellem Cyanophycin aus Cyanobakterien und E. coli hat
(Ziegler et al. 2002a; Neumann et al. 2005). Das in Abbildung 2-7 dargestellte Gel
zeigt eine breite Hauptbande zwischen 18 und 28 kDa. Das stimmt gut mit den
Angaben aus der Literatur tGberein. Aufgrund dieser Messungen und dem L&sungs-
verhalten bei der Extraktion kann man davon ausgehen, dass das Isolat aus trans-
genen Tabakblattern zu einem groBen Teil Cyanophycin enthalt.
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Abbildung 2-7:  Gelelektrophorese mit Cyanophycinproben aus transgenen Tabakblattern (PsbY-
cphAte Event 51-3) - dargestellt sind Polymerproben aus finf aufeinander folgenden
Extraktionsschritten (Farbung mit Coomassie Brilliant Blue G-250); M: Protein-
standard mit GréBenmarker in kDa

Bei der Auswertung der Gele zeigte sich, dass die wiederholte Extraktion des
Pflanzenmaterials einen direkten Einfluss auf die Reinheit der jeweiligen isolierten
Polymerprobe hat (siehe Abbildung 2-7). Fur alle Ansatze wurde dieselbe Menge an
Isolat fur die Messung eingewogen und in LOsung gebracht. Die Farbung der
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Proteinbanden erfolgte durch Zugabe von Coomassie Brilliant Blue G-250° (Durch-
fihrung siehe Kapitel 5.1.3). Die Intensitat der Bande nimmt von Geltasche I bis hin
zu Geltasche VI deutlich ab. Da die Intensitat der Bandenfarbung proportional zur
Konzentration der enthaltenen Proteine ist, kdnnte mit einem entsprechenden Gerat
(gel reader) und einer Kalibrierung direkt die Konzentration des Biopolymers in der
Gelmatrix ermittelt werden. Ein solches Geréat stand fir die Auswertung der Gele
nicht zur Verflgung. Die gewonnenen Ergebnisse aus der Gelelektirophorese sind
daher nur qualitativer Art. Dennoch kann man festhalten, dass bei gleicher Einwaage
mit zunehmender Extraktionswiederholung der Anteil an Cyanophycin in der
isolierten Probe sinkt und der Anteil an Verunreinigungen folglich zunimmt.

Durch die saure Extraktion des Polymers aus der pflanzlichen Matrix kénnen auch
andere saureldsliche Proteine mit herausgeldst werden. Aufgrund der polydispersen
Molekdlverteilung fir Cyanophycin kann allerdings nicht genau bestimmt werden, ob
sich unter der Bande fir Cyanophycin weitere Proteinbanden befinden.

FOr die Reinheitsbestimmung der flr Cyanophycin charakteristischen Gelbande
wurde ein Verdau mit Cyanophycinase (CphB, zur Verflgung gestellt durch die AG
Lockau, Humboldt-Universitat zu Berlin) durchgefthrt. Das Verdauungsenzym ist in
der Lage die a-Peptidbindungen in der Polyaspartatkette zu spalten: Dadurch
entstehen B-Aspartylarginin Dipeptide (Richter et al. 1999; Berg et al. 2000), die fur
eine gelelektrophoretische Bestimmung zu klein sind und nicht mehr nachgewiesen
werden kdnnen. Die Probe gilt als verdaut.

Eine aus Tabakblattern isolierte Cyanophycinprobe (dieselbe Probe wie in Abbildung
2-7 Geltasche I) wurde in einem Verdauungspuffer tGber Nacht bei 30 °C inkubiert.
Vor der Reaktion ist der pH-Wert der Verdauungslésung richtig einzustellen, denn
nur bei pH-Werten 2 7 kann das Verdauungsenzym zuverléssig arbeiten. Andernfalls
kommt es zur Inaktivierung des Enzyms. Nach der Inkubationszeit wurde eine Probe
aus der Verdauungslésung erneut mittels Gelelektrophorese untersucht (Abbildung
2-8). In der Geltasche II wurde die unverdaute Ausgangsprobe (Cyanophycin aus
Tabakmaterial PsbY-cphAte Event 51-3) aufgetragen. In die Geltasche III wurde die
entsprechende verdaute Probe gegeben, und die Kammer IV enthielt zum Vergleich
die reine Verdauungslésung, in der sich nur Cyanophycinase (30 kDa, rot) befand.
Nach Abschluss der Inkubationszeit konnte in der verdauten Cyanophycinprobe aus
Tabak keine zuséatzliche Bande mit Coomassie Brilliant Blue angefarbt werden. Die
aus dem Pflanzenmaterial isolierten Proben enthalten demnach kein weiteres Protein
bzw. nur in einer sehr geringer Konzentration, die mit der Farbemethode nicht
nachweisbar ist. Da Cyanophycinase ein flir Cyanophycin spezifisches Verdauung-
senzym ist (Richter et al. 1999), kann somit ausgeschlossen werden, dass unter der
Cyanophycinbande noch weitere Proteinbanden liegen.

® Nachweisgrenze bei der Proteinfarbung mit Coomassie Brilliant Blue G-250 liegt bei etwa 0,5 pg
Protein pro Gelbande.
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Bei den isolierten Proben aus transgenen Tabakblattern handelt es sich um
Cyanophycin, und der Reinheitsgrad der Proben ist von der Anzahl der Wieder-
holungen bei der Extraktion abh&ngig. Allerdings kdnnen die Verunreinigungen nicht
von weiteren Proteinen stammen bzw. sind die Konzentrationen so gering, dass sie
mit der gewdahlten Farbemethode nicht nachweisbar sind. Bei den im Isolat
befindlichen Substanzen muss es sich also um niedermolekulare Verbindungen
handeln (Salzrickstande von der Fallung, freie Aminoséaure etc.).
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Abbildung 2-8:  Gelelektrophorese nach Verdau mit Cyanophycinase (Farbung mit Coomassie
Brilliant Blue G-250) - dargestellt sind sowohl die unverdaute, als auch die verdaute
Polymerprobe sowie nur die Verdauungslésung (Molmasse des Verdauungsenzyms
Cyanophycinase betragt 30 kDa); M: Proteinstandard mit GrdBenmarker in kDa

2.2.4 LC/MS Messung der Polymerproben nach Isolierung aus SDS-Gelmatrix

Durch die Verwendung der Gelelektrophorese kann die mit Proteinen verunreinigte
Cyanophycinprobe in ihre Einzelbestandteile aufgetrennt werden. Der Verdau mit
Cyanophycinase zeigte, dass es sich bei der Proteinbande fir Cyanophycin nur um
diese eine proteinogene Struktur handelt und keine coeluierenden Substanzen in der
Probe vorhanden waren.

Nach einem Artikel von Neumann et al. (2005) konnte in Cyanophycinproben aus
Tabak neben den Aminosauren Aspartat und Arginin eine dritte Aminoséure (Lysin)
identifiziert werden. Die Messungen ergaben einen Anteil von bis zu 10 % Lysin
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(Zusammensetzung von Cyanophycin — Aspartat : Arginin : Lysin =1 : 1,05 : 0,1). Mit
den aus den SDS-Gelen isolierten Cyanophycinbanden sollte Uberprift werden, in
wie weit diese Beobachtungen auch fir Cyanophycin aus Kartoffelpflanzen zutrifft.

Diese Untersuchungen zur Zusammensetzung und zum Aufbau des Biopolymers
setzen reines Cyanophycin voraus. Aus den Ergebnissen der Reinheitsuntersu-
chungen war ersichtlich, dass mit den angewendeten Isolierungsmethoden kein
reines Cyanophycin isoliert werden konnte. Daher wurde fir die Gewinnung von
reinem Cyanophycin auf eine Methode zur lIsolierung des Biopolymers aus der
Gelmatrix zurtckgegriffen.

Die ,aufgereinigte” Probe des Biopolymers wurde aus der Gelmatrix nach einem
Verfahren von Hager et al. von 1980 isoliert. AnschlieBend wurde die Probe
vollstandig hydrolisiert (22 h, 110 °C mit 6 N Salzsaure) und mit dem EZ:faast™ Kit
aufgearbeitet und derivatisiert. Die Probe wurde danach mittels LC/MS untersucht.
Pro Bande sind in dem Gel etwa 10 ug Cyanophycin enthalten, diese Menge war fir
die nachfolgenden Elutions- und Fallungsschritte zu gering, denn in den entspre-
chenden LC/MS-Chromatogrammen konnten keine Aminosauren detektiert werden.

2.2.5 UV-Messungen der isolierten Cyanophycinproben

Die Konzentration von proteinhaltigen Lésungen kann auf sehr einfache Weise
mittels Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 280 nm mit einem Photo-
meter durchgefihrt werden. Die Absorption bei 280 nm ist charakteristisch flr die
aromatischen Aminosauren, die in den Proteinketten eingebaut sind. Cyanophycin
dagegen ist nur aus zwei nicht aromatischen Aminosauren (Aspartat und Arginin)
aufgebaut. Fur eine reine Cyanophycinprobe sollte sich demnach bei 280 nm keine
Absorptionsbande zeigen. Die photometrische Analyse der gel6sten Cyanophycin-
proben kann somit zur Bestimmung der Reinheit im Hinblick auf andere Proteine
angewendet werden.

Im Vorfeld der Untersuchung der isolierten Cyanophycinproben wurden die Amino-
sauren Aspartat und Arginin sowie Polyaspartat und verschiedene Standardproteine
einzeln photometrisch vermessen, um charakteristische Absorptionsbanden zu
ermitteln (Abbildung 2-9). Abgesehen von den nicht spezifischen Absorptionsbanden
zwischen 190 und 210 nm kdnnen weder flr Polyaspartat noch fir die einzeln
vermessenen Aminosauren (Aspartat und Arginin) zuséatzliche charakteristische
Banden ermittelt werden. Fir alle anderen Proteine (hier beispielhaft an BSA
ermittelt) ergibt sich eine charakteristische Absorptionsbande bei ~ 280 nm, die von
den aromatischen Aminoséauren in der Proteinkette herriihrt (siehe Abbildung 2-9).

Wieder in Ldsung gebrachte Cyanophycinproben zeigen in Abhangigkeit vom
gewahlten Ldsungsmittel (Salzsdure bzw. SDS-Puffer) ein lokales Absorptions-
maximum bei ~280 nm (Abbildung 2-10). Dieser Effekt erklart auch die scheinbar
nicht vorhandene Verunreinigung durch Fremdproteine in den gelelektrophoretischen
Messungen. Die dort untersuchten Proben wurden in Salzsdure aufgelést. Dabei
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bleibt immer ein unléslicher Rickstand in den ReaktionsgeféBen zurlick, der nicht mit
untersucht werden kann. Auch das UV-Spektrum der isolierten Polymerprobe weist
in verdinnter Saure kein lokales Maximum bei ~280 nm auf. Die in SDS-Puffer
angesetzte Probe zeigt allerdings ein deutliches Absorptionsmaximum bei ~ 280 nm.
Das deutet daraufhin, dass sich doch Fremdproteine als Verunreinigung in den
isolierten Proben befinden.
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Abbildung 2-9:  Darstellung der UV-Spektren von Polyaspartat in unterschiedlichen Lésungsmitteln
im Vergleich zu einem Standardprotein (BSA) in Wasser (lokales Absorptions-
maximum fir BSA bei ~280 nm)
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Abbildung 2-10: Darstellung der UV-Spektren einer Cyanophycinprobe isoliert aus transgenen
Tabakblattern in unterschiedlichen Lésungsmitteln — Wasser und SDS-Puffer
(lokales Absorptionsmaximum fiir die Probe in SDS-Puffer bei ~280 nm)
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Die Intensitat der Absorptionsbande bei ~280 nm ist abhangig von der Anzahl der
aromatischen Aminosauren (Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan) im Protein und
kann somit zur Bestimmung der Konzentration eines Proteins genutzt werden. Da die
Anzahl der aromatischen Aminosauren in Proteinen nicht konstant ist, muss fir eine
quantitative Auswertung eine Kalibrierung mit dem entsprechenden Protein selbst
durchgefihrt werden. Eine Quantifizierung der Fremdproteine konnte an dieser Stelle
deshalb nicht durchgefiihrt werden. Uber einen Vergleich mit anderen Standard-
proteinen (BSA, Myoglobin bzw. Pepsin) kann der Gehalt an Fremdprotein etwa auf
10 % geschatzt werden.

2.2.6 Entwicklung einer angepassten BRADFORD Methode flir Cyanophycin

Die letzte im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Methode zur Bestimmung der
Reinheit der isolierten Proben aus den Tabakblattern ist die Methode nach Bradford
(Bradford 1976). Mit Hilfe einer angepassten BRADFORD Methode konnte dann
auch quantitativ die Reinheit der zuvor bereits untersuchten Proben 1 und 2
bestimmt werden (siehe Tabelle 2-4).

Far die Messungen wurde eine definierte Menge der isolierten Polymerprobe in ein
Reaktionsgefa3 eingewogen und mit verdinnter Saure in Ldésung gebracht. Der
wassrige Uberstand wurde von evtl. vorhandenem Riickstand des L&sungsansatz
durch Zentrifugation getrennt und fiir die weiteren Schritte der BRADFORD Methode
eingesetzt (Durchfihrung Kapitel 5.1.6).

Das Anfarben mit Coomassie Brilliant Blue G beruht auf elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den Sulfonsaduregruppen des Farbstoffmolekils und
den basischen Aminosauren in der Proteinkette (Tal et al. 1980). Die Bindung des
Farbstoffs ist somit zu basischen Aminosduren besonders stark ausgepragt. Fir die
Kalibrierung der BRADFORD Messungen wird standardmaBig Rinderserum Albumin
(BSA) verwendet. Dieses Protein hat einen Anteil an basischen Aminosauren von
rund 16 %. Das Quasi-Protein Cyanophycin besteht zu nahezu 50 % aus Arginin (bis
zu 10 % kénnen durch Lysin ersetzt werden). Eine Eichung mit BSA ist daher nicht
geeignet, denn der Gehalt an basischen Aminosauren in beiden Molekllen weicht
stark voneinander ab. Die Kalibrierung fir Cyanophycin erfolgte daher mit
Cyanophycin, das aus rekombinanten E. coli Bakterien isoliert wurde (AG Lockau,
Humboldt-Universitdt zu Berlin). Die Abweichung in der Steigung der beiden
Kalibriergeraden betragt rund 200 % (siehe Abbildung 2-11).

Die Berechnung der Reinheit flr die isolierten Proben erfolgte aufgrund der
Uberlegung, dass Cyanophycin wegen des hohen Arginingehaltes eine ibermaBig
starke Affinitdt zu Coomassie Brilliant Blue G aufweist (siehe auch Steigung der
Kalibriergeraden). Bei einer genau eingewogenen Probe werden alle Abweichungen
von der erwarteten Extinktion daher als Verunreinigung bewertet. Somit kann im
Umkehrschluss die Reinheit der Cyanophycinprobe angegeben werden. Zusatzlich
wurde der im Reaktionsgefal3 verbliebene Rickstand vom Ldsen der isolierten
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Polymerproben getrocknet und anschlieBend ausgewogen. Er wurde ebenfalls als
Verunreinigung bewertet.

Kalibriergleichungen:
0,7 - .
Cyanophycin ()
061 ; X =y—0,0122
0,5 A 0,1402
’ z
—_ .2 (R? = 0,9975)
c 047 s
o - &
£ 03 - . BSA (4)
£ El 5 x =y —0,0084
@ 0.2 1 - 0,0444
o s =
o1y Y, (R® = 0,9973)
0,0 z T T T T T T T T 1

Protein (ug/mL)

Abbildung 2-11: Vergleichende Darstellung einer BRADFORD Kalibrierung fir Cyanophycin aus E.
coli () und BSA () - entsprechende Kalibriergleichungen siehe rechte Seite

Fir die isolierten Proben aus transgenem Tabakmaterial aus dem Versuch mit den
aufeinander folgenden Extraktionszyklen (siehe Kapitel 2.1.1) konnte die Reinheit der
Proben mit Hilfe der BRADFORD Methode mit 60-70 % flr die ersten beiden sauren
Extraktionen ermittelt werden. Bei den nachfolgenden Extraktionsschritten sinkt die
Reinheit drastisch bis auf 40 % im 3. Schritt und bis auf 10 % im 4. Schritt ab.

Ein weiteres Indiz far die Verunreinigung der isolierten Polymerproben ist auch die
Differenz zwischen den zuvor ermittelten Cyanophycingehalten in den Tabakblattern
und den realen Gesamtausbeuten nach der Extraktion (siehe Tabelle 2-4). Bei den
Wiederholungsmessungen flir die Isolierung von Cyanophycin aus transgenem
Tabak wurde zuerst der Cyanophycingehalt in den Tabakblattern mit der
BRADFORD Methode bestimmt (AG Broer, Universitat Rostock). Daflir ergab sich
ein Gehalt von 2,93 % Cyanophycin zur Trockenmasse (TM). Das entspricht
29,3 mg/g TM.

Die Ausbeute bei der erneuten Isolierung ist mit 3,23 + 0,13 % / TM etwas grdBer als
der vorab bestimmte Cyanophycingehalt. Diese Abweichung von etwa 10 % zwi-
schen dem bestimmten Gehalt an Biopolymer und der tatsachlich isolierten Menge
kann durch die Reinheit der Cyanophycinproben erklart werden. Flr die isolierten
Proben konnte eine Reinheit von > 60 % ermittelt werden. Der Vergleich der
isolierten reinen Cyanophycinmenge mit dem mit BRADFORD ermittelten Gehalt
zeigt, dass die Isolierung des Biopolymers aus den transgenen Tabakblattern auch
nach 5 Extraktionsschritten nicht vollstandig war. Es konnten insgesamt nur 70 %
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des zuvor ermittelten Cyanophycingehaltes isoliert werden. Weitere Extraktionen
wurden aufgrund der geringen Ausbeute nicht mehr durchgefiihrt, da bereits die 5.
Extraktion mit Salzsdure nur noch 5 % des insgesamt extrahierbaren Cyanophycins
ergab, und der Aufwand weiterer Extraktionsschritte somit nicht gerechtfertigt ist.

Tabelle 2-4: Ergebnisse der Cyanophycinextraktion aus transgenem Tabakmaterial (lyophilisiert,
PsbY-cphA+r. Event 51-3) - dargestellt ist die Gesamtmasse an Cyanophycin aus 3
Extraktionsschritten mit Salzsaure

Einwaage Gehalt Cyanoph. Isolat Reinheitsojat Cyanophycin
Tabak TM (9) (% / TM) (% / TM) (%) (% / TM)
8,01 2,93 * 3,36 67,2 2,26
8,02 2,93~ 3,09 64,6 2,00
8,00 2,93 " 3,23 58,9 1,90
Mittelwert  SE : 3,23+0,14 63,624 2,05+0,18

* Die Cyanophycingehalte wurden von der AG Broer (Universitdt Rostock) mit der BRADFORD
Methode bestimmt.

Als Zusammenfassung des Kapitels lasst sich feststellen, dass fur die Reinheits-
untersuchungen die Gelelektrophorese flr qualitative Analysen des Isolates und die
angepasste BRADFORD Methode fiir die quantitativen Messungen der isolierten
Cyanophycinproben etabliert werden konnte.

Die Arbeiten zur Isolierung von Cyanophycin aus Tabakblattern dienten lediglich zur
Etablierung einer Extraktionsmethode und zur Bestimmung der Effektivitat dieser
Methode im Labor. Die weiteren experimentellen Untersuchungen wurden an
transgenen Kartoffeln durchgefiihrt, da sich dabei eher eine Doppelnutzung der
Pflanzen anbietet. Dies ist im Hinblick auf die Isolierungskosten ein wesentlicher
Aspekt bei der Produktion von Cyanophycin in gentechnisch veranderten Pflanzen.

2.3 Saure Extraktion von Cyanophycin aus transgenen Kartoffeln

Vor der eigentlichen Extraktion des Biopolymers aus dem gentechnisch veranderten
Kartoffelmaterial wurde wiederum der Versuch zur Bestimmung der Aciditat des
pflanzlichen Zellmilieus nach Balasubramaniam et al. (2003) durchgefiihrt. Genau
wie bereits zuvor bei dem Tabakmaterial ergab dieser Versuch auch flur Kartoffeln,
dass die zur Extraktion verwendeten Pufferldésungen aufgrund des sauren Charakters
der pflanzlichen Matrix selbst einer pH-Wert Verschiebung unterliegen (siehe
Abbildung 2-12: A und B; Tabak siehe Kapitel 2.1.1, Abbildung 2-1).
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Bei den Untersuchungen verhélt sich das gefriergetrocknete Kartoffelmaterial von
Wildtypknollen (A) und von transgenen Knollen (B) gleich. Die Exprimierung des
Biopolymers (Cyanophycin) in den gentechnisch verdnderten Knollen beeinflusst
demnach nicht das allgemeine Zellmedium. Das lyophilisierte Tabakmaterial (siehe
Abbildung 2-1) zeigt einen gréBeren Abfall fiir die basischen Pufferlésungen nach der
Extraktion als es bei dem Kartoffellyophilisat der Fall ist (siehe Abbildung 2-12: A und
B). Daraus kann man schlieBen, dass das Zellmilieu in den Tabakblattern saurer ist
als in den Kartoffelknollen.

A)

O pH Puffer 9 88
@ pH Extrakt 8

75
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B)

0 pH Puffer 989
@ pH Extrakt 8

659
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Abbildung 2-12: Verédnderung des pH-Wertes von Pufferldsungen nach der Extraktion von
gefriergetrocknetem Kartoffelmaterial im Vergleich von A) isogenen Kartoffeln
(Wildtyp Sorte Albatros) und B) transgenem Kartoffelmaterial (PsbY-cphAt. Klon 12
und 23) (weiBe Balken: eingestellter pH-Wert vor der Extraktion; graue Balken:
gemessener pH-Wert nach der Extraktion)

Wie bereits beim Tabakmaterial beobachtet wurde, ist ein nahezu konstanter pH-
Wert bei der Extraktion des Biopolymers von Bedeutung, da andernfalls bei Uber-
schreitung eines pH-Wert von 3 die Extraktion des Cyanophycin nicht mehr
durchgefihrt werden kann. Daher wurde das Pflanzenmaterial vor der eigentlichen
Extraktion wiederum mit 0,1 %iger Natriumhydrogensulfitidsung extrahiert.
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In der Kartoffel verarbeitenden Industrie ist Natriumhydrogensulfitidsung auBerdem
ein weit verbreiteter Zusatzstoff, denn eine besondere Schwierigkeit bei der Auf-
arbeitung von Kartoffeln liegt in der enzymatischen Braunung wahrend des Produk-
tionsprozesses. Diese Braunung wird durch Polyphenoloxidasen hervorgerufen
(Weaver 1974). Sie katalysieren die Reaktion von phenolischen Substraten mit
Luftsauerstoff zu quinoiden Substanzen (Dérnenburg und Knorr 1997), die der
Polymerisation unterliegen konnen (siehe Abbildung 2-13).

OH O

———>» Polymer
Monophenolase PolyphenoIOX|dase
(Cresolase) (Catecholase)

Abbildung 2-13: Reaktionsschema der Polyphenoloxidasen

Die entstehenden polymeren Strukturen sind meist stark gefarbt und besitzen anti-
fungale Wirkungen. Sie sind daher wahrscheinlich fir den Schutz der Pflanzen von
groBer Bedeutung und werden bei jeder Beschadigung der Pflanzenhille gebildet
und freigesetzt (Mayer 1987; Thygesen et al. 1995). Bei der Verarbeitung von
Kartoffelprodukten sind diese Enzyme jedoch unerwinscht. Die gebildeten
Verbindungen beeintrachtigen die Qualitat der gewonnenen Produkte. Daher ist es
unerlasslich, die far die Braunung verantwortlichen Enzyme wahrend der
Verarbeitung der Kartoffeln zu inhibieren bzw. ganz zu zerstoren.

In der Industrie wurden dafir verschiedene Lésungen entwickelt, wie zum Beispiel
das Arbeiten unter einer Schutzgasatmosphare aus SO,. Hierdurch wird die
Oxidation der phenolischen Substrate an den Schnittflachen mit Luftsauerstoff unter-
bunden (Denniston und Topping 2001). Eine weitere Md&glichkeit besteht darin,
verschiedene Inhibitoren direkt in den Aufarbeitungsprozess einzubringen. Bei der
Stéarkeproduktion wird dem Waschwasser Natriumhydrogensulfit zugesetzt und somit
die Reaktion der Polyphenoloxidasen unterdriickt. Durch den Einsatz dieser Ver-
bindung werden die flr die unerwinschten Braunungsreaktionen verantwortlichen
Enzyme (Polyphenoloxidasen) inhibiert.

Bei der lIsolierung von Cyanophycin aus Kartoffeln kénnen zuséatzlich zur Unter-
drickung der enzymatischen Braunung durch die schwach saure Natriumhydrogen-
sulfitidésung (pH=4,15) bereits erste Stérsubstanzen entfernt werden. Der pH-Wert
der sauren Extraktionslésung bleibt in den folgenden Extraktionsschritten nahezu
konstant (z.B. 0,1 M HCI-Lésung vor der Extraktion pH=1,0 und nach der Extraktion
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pH=1,4 — 1,5), so dass eine Extraktion des Biopolymers aus der pflanzlichen Matrix
gewabhrleistet ist.

Fir die Isolierungsversuche von Cyanophycin aus Kartoffeln wurde neben frischen
Kartoffelknollen auch lyophilisiertes Blatt- und Knollenmaterial verwendet. An den
entsprechenden Stellen wird separat darauf hingewiesen. Weiterhin wurden im Laufe
der experimentellen Untersuchungen Kartoffeln mit unterschiedlichen Genkon-
strukten untersucht. Die genauen Erlauterungen zu den einzelnen Konstrukten sind
in Kapitel 1.6 zu finden.

Die ersten Versuche wurden, wie schon beim Tabak, an lyophilisiertem Kartoffel-
material durchgeflhrt. Zunachst wurde die saure Extraktionsmethode verwendet, um
das Polymer aus der pflanzlichen Matrix herauszulésen. Dabei wurden verschiedene
Parameter des Isolierungsprozesses untersucht und hinsichtlich der Ausbeute flr
Cyanophycin optimiert.

2.3.1 Extraktion von Cyanophycin mit verschiedenen Sauren

Aufgrund der Eigenschaften von Cyanophycin hat sich eine saure Extraktion aus der
pflanzlichen Matrix als besonders effektiv erwiesen. Fir eine groBtechnische
Anwendung muss bei der Benutzung von Sduren einiges beachtet werden. Die aus
dem Laboralltag bekannten S&uren, beispielsweise Salzsaure, haben aufgrund ihrer
korrosiven Eigenschaften einen negativen Einfluss auf Stahlbehélter. Bei der Ver-
wendung von Salzsdure misste die gesamte Isolierung des Biopolymers in korro-
sionsbestéandigen Apparaturen durchgefiihrt werden und ginge mit einem enormen
Kostenfaktor einhergeht.

Eine andere Mdglichkeit wére die Verwendung einer nicht korrosiv wirkenden Saure,
um die teuren Investitionskosten fiir die korrosionsbestéandigen Apparaturen sparen
zu kénnen. Aus diesem Grund wurde die Extraktion des Biopolymers mit anderen
Sauren (Ameisensaure und Schwefelsdure) getestet. Die Konzentration der Sauren
wurde entsprechend so gewahlt, dass der fir die Isolierung von Cyanophycin nétige
pH-Wert < 2 eingehalten wurde. Das Ergebnis der Extraktion ist in Tabelle 2-5
dargestellt. Die gewahlten Sauren zeigten beim Vergleich eine deutlich geringere
Isolierungsausbeute als Salzsaure. Im Gegensatz zu Schwefelsdure konnte mit
dieser Saure mehr als das Doppelte extrahiert werden. Die Versuche, das bereits
isolierte Cyanophycin in Schwefelsaure wieder aufzulésen, scheiterten ebenfalls an
der schlechten Léslichkeit des Biopolymers in dieser Saure.

Ein Grund fir die groBen Differenzen in der Léslichkeit kénnten die pKs-Werte der
einzelnen Sauren sein. Salzsdure ist in der Reihe der getesteten Sauren die starkste
Saure (pKs=-6). Die Menge des Polymers nach der Isolierung ist nicht allein das
wichtigste Kriterium fur die Bewertung des Extraktionsprozesses. Zusatzlich ist die
Reinheit der isolierten Proben von entscheidender Bedeutung. Die Untersuchungen
dazu erfolgten nach der bereits beschriebenen BRADFORD Methode und haben
gezeigt, dass nur ein sehr geringer Teil des Isolates Cyanophycin enthalt. Fir eine
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groBtechnische Anwendung kommen Ameisensaure und Schwefelsdure daher nicht
in Frage. FUr einen effektiven Isolierungsprozess muss demnach Salzsaure ver-
wendet werden.

Tabelle 2-5: Vergleich der Extraktionsausbeuten bei Verwendung verschiedener Sauren, mit
Angabe der pKs-Werte

Séaure c(Saure) m(lsolat) % (Isolat) pKs-Wert Reinheit m(Cyanophycin)
(mol/L) 9 ™ (%) (9)
Ameisenséaure >0,60 52,80 0,16 3,75 10,61 * 5,60
Schwefelsaure 0,01 24,10 0,07 -3,00 15,47 * 3,73
Schwefelsaure 0,10 86,50 0,27 -3,00 4,20 * 3,63
Salzséure 0,10 204,70 0,65 -6,00 51,95 * 105,35

* Die Reinheit der isolierten Proben wurde mit der BRADFORD Methode bestimmt.

2.3.2 pH-Wert bei der Fallung des Cyanophycins

Einen weiteren Aspekt des Isolierungsverfahrens stellte die Fallung des Polymers
aus der salzsauren Lésung dar. Auch flr diesen Punkt wurden verschiedene Ver-
suche durchgefthrt und ein optimaler pH-Wert festgelegt.

Far die Fallung von Proteinen ist der isoelektrische Punkt (p/) besonders wichtig. Der
p/ eines Proteins wird durch die an der Proteinoberflache befindlichen Aminosauren
bestimmt. Am isoelektrischen Punkt ist die Ladung des Proteins nach auBen hin
neutral. In wassrigen Lésungen kommt es daher aufgrund fehlender Wechsel-
wirkungen mit den Wassermolekillen zur Prazipitation. Simon und Weathers haben
1976 den p/ von Cyanophycin, isoliert aus Cyanobakterien, mit folgendem Ergebnis
bestimmt: Hauptsignal bei pH=4,65 und eine kleinere Bande (2-10 % des Materials)
bei pH=6,5. Flr die Isolierung von Cyanophycin aus pflanzlicher Matrix wurde ein
Versuch durchgeflihrt, bei dem das Polymer bei pH=3, 4, 5, 6 und 7 gefallt wurde.

Alle Versuche wurden als Doppelbestimmung an frischem Knollenmaterial
durchgeflhrt. Aus den Ernten 2007 im Freiland und Gewachshaus standen dazu die
transgenen Klone PsbY-cphAte 12 und PsbY-cphAre 23 flr die Isolierungsversuche
zur Verfligung. Klon 12 ist eine Hoch-Cyanophycin-produzierende Kartoffellinie, im
Gegensatz dazu wird in Klon 23 weniger Cyanophycin akkumuliert. In Abbildung 2-14
ist dieser Unterschied ebenfalls deutlich in den Extraktionsausbeuten zu erkennen.
Die gréBte Ausbeute wird bei der Fallung des Polymers bei einem pH-Wert zwischen
5 und 6 erreicht, das entspricht auch den Erwartungen in Bezug auf den isoelek-
trischen Punkt. Im Anschluss an die Isolierung der Cyanophycinproben wurde wieder
mit Hilfe des BRADFORD Tests die Reinheit bestimmt. Die Proben aus dem Klon 23
wiesen eine deutlich héhere Verunreinigung auf als die Proben aus Klon 12. Die
Reinheit der Cyanophycinproben aus Klon 12 lag zwischen 18 und 53 %, bei Klon 23
hingegen nur zwischen 11 und 17 %. Alle Werte wurden noch einmal um diesen
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Faktor korrigiert (siehe Abbildung 2-14 B). Aufgrund der Ergebnisse dieses
Versuches wurden alle nachfolgenden Untersuchungen bei pH=5 durchgefihrt.

A)
O Klon 12
— O Klon 23

—_ —_ —_ —_
o N S~ o
1 1 1 ]

Menge Isolat (mg/g TM)
(0]

B)
16 OKlon12
14 A O Klon 23

Cyanophycingehalt (mg/g TM)
o

3 4 5 6 7

pH-Wert

Abbildung 2-14: Darstellung der Extraktionsausbeuten bei verschiedenen pH-Werten von PsbY-
cphAr. Klon 12 und PsbY-cphAr. Klon 23. A) Menge lIsolat (ausgewogen) B)
Ausbeute Cyanophycin nach Analyse der Proben mit BRADFORD Assay

Die isolierten Cyanophycinproben wurden nicht nur mit der BRADFORD Methode
untersucht. Parallel dazu sind auch Untersuchungen mittels Gelelektrophorese
durchgefihrt worden. Abbildung 2-15 zeigt das Ergebnis einer solchen Messung.
Von links nach rechts steigt der pH-Wert der Fallung von 3 auf 7 an. In Abhangigkeit
vom pH-Wert bei der Fallung anderte sich der Anteil an Proteinverunreinigungen. Die
Hauptbande zwischen 18 und 25 kDa entspricht Cyanophycin. Dies konnte, ebenso
wie in friheren Untersuchungen mit isolierten Proben aus Tabakmaterial, durch
einen Verdau mit Cyanophycinase belegt werden (Daten nicht dargestellt). Die
normalen Kartoffelproteine werden bei der gewdhlten sauren Extraktionsmethode
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immer mit extrahiert. Kartoffelprotein hat die Eigenschaft, dass umso mehr Protein
ausfallt, je saurer die Lésung ist (ausgehend von pH=7). Die maximale Fallung ist bei
einem pH-Wert von 5,4 erreicht (Lotz und Eggengoor 2008).

Bei der Charakterisierung von Kartoffelfruchtwasser (KFW) konnten folgende
Proteingruppen identifiziert werden: zu rund 38 % besteht Kartoffelprotein demnach
aus Patatin, die Gruppe der Protease Inhibitoren macht etwa 50 % des Kartoffel-
proteins aus, und die restlichen 12 % verteilen sich auf andere Proteine. Neben den
Proteinen enthalt KFW auBerdem freie Aminosauren, Zucker (15 %/ TM), Mineralien
(20 %/ TM), organische Sauren (14 %/ TM) und andere Komponenten wie
phenolische Verbindungen (van Koningsveld 2001). In Abbildung 2-15 sind die
Proteinverunreinigungen gut zu erkennen. Patatin, das Hauptspeicherprotein der
Kartoffel, hat eine GréBe von 40 kDa (grin), die Bande >62 kDa entspricht der
dimeren Patatinform (Menzel et al. 2005). Die schwache Bande bei ~6 kDa kann der
in den Kartoffeln vorkommenden Gruppe von Proteaseinhibitoren zugeordnet
werden.
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Abbildung 2-15: Gelelektrophorese mit Cyanophycinproben isoliert aus frischen transgenen Kartoffel-
knollen (PsbY-cphAre Klon23) bei verschiedenen pH-Werten; M: Proteinstandard mit
den entsprechenden GréBenmarker in kDa

2.3.3 Extraktion von Cyanophycin aus lyophilisiertem Kartoffelblattmaterial

FOr die folgenden Versuche wurde lyophilisiertes Blattmaterial des transgenen
Kartoffelklons PsbY-cphAte 12 (aus dem Freilandversuch 2008) verwendet. Die
Extraktion wurde wie bereits beschrieben zuerst mit Natriumhydrogensulfitldsung
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durchgefihrt und anschlieBend folgten jeweils 3 Extraktionsschritte mit Salzsaure
bevor die vereinigten Extraktionslésungen mit Natronlauge auf die entsprechenden
pH-Werte eingestellt wurden. Die Reinheit der Proben wurden mit Hilfe der
BRADFORD Methode ermittelt und ist im Diagramm (Abbildung 2-16 A) durch die
Differenz zwischen den weiBen und grauen Balken dargestellt. Im Gegensatz zur
Extraktion des Knollenmaterial ist die héchste Ausbeute bei diesen Versuchen bei
pH=4 erreicht worden. Da die Versuche zur Mehrfachextraktion parallel zu diesen
Messungen durchgefiihrt worden sind, wurde dabei die Fallung des Polymers bei
pH=5 durchgefiihrt, so wie es sich nach den bisherigen Ergebnissen als optimal
erwiesen hat.

A)
60 T O Menge Isolat
O Cyanophycingehalt
. 50 +
= —E
-
ko) 40 + _[_
o
£ 1
‘9 30"—-— ------ R I e e L
=1
a
[7) 20 +
35
<<
10 +
0 f f f } !
3 4 5 6 7
pH-Wert
B)
60 T OMenge Isolat
O Cyanophycingehalt
50 +
=
g 40 T +
<)
E
Py 0
=
3
[7]) 20 +
=
<
10 +
0 ] Il Il |+l+‘ Il ]
Gesamt 1. 2. 3. 4.
Extraktion | Extraktion | Extraktion | Extraktion | Extraktion

Abbildung 2-16: Extraktion von Cyanophycin aus Kartoffelblattlyophilisat PsbY-cphAr Klon 12 (weiBe
Balken: Ausbeute ausgewogen, graue Balken: Cyanophycingehalt bestimmt mit

BRADFORD Methode; ,- - -“ mit BRADFORD Methode bestimmter Cyanophycin-
gehalt in den Blattern) A) Fallung bei verschiedenen pH-Werten; B) Mehrfach-
extraktion
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Die in den Diagrammen A) und B) dargestellte gestrichelte Linie gibt den im Vorfeld
bestimmten Cyanophycingehalt fir das eingesetzte Pflanzenmaterial an. Beim
Vergleich der Extraktionsausbeuten mit diesem Wert wird deutlich, dass fir alle
Fallungen zunachst eine héhere Ausbeute erreicht wird, als die Bestimmung des
Cyanophycingehaltes vorhergesagt hat. Durch die Bestimmung der Reinheit und
einer Korrektur der Cyanophycinausbeuten um diesen Faktor ergibt sich allerdings
fir alle Fallungen ein geringerer Wert, auBer bei pH=4. Die Reinheit der bei pH=4
gefallten Proben ist mit 80 % deutlich héher, als bei den anderen Fallungen. Die
Ausbeuten bei den Féllungen zwischen pH=4-6 sind nahezu gleich, allerdings sinkt
die Reinheit bei pH=5 bereits auf 60 % und bei pH=6 sogar noch unterhalb von 50 %.
Je gréBer der pH-Wert bei der Fallung des Biopolymers ist, desto ndher kommt er
dem p/ far die Ubrigen Kartoffelproteine. Die Ausbeute flr diese Proteine steigt an,
und die Reinheit sinkt.

In Abbildung 2-16 B sind noch einmal die Ergebnisse fir eine Mehrfachextraktion
abgebildet. Genauso wie bei dem zuvor untersuchten Tabakblattmaterial konnte mit
den durchgefuhrten Extraktionszyklen keine vollsténdige Isolierung des Biopolymers
aus der pflanzlichen Matrix erreicht werden. Insgesamt wurden in 4 Extraktions-
schritten nur 75 % des zuvor bestimmten Gesamtcyanophycingehaltes isoliert.
Allerdings sind ausgehend von der experimentell isolierbaren Cyanophycinmenge
bereits nach dem zweiten Extraktionsdurchgang rund 90 % des Biopolymers isoliert.
Alle weiteren Extraktionsschritte sind im Hinblick auf Zeit- und Kostenaufwand genau
zu Uberdenken.

2.3.4 Vergleich saurer Extraktion aus verschiedenen Pflanzenmaterialien

In Abbildung 2-17 ist ein Vergleich der Extraktionsausbeuten fir die verschiedenen
Pflanzenmaterialien dargestellt.

Alle Versuche wurden mit 0,1 M Salzsdure als Extraktionsmittel durchgefiihrt. Es ist
sehr gut zu erkennen, dass bei den Blattmaterialien mehrere Extraktionsschritte
(Tabak = 4 Extraktionen und Kartoffel = 3 Extraktionen) nacheinander ausgefuhrt
werden mussen, um eine nahezu quantitative Ausbeute an Cyanophycin zu erzielen.
Bei dem Knollenmaterial hingegen ist ein Extraktionszyklus ausreichend, um Uber
90 % des extrahierbaren Cyanophycins zu isolieren. Fur alle isolierten
Cyanophycinproben wurde wieder die Reinheit bestimmt (BRADFORD Methode). In
Abbildung 2-17 B) sind die korrigierten Ausbeuten an Cyanophycin aus den
verschiedenen Pflanzenproben dargestellt.

Die aus dem Tabakmaterial isolierten Proben besitzen nur eine geringe Reinheit von
etwa 50 % (siehe auch Kapitel 2.1.1). Die Reinheit sinkt zudem von der 1. Extraktion
bis zur 4. Extraktion deutlich ab. Bei den Cyanophycinproben aus Kartoffelblattern ist
die Reinheit im Vergleich zum Tabak leicht erhéht. Die Reinheit der ersten Cyano-
phycinprobe liegt bei etwa 60 %. Bei den anschlieBenden Extraktionsschritten sinkt
die Reinheit wiederum auf etwa 30 %. Die saure Extraktion von Cyanophycin aus
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Knollenlyophilisat flihrt ebenfalls zu verunreinigten Polymerproben. Die Reinheit der
Proben fir Klon 12 betragt, angefangen bei der 1. Extraktion, rund 60 % und sinkt fur
die nachfolgenden Extraktionen auf 10 % bzw. 5 % ab. Fir die Cyanophycinproben
aus Klon 23 konnte die Reinheit sogar nur mit 35 % bestimmt werden. In den
anschlieBenden Extraktionen fallt die Reinheit auf 25 % bzw. 15 % ab.
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Abbildung 2-17: Vergleich der Ergebnisse aufeinander folgender Extraktionen mit Salzsure aus
lyophilisierten Pflanzenmaterialien (transgene Tabakblatter von PsbY-cphAr. Event
51-3 und Kartoffelblatter sowie Knollen von PsbY-cphA+e Klon 12 und 23) - - - -“ mit
BRADFORD Methode bestimmter Cyanophycingehalte A) Menge Isolat (ausge-
wogen) B) Ausbeute Cyanophycin nach Analyse der Proben mit BRADFORD Assay

Bedingt durch die pflanzliche Matrix und ihre vielfaltigen Inhaltsstoffe erhalt man bei
der sauren Extraktion des Biopolymers aus Pflanzen stark verunreinigte Proben. Bei
den Verunreinigungen handelt es sich sowohl um andere saurelésliche Proteine
(siehe Patatin bei Kartoffeln), als auch um Salzriickstdnde von der Extraktion oder
Chlorophyll bei den Blattmaterialien. Fir nachfolgende Anwendungen des Polymers
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ist die Reinheit entscheidend. Die Cyanophycinproben mussten im Anschluss an die
Isolierung entsprechend aufgereinigt werden. Es sei denn die angeschlossene Wei-
terverarbeitung wird durch die Verunreinigungen nicht behindert und eine Auf-
reinigung erfolgt nur fir die abschlieBenden Produkte.

2.3.5 Aufreinigung der isolierten Proben durch Mehrfachfallung

Eine Moglichkeit die Verunreinigung des Zielproteins zu verringern ist die
Mehrfachféllung. Dabei wird die bereits ausgeféllte Probe in einem geringen L6-
sungsmittelvolumen wieder aufgelést und mégliche Stérsubstanzen, die dann nicht
wieder mit gel6st werden, kdnnen abzentrifugiert werden.

Dieses Verfahren wurde auch auf die isolierten Cyanophycinproben angewendet. Mit
Hilfe dieser Technik konnte die Reinheit nur geringfligig bzw. gar nicht verbessert
werden. Mdéglicherweise war das verwendete Volumen zum Wiederauflésen zu groB,
so dass auch die Verunreinigungen noch gelést werden konnten.

In Abbildung 2-18 ist ein UV-Spektrum einer cyanophycinhaltigen Probe (—) isoliert
aus transgenem Kartoffelmaterial nach dem ersten Lésen und Wiederausféllen,
sowie des Ruckstandes (—) nach dem ersten Lésen dargestellt.

Riickstand aus dem

Extinktion (-)

0,6 1 1. Lésungsversuch
0,4 4
0,2 1 Cyanophycin haltige Probe
0.0 : . nach dem 1. Lé6sungsversuch
220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
A (nm)
Abbildung 2-18: UV-Spektren von Proben aus dem Versuch der Mehrfachfallung: — cyanophycin-
haltige Probe nach dem ersten Lésen und Ausfallen; — Rlickstand vom ersten
Lésen und Ausféllen; - - - Bereich des lokalen Maximums fiir aromatische Amino-

sauren in proteinhaltigen Lésungen

Es ist deutlich erkennbar, dass in dem Rickstand Proteine enthalten sein missen,
denn das Spektrum zeigt ein zusatzliches Absorptionsmaximum bei einer
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Wellenldnge von 280 nm. Allerdings kann man auch in dem Spektrum der aufge-
reinigten Probe eine geringfligige Absorption bei 280 nm erkennen.

Bereits getrocknetes Cyanophycin weist eine schlechte Rehydrierungsfahigkeit auf.
Bei den Versuchen zur Aufreinigung durch Mehrfachféllung ist daher auch immer ein
erheblicher Teil des Cyanophycins nicht wieder aufgelést worden. Dies konnte vor
allem mit Gelelektrophorese Untersuchungen bestatigt werden (siehe Anhang
Abbildung 7-3).

2.4 Filtration zur Isolierung und Aufreinigung des Cyanophycins

In vielen groBtechnischen Lebensmittelverarbeitungsprozessen kommen Filtrations-
anlagen zum Einsatz, um die gewunschten Produkie aus verdinnten Prozess-
strdmen aufzukonzentrieren bzw. abzutrennen. Ein Beispiel ist die Verarbeitung von
Milch zu Kase und die anschlieBende Aufbereitung der verbliebenen Molke. Uber
einen mehrstufigen Filtrationsprozess mit unterschiedlichen Membranmodulen
(Mikro-, Ultra- und Nanofiltration) kdnnen Molkeproteine sowie Fette und Laktose aus
dem Abfallstrom aufgereinigt werden. Mit dieser Erweiterung der Milchverarbeitung
kann eine Steigerung des Gewinns erzielt werden (Ulber 2005; Bou-Habib und
Thalhammer 2006).

Ein weiteres Beispiel fur die Verwendung von Filtrations- bzw. Membrantechniken bei
der Verarbeitung von landwirtschaftlichen Produkien ist die Aufreinigung von
Kartoffelproteinen aus den Abfallstrémen, die bei der Isolierung der Starke anfallen.
Aufgrund seiner Aminosdurezusammensetzung hat Kartoffelprotein einen Ernah-
rungswert dhnlich dem von Ei-Proteinen. Kartoffelprotein weist flr alle essentiellen
Aminosauren die von der FAO empfohlenen Gehalte auf (FAO 1973; Knorr et al.
1977) und ist besonders reich an Lysin. Damit kdnnte es als Ergdnzung fur die
lysinarmen Proteine aus Getreide dienen (Knorr 1978).

2.4.1 Isolierung von wasserléslichem Cyanophycin

Neben der bisher hauptsachlich betrachteten wasserunléslichen Cyanophycinform
existiert in den untersuchten Pflanzen auch eine in Wasser I6sliche Form des
Polymers (Neumann et al. 2005). Nach dem Verarbeitungsschema fir Kartoffeln
(siehe Abbildung 2-22) befindet sich diese Form des Cyanophycins zusammen mit
den anderen Kartoffelproteinen in dem Waschwasser, das beim Auswaschen der
Starke anfallt.

In herkbmmlichen Kartoffelverarbeitungsprozessen werden die Proteine anschlie-
Bend durch Hitzekoagulation ausgeféllt und von den restlichen Bestandteilen des
Kartoffelwaschwassers (KWW) abgetrennt. Das erhaltene Kartoffelprotein ist
aufgrund der Hitzebehandlung schlecht in Wasser l6slich und kann nur schwer
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weiterverarbeitet werden (Knorr 1980). Neuere Verfahren verwenden Zyklon-
techniken (Sprahtrocknung) bzw. fallen das Kartoffelprotein bei schwach sauren pH-
Werten aus.

Flr eine separate Nutzung des wasserléslichen Cyanophycins misste das Polymer
von den restlichen Kartoffelproteinen und anderen Substanzen aus dem KWW
abgetrennt werden. Die Versuche zur Filtration des KWW und einer Abtrennung des
Cyanophycins sowie der anderen Kartoffelproteine waren nicht zufriedenstellend.
Trotz langwieriger Filtrationen (Uber mehrere Tage) konnte der Proteingehalt in dem
erhaltenen Spruhtrocknerriickstand lediglich von 3 % auf etwa 10 % gesteigert
werden. Die verwendete Filtrationsanlage von Osmota (siehe Abbildung 7-1) ist far
diese Versuche nicht geeignet.

Flr die weitere Trennung des Cyanophycins von den restlichen Kartoffelproteinen
wurden zuerst verschiedene Standardproteine zur Charakterisierung der
verwendeten Membranen filtriert. Dabei zeigte sich, dass eine exakte Abtrennung der
Proteinfraktion (besonders Cyanophycin rund 18 und 28 kDa und Patatin rund
40 kDa) sehr schwierig sein wirde, da eine genaue Trennung in diesem Bereich
nicht moglich ist (siehe Kapitel 2.4.2). Im Hinblick auf den sehr geringen Anteil an
wasserléslichem Cyanophycin in den Kartoffeln wurden die Versuche zur Isolierung
dieser Polymerform nicht weiter verfolgt.

2.4.2 Filtration von Standardproteinen

Nachdem mit verschiedenen Methoden (Gelelektrophorese, BRADFORD
Messungen) die Reinheit der isolierten Cyanophycinproben untersucht worden ist,
sollte im weiteren Verlauf der Arbeit eine Moglichkeit gefunden werden, die Reinheit
des Produktes aus der direkten sauren Extraktion zu erhéhen. Mit den Versuchen zur
Mehrfachféllung des isolierten Biopolymers konnten in diesem Zusammenhang keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden. Daher wurde die Filtration als
Methode zur Aufreinigung des Cyanophycins untersucht.

Man unterscheidet bei der Filtration je nach GréBe der Membranporen zwischen
Nano-, Mikro- oder Ultrafiltration. Die Nanofiltration wird bspw. zur Aufbereitung von
Trinkwasser genutzt, um Schwermetallionen abzutrennen. Bei der Ultrafiltration
werden Substanzen mit einer Partikelgr6Be von 0,01 bis 0,1 um voneinander ge-
trennt. FUr die Filtration von Partikeln zwischen 0,1 und 0,5 um oder gréBer wird die
Mikrofiltration verwendet.

Far die Abtrennung von Proteinen aus den isolierten Cyanophycinproben wurde eine
Ultrafiltrationsanlage (siehe Abbildung 7-2) eingesetzt. Ein wichtiges Kriterium fur die
Auswahl der Membran ist deren S&ure- bzw. Laugenbesténdigkeit. Die gewahlten
Membranen sind Uber einen pH-Bereich von 1-11 stabil, so dass eine Filtration mit
0,1 M Salzsaure ohne Probleme durchgefiihrt werden kann. Die Ultrafiltrations-
membran besteht aus Cellulose als Tragersubstanz und ist in verschiedenen
Ausfihrungen hinsichtlich der Ausschlussgrenze (molecular weight cut offs - MWCO)
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zu erhalten. Der MWCO einer Membran bezeichnet den Grenzbereich bei der
Filtration, der die Substanzen in filtrierbar und nicht filtrierbar trennt. Eine Membran
mit einem cut off von 10 kDa sollte demnach alle Proteine, die gréBer als 10 kDa
sind, zurlckhalten (Rickhalt laut Hersteller > 90 %). Um diesen Bereich flr die
getesteten Membranen besser einschatzen zu kdénnen, wurden zuerst verschiedene
Standardproteine mit bekannter molarer Masse filtriert (siehe Tabelle 2-6). Die
Versuche zeigten, dass die Trennung Uber die Membran nicht exakt ist. Bei der
Filtration von Proteinen und héher molekularen Substanzen ist nicht nur die
Molmasse entscheidend, sondern auch die auBere Form der filtrierten Partikel
(Faltung), die Wechselwirkung mit der Membranoberflache (Ladung), der gewahlte
Uberdruck und das Filtrationsvolumen sowie das Vorhandensein einer mdglichen
Hydrathllle um das Molekdl (Ulber 2002).

Am Beispiel von Pepsin ist dies gut zu erkennen (siehe Tabelle 2-6). Obwohl die
Ausschlussgrenze der Membran mit 30 kDa unterhalb der MolekulgréBe liegt,
kénnen mit dieser Membran nur 57,5 % des Proteins zurlickgehalten werden. Erst
bei einer Membran mit einem MWCO von 20 kDa kann der Rickhalt des Proteins auf
tber 80 % erhéht werden. Myoglobin mit einer GréBe von 18 kDa wird mit dieser
Membran nur zu 36,6 % zurlickgehalten. Aus Pflanzen isoliertes Cyanophycin liegt
im GréBenbereich von 18 bis 25 kDa. Unter der Annahme eines ahnlichen
Filtrationsverhaltens wie bei den Standardproteinen beobachtet, sollte die Membran
fir Cyanophycin zum Uberwiegenden Teil durchlassig sein.

Tabelle 2-6: Filtration von Standardproteinen (p=1 bar Argonlberdruck)

Protein GroBe Ausschlussgrenze Riickhalt
(kDa) (kDa) (%)
Myoglobin 18 30 0,9
Pepsin 35 30 57,5
BSA 62 30 83,1
Myoglobin 18 20 36,6
Pepsin 35 20 83,0

Die Ergebnisse der Filtrationsversuche mit verschiedenen Standardproteinen zeigen,
dass die Filtration der isolierten Cyanophycinproben mit einer Ultrafiltrationsmembran
mit einem MWCO von 20 kDa effektiv méglich ist. Aus diesem Grund wurden die
nachfolgenden Versuche zur Filtration der verunreinigten Polymerproben mit dieser
Membran durchgefihrt.

2.4.3 Aufreinigung von Cyanophycinproben

Bei der Auswertung der SDS-Gelelektrophorese wurde das Kartoffelprotein Patatin
(40 kDa) als Hauptverunreinigung in den isolierten Cyanophycinproben identifiziert.
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Die Filtrationseigenschaften sollten bei identischen Bedingungen vergleichbar mit
denen fur Pepsin sein. Die im Vorfeld ausgewahlte Membran mit einem MWCO von
20 kDa sollte fur eine Abtrennung des Patatins geeignet sein. In Abbildung 2-19 ist
der Ruckhalt wahrend der Filtration mit einer 20 kDa Membran schematisch
dargestellt.

Rlckhalt (%)
A oQ‘(\

[o[1 )73 T,

i Molmassen-
20 kDa bereich (kDa)

Abbildung 2-19: Schematische Darstellung des Riickhalts bei der Filtration am Beispiel einer
Membran mit 20 kDa AusschlussgroBe (Cyanophycin Molmasse zwischen 18 bis
25 kDa)

Die Funktion des Ruckhalts in Abhangigkeit zur MolekllgréBe der filtrierten Teilchen
wird durch eine sigmoide Kurve beschrieben. Die Membran mit einer Ausschluss-
grenze von 20 kDa weist fur die Teilchen mit einer MolekulgréBe von 20 kDa lediglich
einen Ruckhalt von 90 % auf. Eine Filtration dieser Teilchen ist nicht unmdglich, aber
erschwert. Cyanophycin ist ein polydisperses Molekil (siehe Kapitel 1.5) mit einer
Molmassenverteilung zwischen 18 bis 25 kDa. Bei der gewéahlten Membran ist ein
groBer Ruckhalt zu erwarten. Flr das gréBere Fremdprotein Patatin sollte die Mem-
bran jedoch noch undurchlassiger sein.

Mit Hilfe der verwendeten Ultrafiltrationsmembran (MWCO 20 kDa) konnte keine
vollstdndige Abtrennung des Patatins erreicht werden. Die Filtration erfolgte in 5 mL
Schritten. AnschlieBend wurden die Filtrate mit Hilfe eines Photometers bezlglich
ihrer Reinheit untersucht. In allen Spektren ist noch immer eine schwache
Absorptionsbande bei ~280 nm zu erkennen (Daten nicht dargestellt). Dies ist ein
Anzeichen fir die Verunreinigung der Cyanophycin-Filtrate mit anderen Proteinen.
Uber den betrachteten Filtrationszeitraum (Filtrationsvolumen 225 mL — 3,75-mal das
Anfangsvolumen vollstandig erneuert, Filtrationszeit etwa 9 h) konnte auBerdem
keine vollstandige Abtrennung des Biopolymers aus der sauren Losung erzielt
werden (siehe Abbildung 2-20). In dem Diagramm sind sowohl die Anfangs- und
Endkonzentrationen des Biopolymers, als auch die Menge an Cyanophycin aus den
5 mL Filtraten aufgetragen. Die Konzentrationen wurden mit Hilfe der BRADFORD
Methode, die filtrierten Cyanophycinmengen durch Auswaage der ausgefallten und
getrockneten Niederschlage aus den Filtraten bestimmt. Die Endkonzentration
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stimmt sehr gut mit der abfiltrierten Cyanophycinmenge Uberein. Die Berechnung
ergab einen Restanteil von 39,9 % Cyanophycin im Retentat nach Abbruch der
Filtration.

100 ~
e e Cyanophycingehalt
5 807 "teell, vor der Filtration
E e,
£ 60 -
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©
>
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Abbildung 2-20: Abnahme des Cyanophycingehaltes bei der Filtration in Abhangigkeit des filtrierten
Volumens (,eee“ Menge an abfiltriertem Cyanophycin nach entsprechendem
Filtrationsvolumen, ausgefallt und ausgewogen) — Cyanophycingehalte vor und nach
der Filtration bestimmt nach der BRADFORD Methode

Mit Hilfe von Gleichung 2-1 kann tber den Restanteil und die Anzahl ausgetauschter
Volumina bei der Filtration der Riickhalt einer Membran flr die betrachtete Substanz
berechnet werden.

C

_ ,(-R)®

— =€ (G. 2-1)
CO

¢ — Konzentration, ¢y — Anfangskonzentration, R — Riickhalt, ®— Anzahl der Volumina bei der Filtration

Die Berechnung fur das gewéhlte Experiment ergab einen Rickhalt von 75,5 % far
die 20 kDa Membran. In Abbildung 2-21 sind einige Ruckhaltekurven in Abhangigkeit
vom Restanteil und der Anzahl der Filtrationsvolumina aufgetragen. Fur eine
quantitative Filtration des Biopolymers muisste das Volumen der Filtrationsanlage
mehr als 15mal durch Zusatz von frischem L&ésungsmittel (0,1 M Salzsaure)
ausgetauscht werden. Fir diesen Ansatz sind die gewahlte Filtrationsapparatur und
-bedingungen nicht geeignet. Die Filtration wéare zu zeitaufwendig. Durch den Einsatz
eines grdBeren Vorratsbehalters (gréBere Membranflache) sowie die Anwendung
héherer Driicke kénnte eine effektivere Filtration erreicht werden. Die kontinuierliche
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Einspeisung von frischem L&sungsmittel (0,1 M HCI) wirde ebenfalls zu einer
héheren Effektivitat der Filtration fihren. Diese Versuche wurden im Rahmen dieser
Arbeit allerdings nicht durchgefahrt.
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Abbildung 2-21: Darstellung verschiedener Ruckhaltekurven bei der Membranfiltration in Abh&ngig-
keit vom Restvolumen und der Anzahl der Filtrationsvolumina (Beschriftung des
jeweiligen Rickhaltes direkt an den Kurven)

Aufgrund der in den folgenden Kapiteln dargestellten Ergebnisse kann allerdings auf
eine Abtrennung von Fremdproteinen bei der Isolierung von Cyanophycin verzichtet
werden. Entscheidend scheint die Filtration hinsichtlich Verunreinigungen im nieder-
molekularen Bereich. Daher wird in Zukunft die Abtrennung solcher Substanzen von
gréBerem Interesse sein. Tests mit weiteren Membranen mit den entsprechenden
Eigenschaften sind folglich nétig.

2.5 Kopplung der Extraktion von Cyanophycin aus transgenen
Kartoffelknollen mit einem groBtechnischen Prozess

Bedingt durch die saure Extraktion des Polymers aus pflanzlicher Matrix kdnnen die
Pflanzenreste schlecht fir weitere Anwendungen genutzt werden. Die Extraktion von
Cyanophycin aus den Pflanzen wirde sich nur bei sehr hohen Preisen fir das
Endprodukt bzw. hohen Polymergehalten in den Pflanzen rentieren. Der effektivere
Ansatz fur die Produktion des Polymers in Pflanzen ist eine mdgliche Doppelnutzung
der Pflanze. Bei der Zielpflanze Kartoffel soll neben der normalen Starkeproduktion
das Polymer isoliert werden und somit ein Zugewinn bei der Verarbeitung der
Kartoffeln entstehen, was anfallende Mehrkosten in der Prozesserweiterung
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rechtfertigt. Fur die Aufarbeitung des Polymers wurde daher neben der sauren
Extraktion ein weiteres Verfahren entwickelt.

Nach eingehenden Analysen von groBtechnischen Kartoffelverarbeitungsprozessen
konnte folgendes Schema (Abbildung 2-22) fur die Aufarbeitung von Kartoffeln bei
der Starkeproduktion entwickelt werden (Holm 1980; Westfalia Separator Industry
2006). Dieser Prozess wurde als Grundlage der Versuche fir ein gekoppeltes
Starke- und Cyanophycin-Isolierungsverfahren aus transgenen Kartoffelknollen
verwendet.

Aus den Eigenschaften des Biopolymers Cyanophycin ergibt sich nur ein Abschnitt
im Prozess, an dem eine Abtrennung der wasserunldslichen Cyanophycinform
sinnvoll erscheint (Abbildung 2-22: rote Beschriftung). Die wasserlésliche Form des
Polymers geht mit den restlichen Kartoffelproteinen in die Waschlésung Uber, mit
deren Hilfe die Starke aus den aufgebrochenen Zellen ausgewaschen wird. Die Form
des Cyanophycins, die nur in wassrigen Lésungen bei pH-Werten kleiner 2 oder
gréBer 9 l6slich ist (Frey et al. 2002), wird zusammen mit den Starkekdrnern aus den
Zellen ausgespdilt.

Reinigung der Kartoffelknollen

|

Zerreibung der Knollen (Freisetzung der Starkekérner)

l Abtrennung der wasserléslichen Bestandteile —— Hitzekoagulation
von

Trennung von Kartoffelreibsel und Kartoffelproteinen

Starke durch Zentrifugalsiebe - Rohstarkemilch
l Weitere Waschungen

Stéarkemilch ——— Behandlung der Stérke mit Saure

l Trocknung lZentrifugation —— Uberstand
) Féllung durch
Kartoffelstarke Kartoffelstirke Zugabe einer
Base
Cyanophycin

Abbildung 2-22: Schematische Darstellung der industriellen Verarbeitung von Kartoffelknollen bei der
Starkeproduktion — rot = mogliche Angliederung der Cyanophycin-Isolierung

FUr eine weitere Aufreinigung der wasserunléslichen Form muss in einem zweiten
Schritt die abzentrifugierte und getrocknete Starke mehrfach mit verdinnter S&ure
gewaschen werden. Dadurch erfolgt die Abtrennung des Cyanophycins von der
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Starke. AnschlieBend muss die saure Losung mit Natronlauge neutralisiert werden,
um das Polymer wieder auszuféllen. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und mit
Hilfe einer Gefriertrocknungsanlage getrocknet. Flr die letzten Schritte kann auf die
bereits optimierten Parameter von der sauren Extraktion zurlickgegriffen werden
(siehe Kapitel 2.3). Der pH-Wert bei der Fallung betrdgt demnach 5 und die
vorangegangene saure Extraktion der Starke erfolgt mit Salzs&ure.

Auch im Falle des im LabormaBstabs entwickelten Starkeverarbeitungsprozesses der
Kartoffeln ist der Zusatz von Inhibitoren wichtig (siehe Anfang Kapitel 2.1). Hierbei
geht es weniger um die Qualitatssicherung als darum, eine Oxidation des Cyano-
phycins mit den quinoiden Substanzen zu vermeiden. Es ist bekannt, dass die
quinoiden Verbindungen nicht nur zur Reaktion untereinander neigen, sondern auch
Reaktionen mit Aminosauren und reduzierenden Zuckern denkbar sind (Robertson
und Christensen 1996). Dies wirde zu einem Abbau des Biopolymers fuhren,
welches bekanntermaBen nur aus Arginin- und Aspartateinheiten besteht. Daher

wird, wie bei der groBtechnischen Kartoffelverarbeitung Ublich, dem Waschwasser
Natriumhydrogensulfit zugesetzt.
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Abbildung 2-23: Gelelektrophorese von Cyanophycinproben isoliert aus frischen Kartoffelknollen
PsbY-cphA+e Klon 23 mit direkter saurer Extraktion und PsbY-cphA+. Klon 10 nach

der gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierungsmethode M: Proteinstandard mit
GroBenmarker in kDa

Abbildung 2-23 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese flr den Vergleich von
direkt mit Saure extrahiertem Cyanophycin und zwei Proben, die nach der
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gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierungsmethode isoliert wurden. Die Polymer-
proben wurden zum einen aus frischen Kartoffelknollen PsbY-cphAte Klon 23 und fir
die neue Isolierungsmethode aus Knollen des PsbY-cphAte Klons 10 isoliert. Die
Cyanophycinproben aus beiden Isolierungsverfahren weisen eine ahnliche GréBen-
verteilung Uber denselben Molmassenbereich auf. Im Gegensatz zu den Proben von
der direkten Extraktion mit Saure sind bei den anderen beiden Proben keine
zusatzlichen Banden zu erkennen. Fir alle Anséatze bei der Gelelektrophorese wurde
dieselbe Menge isoliertes Polymer eingewogen. Die unterschiedlichen Reinheiten
sind deshalb auch in der Intensitat der Cyanophycinbande erkennbar. Fir die Probe
in der Geltasche 1 ist die Bande deutlich schwécher ausgepragt als flr die Proben in
den anderen Geltaschen. Mit der BRADFORD Methode konnte die Reinheit der
Proben aus dem gekoppelten Verfahren mit =90 % bestimmt werden. Damit wird
durch das gekoppelte Verfahren ein sehr viel sauberes Produkt erhalten, als es mit
der direkten sauren Extraktion mdglich ist.

Das Ergebnis des gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierungsverfahrens ist in
Abbildung 2-24 dargestellt. Sie zeigt aus gentechnisch veranderten Kartoffelpflanzen
(PsbY-cphAte Klon 12) isoliertes Cyanophycin, als weiBes Pulver nach dem Gefrier-
trocknen und Zermahlen der isolierten Proben.

Abbildung 2-24: Beispiel flr isoliertes Cyanophycin aus der transgenen Kartoffeln (PsbY-cphA+, Klon
12) — extrahiert mit gekoppelter Starke-Cyanophycin-Isolierungsmethode

2.5.1 Starkestabilitat unter Saureeinfluss

Wahrend des gekoppelten Starke- und Cyanophycin-Isolierungsprozesses muss die
Starke Uber einen langeren Zeitraum mit verdinnter Salzsdure behandelt werden,
um das Biopolymer von der Starke abzutrennen. Da die Starke das Hauptprodukt
des Verfahrens ist, darf durch die Kopplung mit einem neuen Prozess keine
Beeintrachtigung der Starkequalitat auftreten.

Um den Einfluss der Saure auf die Starkekdérner und einen eventuellen Abbau der
Starke zu untersuchen, wurde zuvor isolierte Starke mit verdinnter Salzs&ure
behandelt und die L&sung anschlieBend chromatographisch untersucht. Dazu
wurden drei Versuche parallel bei unterschiedlichen Temperaturen (30 °C, 45 °C und
60 °C) durchgefliihrt, da die genauen Temperaturen wahrend des Starkeisolierungs-
prozesses nicht sind. Somit kann auch der Einfluss der Saure in Abhangigkeit von
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der Temperatur betrachtet werden. Bei den Versuchen, die bei 30 °C und 45 °C
durchgefihrt wurden, konnte innerhalb des Versuchszeitraumes von sechs Stunden
keine Zersetzungs- bzw. Spaltungsprodukte gemessen werden (siehe Abbildung
2-25). Die Chromatogramme spiegeln dasselbe Bild wieder, wie es filr reine
verdiinnte Salzsaure gemessen werden konnte.

Das bei der Durchsicht der Spektren konstante Signal bei einer Retentionszeit von
6,1 min ist das RI-Signal von Salzsdure (RT= 6,06 min). Der Eluent, der fir die
chromatographische Messung benutzt wurde, besteht lediglich aus Reinstwasser.
Unterscheidet sich der Brechungsindex einer Substanz von dem des Eluenten, dann
wird mit Hilfe des RI-Detektors ein Signal gemessen. Daher kann auch die in der
Probelésung enthaltene verdiinnte Salzsdure bestimmt werden.

6,1 min

: .
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20
tin min

Abbildung 2-25: HPLC-Chromatogramme fir die Stabilitdtsversuche von Starke in verdinnter Salz-
saure bei 30 °C (rot) und 45 °C (blau) — RI-Signal bei RT = 6,1 min von verdinnter
Salzsaure

Fir den Stabilitdtsversuch bei 60 °C konnten bereits nach einer Stunde mit Hilfe der
chromatographischen Messungen erste Zersetzungsprodukte der Starke nachge-
wiesen werden (siehe dazu Abbildung 2-26).

Die nur aus glykosidisch verknlpften Glucoseeinheiten bestehenden Starkeketten,
die unter Einfluss von Temperatur und Saure in Zuckerdimere und -monomere
aufgespalten werden kdnnen, liefern zusatzlich zu dem Signal der verdiinnten Saure
weitere Signale in den HPLC-Chromatogrammen. Bei der Hydrolyse von Starke
kédnnen Maltose und Glucose freigesetzt werden (siehe Abbildung 2-27).
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Abbildung 2-26:

HPLC-Chromatogramme flr die Stabilitatsversuche von Starke in verdinnter Salz-
saure bei 60 °C zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Versuches - VergréBerung
des Chromatogrammausschnitts zwischen 6,5 bis 10,0 min zeigt die Signale fir die
Zersetzungsprodukte Maltose, Glucose und Fructose
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Abbildung 2-27: Schematische Darstellung der sauren Hydrolyse von Starkemolekilen zu Maltose

und Glucose

Die Signale in den Chromatogrammen konnten Uber einen Vergleich mit Referenz-
substanzen eindeutig Maltose (RT= 6,8 min), Glucose (RT= 8,2 min) und Fructose
(RT= 9,8 min) zugeordnet werden. Das Signal fur Fructose l&sst sich nur durch die
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Umlagerung der frei werdenden Glucosemolekiile Gber die offenkettige Aldoseform in
die Ketoform (siehe Abbildung 2-28) erklaren (Angyal 2001).

OH
H\Céo H\C/OH H\{/H
)~ hw —
Pl T
R

H—Cl)—OH

R R
offenkettige Endiol offenkettige
Glucose Fructose
(Aldose) (Ketose)

Abbildung 2-28: Umlagerung von Glucose (Aldose) zu Fructose (Ketose) tiber eine Endiol-Form

Die Starke ist bei Betriebstemperaturen bis zu 45 °C Uber viele Stunden hinweg
gegenidber verdinnter Salzsdure stabil. Die Kopplung eines sauren Isolierungs-
verfahrens mit der Starkeproduktion aus Kartoffelknollen scheint fir das Haupt-
produkt Starke aus diesem Grund keine negativen Auswirkungen zu haben.

Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zur Stabilitdt von Starke gegenlber
Séaure berlicksichtigen nicht die méglichen Verédnderungen in den Eigenschaften der
Starke. Durch die Behandlung mit S&ure kénnte sich bspw. das Ldsungsverhalten
oder die Reaktionsfahigkeit der Starke gegenlber chemischen Reagenzien
verandern. Diese Eigenschaften sind flr die starkeverarbeitende Industrie von groBer
Bedeutung und missen noch untersucht werden.

2.6 Betrachtung der Gesamtstickstoffgehalte von Cyanophycin
produzierenden Tabak- und Kartoffelpflanzen

Neben den Arbeiten zur Isolierung von Cyanophycin aus transgenem Pflanzen-
material wurden innerhalb des Verbundprojektes ,Produktion von biologisch
abbaubaren Polymeren in transgenen Kartoffelknollen“ auch Untersuchungen zum
Gesamtproteingehalt in transgenen Pflanzen in Abhangigkeit von den einzelnen
transgenen Konstrukten, der Anbauflache (GWH oder FL) und der Stickstoffgabe
wahrend der Wachstumsperiode durchgeflhrt.

Im Laufe des Projektes wurden sowohl Tabakpflanzen als auch Kartoffelpflanzen
untersucht. Der Gesamtproteingehalt wurde Uber die Ermittlung des Gesamtstick-
stoffgehaltes zuerst mit Hilfe der Elementaranalyse und spater nach der Methode
von Kjeldahl (Kjeldahl 1883) bestimmt. Fir die Berechnung des Gesamt-
proteingehaltes geht man davon aus, dass ein Protein in der Regel zu etwa 16 % aus
Stickstoff besteht. Nach der Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes wird dieser
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zur Ermittlung des Gesamtproteingehaltes mit dem Faktor 6,25 multipliziert. Fir
einige Pflanzen ergibt sich aufgrund ihrer Proteinzusammensetzung allerdings ein
anderer Faktor. Kartoffelprotein enthalt bspw. rund 13,5 % Stickstoff. Dies ergibt zur
Berechnung des Proteingehaltes aus dem Gesamtstickstoffgehalt einen Faktor von
7,5 (Desborough und Weiser 1974). Damit keine Missverstandnisse bei der
Darstellung der Ergebnisse auftreten, wurde innerhalb des Projektes nur noch mit
dem Begriff Gesamtstickstoffgehalt gearbeitet.

Uber die Ermittlung des Gesamtstickstoffgehaltes erhoffte man sich eine Beurteilung
hinsichtlich der Auswirkung der Exprimierung eines zusétzlichen rekombinanten
Proteins in den Pflanzen. Denn durch die Exprimierung eines neuen Proteins misste
der Gesamtstickstoffgehalt ansteigen. Ist dies nicht der Fall, wird das neue Protein
auf Kosten der Ubrigen Proteine bzw. zu Lasten der freien Aminosduren gebildet,
was sich negativ auf den restlichen Stoffwechsel der Pflanzen auswirken kann. Die
Messungen erfolgten immer im direkten Vergleich mit einer nah isogenen Kontrolle
und einer Pflanze, die nur den Basisvektor enthielt.

2.6.1 Gesamtstickstoffgehalte von Tabakpflanzen

Die ersten Untersuchungen fanden hinsichtlich eines Vergleiches von nah isogenen
Pflanzen und transgenen Tabakpflanzen statt. Ein zweiter Aspekt war die Unter-
suchung einzelner Tabakblatter einer Tabakpflanze zur Uberpriifung des Stickstoff-
levels in Abhangigkeit vom Alter der Blatter.

Aus Abbildung 2-29 wird deutlich, dass einerseits innerhalb der Pflanze eine
Stickstoffanreicherung in den jlingeren Blattern (Blatthummerierung siehe Abbildung
2-29 links) stattfindet und andererseits der Stickstoffgehalt in den transgenen Tabak-
blattern bis auf eine Ausnahme immer deutlich héher ist als in den Blattern der
isogenen Vergleichspflanze. Dies spricht zundchst fir eine Exprimierung des
rekombinanten Enzyms zusétzlich zu den normalen Pflanzenproteinen in den alten
Blattern. Bei den jingeren Blattern kommt es wahrscheinlich zu einer Konkur-
renzsituation bei der Bildung der normalen Proteine wahrend der Wachstumsphase
und der Bildung des neuen Proteins. Eine genaue Aussage kann dazu nur bei
Betrachtung des Cyanophycingehaltes bzw. bei der Analyse des Iéslichen Proteins
stattfinden.

Die zuvor beschriebenen Messungen konnten bisher nur anhand einer Pflanze vor-
genommen werden. Um die Ergebnisse zu verifizieren, missten diese Messungen
mit weiteren Pflanzen wiederholt werden. Bei der Untersuchung von verschiedenen
transgenen PsbY-cphAte Tabaklinien und deren Gesamtstickstoffgehalt in ausge-
wahlten unteren und oberen Blattern zeigte sich flr alle Pflanzen dasselbe Bild wie
zuvor in Abbildung 2-29 (Abbildung 2-30). Der Stickstoffgehalt ist in den alteren
unteren Blattern ebenfalls kleiner als in den jungeren oberen Blattern. Im Vergleich
zu den Kontrollen LH9000 und SRI Wildtyp Tabak zeigt sich in den unteren Blattern
(graue Balken) keine deutliche Anhebung des Gesamtstickstoffgehaltes in den
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transgenen Tabaklinien. Bei den oberen Blattern (weiBe Balken) ist eine geringe
Erhéhung des Gesamtistickstoffgehaltes im Vergleich zu den Kontrollpflanzen mess-
bar.

4,0
3,5 1
3,0 1 -
2,5 A -
2,0 =T
1,5 4

1,0 4
0,5 1 )‘
0,0

Gesamtstickstoffgehalt (%)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Blattnummer

Abbildung 2-29: Links: beispielhafte Nummerierung der Tabakblétter von unten beginnend nach
oben bis zum letzten jlngsten Blatt (Foto: Maja Hihns); Rechts: Diagramm zur
Verteilung des Stickstoffsgehaltes in den Blattern einer Tabakpflanze (siehe
Nummerierung links; weiBe Balken - isogene Kontrollpflanze, graue Balken -
transgene Tabakpflanze)

Die Frage nach einer Beeintrachtigung des Gesamtproteingehaltes durch die
Synthese von Cyanophycin in den transgenen Pflanzen kann an dieser Stelle nicht
eindeutig beantwortet werden. Dazu missen noch weitere Messungen erfolgen, die
die bereits ermittelten Daten untermauern. Bisher Iasst sich feststellen, dass in den
jungeren Blattern (weiBBe Balken) aufgrund einer erhéhten Stoffwechselaktivitat mehr
Stickstoff enthalten ist, als in den alteren Blattern (graue Balken).

In Abbildung 2-30 sind die Ergebnisse fir die Bestimmungen des Gesamt-
stickstoffgehaltes, in Abbildung 2-31 fir den I&slichen Proteinanteil und in Abbildung
2-32 fur den léslichen Cyanophycingehalt der gleichen Pflanzen aufgetragen. Dabei
wurde jeweils zwischen jungen Blattern (weiBe Balken) und alteren Blattern (graue
Balken) unterschieden.

Bei der Bestimmung der léslichen Proteinfraktion (siehe Abbildung 2-31) ist ein
groBer Unterschied zwischen den transgenen und den Kontrollpflanzen erkennbar.
Die Werte fir die jungen und alten Blatter einer Pflanze sind fir drei Konstrukte
nahezu gleich und fir drei weitere Konstrukte sehr verschieden. Allerdings sollte im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen der Proteingehalt in den jungen Blattern héher
sein, als in den alten Blattern. Der Unterschied zu den Kontrollpflanzen lasst sich nur
durch die besonders hohe Affinitdt des BRADFORD Reagenzes zu der basischen
Aminosaure Arginin erklaren. Hierbei werden auch kleinste Mengen von |6slichem
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Cyanophycin als extreme Absorptionswerte wiedergegeben (siehe auch Kapitel

2.2.6).

Gesamtstickstoff (%)
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Abbildung 2-30: Darstellung des Gesamtstickstoffgehaltes in verschiedenen PsbY-cphAr, Tabak-
pflanzen und den entsprechenden Kontrollen (LH9000 und SRI Wildtyp) - grau:
Blatter von unten (alt), wei3: Blatter von oben (jung)
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Abbildung 2-31: Darstellung des léslichen Proteingehaltes in verschiedenen PsbY-cphAr, Tabak-
pflanzen und den entsprechenden Kontrollen (LH9000 und SRI Wildtyp) - grau:
Blatter von unten (alt), weiB3: Blatter von oben (jung)

Im Diagramm der Abbildung 2-32 ist der Cyanophycingehalt der Iéslichen Fraktion
des Polymers fir die betrachteten Pflanzen dargestellt (AG Lockau, Humboldt-
Universitat zu Berlin). Die Werte verhalten sich in den einzelnen transgenen Pflanzen
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sehr unterschiedlich. Ein Trend ist dennoch erkennbar. Die Ergebnisse zeigen, dass
es zu einer Anreicherung des Polymers in den alteren Blattern (graue Balken) der
Tabakpflanzen kommt.

Die drei unterschiedlichen Messungen ergeben zusammen betrachtet kein
schlissiges Ergebnis. Der Gesamtstickstoffgehalt ist in den jliingeren Blattern gréBer
als in den alteren. Der Proteingehalt verhalt sich in beiden Blattproben nahezu gleich.
Da in der I8slichen Proteinfraktion nur der wasserlésliche Anteil des Cyanophycin-
gehaltes mit bericksichtigt wird, missten sich die Ergebnisse des Polymergehaltes
in den Ergebnissen der Bestimmung des Proteingehaltes widerspiegeln. Hierbei ist
jedoch keine Ubereinstimmung festzustellen. Der 18sliche Anteil des Biopolymers in
den jungen Blattern (weiBe Balken) des Events 4-1 betragt nur 10 % im Vergleich
zum léslichen Cyanophycingehalt in den alteren Blattern (graue Balken). Die
Messungen des Proteingehaltes dagegen ergeben in den jlingeren Blattern einen
deutlich erhéhten Gehalt im Vergleich zu den alteren Blattern.
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1,2 -
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Cyanophycingehalt (ug/mg TM)

Abbildung 2-32: Darstellung des I6slichen Cyanophycingehaltes in verschiedenen PsbY-cphAre
Tabakpflanzen und den entsprechenden Kontrollen (LH9000 und SRI Wildtyp). grau:
Blatter von unten (alt), weiB: Blatter von oben (jung) — Messwerte zur Verfligung
gestellt von AG Lockau (Humboldt-Universitat zu Berlin)

Betrachtet man den Gesamtcyanophycingehalt (siehe Abbildung 2-33), wird deutlich,
dass die alteren Blatter sehr viel mehr Cyanophycin eingelagert haben, als die
jungen Blatter. Allerdings Kkorreliert dieses Ergebnis nicht mit dem Gesamt-
stickstoffgehalt (Abbildung 2-31).

Insgesamt ist in den jlingeren Blattern mehr Stickstoff enthalten als in den &lteren
Blattern. Durch die erhéhte Stoffwechselrate in den noch jungen Blattern wird
wahrscheinlich, bedingt durch andere stickstoffhaltige Verbindungen (freie
Aminosauren und weitere sekundare Pflanzenmetaboliten), der Stickstoffgehalt nach
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oben getrieben. Wenn man nur den Protein- bzw. den Cyanophycingehalt betrachtet,
dann massten die Werte entgegengesetzt orientiert sein.
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Abbildung 2-33: Darstellung des Gesamtcyanophycingehaltes in verschiedenen PsbY-cphAre
Tabakpflanzen und den entsprechenden Kontrollen (LH9000 und SRI Wildtyp). grau:
Blatter von unten (alt), weiB3: Blatter von oben (jung) — Messwerte zur Verfligung
gestellt von AG Lockau (Humboldt-Universitat zu Berlin)

Die im Vorfeld beschriebenen Ergebnisse zur Analyse der Elementarzusam-
mensetzung von reinen Polymerproben (siehe Kapitel 2.2.1) haben bereits gezeigt,
dass die Elementaranalyse nicht zur Bestimmung der elementaren Zusammen-
setzung von komplexen Proben geeignet ist. Die groBen Messunsicherheiten bei der
Bestimmung der einzelnen Elemente kdénnten ein weiterer Grund fir die schlechte
Ubereinstimmung der Messergebnisse (Gesamtstickstoff — Proteingehalt — I8slicher
Cyanophycinanteil — Gesamtcyanophycingehalt) untereinander sein. Die weiteren
Messungen zur Bestimmung des Gesamtstickstoffgehaltes in Kartoffelproben wurden
nach der in der Lebensmittelchemie gangigen Prozedur von Kjeldahl durchgefihrt
(Kjeldahl 1883). Bei diesem Verfahren wird far die einzelnen Proben eine deutlich
gréBere Einwaage vorgenommen (Einwaage Elementaranalyse: <10 mg; Einwaage
Kjeldahl-Messungen: 1 g). Dadurch kdénnen bereits einige Matrixeffekie, wie zum
Beispiel inhomogene Proben (in Zusammensetzung und Vermahlungsgrad),
minimiert werden.

2.6.2 Gesamtstickstoffgehalte von Kartoffelpflanzen

FUr die Analysen der Kartoffelpflanzen wurden nur noch der Gesamtstickstoffgehalt
und der Cyanophycingehalt gemessen. Dazu wurde in einem Zeitraum von drei
Jahren (2006-2008) Kartoffelmaterial (sowohl Blatt, als auch Knolle) aus GWH- und
FL-Versuchen analysiert. Bei diesen Experimenten wurde unter anderem der Ein-
fluss der Stickstoffdiingung wéahrend der Wachstumsperioden der Kartoffelpflanzen

71



2 ERGEBNISSE

untersucht. Alle Versuche wurden stets mit zwei transgenen Konstrukten (PsbY-
cphAte Klon 12 und 23) sowie der nah isogenen Sorte (WT — Albatros) und einem
Konstrukt mit dem leeren Vektor (35S) durchgefthrt. Im Jahr 2007 wurden im GWH
auch B33-PsbY-cphAr. Kartoffelknollen geerntet und hinsichtlich ihres Gesamt-
stickstoffgehaltes untersucht.

In den folgenden Abbildungen sind einige ausgewéhlte Ergebnisse exemplarisch
dargestellt. Abbildung 2-34 zeigt die Ergebnisse fir den Gesamtstickstoffgehalt in
Kartoffelknollen fir die GWH-Versuche 2006, 2007 sowie 2008 (schwarz, grau und
weiB) und Abbildung 2-35 verschiedene Versuche aus dem Jahr 2007 (schwarz: FL
aus GWH-Knollen, grau: FL aus in vitro Knollen und wei3: GWH aus in vitro Knollen).

Die Variabilitdt im Stickstoffgehalt zwischen den einzelnen GWH-Versuchen
(Abbildung 2-34) ist fUr alle untersuchten Konstrukte einschlieBlich der Kontroll-
pflanzen signifikant. Die Differenzen zwischen dem Versuch 2006 und den anderen
beiden Anbaujahren lassen sich durch eine geringere Stickstoffgabe erklaren. Die
Untersuchungen des Bodens ergaben im Jahr 2006, dass 60 kg pflanzenverflgbarer
Stickstoff (N) pro Hektar Ackerboden vorhanden waren. Dieser Wert wurde als
N(min) far die Freilandversuche Gbernommen. Die Stickstoffdiingung N(max) wurde
in diesem Jahr auf 180 kg N/ha eingestellt. In den Folgejahren lag der N(min) bereits
vor Beginn der Versuche bei 76 kg N/ha, so dass der N(max)-Wert im Vergleich zum
Anbaujahr 2006 ebenfalls erhéht wurde, um mdgliche Effekte bei den Cyanophycin-
produzierenden Pflanzen deutlicher hervortreten zu lassen. Die fur das Freiland
ermittelten Stickstoffdingungen wurden ebenfalls fir die GWH-Versuche Uber-
nommen.
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Abbildung 2-34: Darstellung des Gesamtstickstoffgehaltes in Kartoffelknollen in verschiedenen PsbY-
cphAte Klonen und den entsprechenden Kontrollen (WT und 35S) schwarze Balken:
GWH-Versuch 2006; graue Balken: GWH-Versuch 2007, weie Balken: GWH-
Versuch 2008
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Die Schwankung in den Jahren 2007 und 2008 ist ein Zeichen fUr die natirliche
Variabilitdt der Kartoffelpflanzen. Selbst bei anndhernd gleichen &uBeren Bedin-
gungen (Temperatur, Boden, Licht und Wasser) kénnen sich die Pflanzen unter-
schiedlich entwickeln. Auffallig ist des Weiteren, dass nicht wie zuvor bei den
Messungen an den Tabakpflanzen zwischen den isogenen und den transgenen
Pflanzen deutliche Unterschiede liegen. Bei den Kontrollpflanzen wird deutlich, dass
eine hohere Stickstoffgabe wahrend der Wachstumsperiode zu einem erhéhten
Stickstoffgehalt in den Kartoffelknollen fihrt. Fir die transgenen Knollen konnte nur
im ersten Anbaujahr (im GWH) ebenso ein starker Anstieg in den Stickstoffgehalten
bei der héheren Stickstoffgabe ermittelt werden. In den anderen Jahren lagen die
Unterschiede fir die Stickstoffgehalte bei unterschiedlichen Dlingungsstufen inner-
halb der Schwankungsbreite der Messungen. Es war keine deutliche Erhéhung fest-
stellbar.

In Abbildung 2-35 sind die Ergebnisse verschiedener Versuche aus dem Jahr 2007
gegenlber gestellt. Sie unterscheiden sich zum einen im Ursprung der Pflanzen (in
vitro oder knollen-burtige Pflanzen) und zum anderen ist ein Vergleich von FL- und
GWH-Knollen dargestellt.
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Abbildung 2-35: Darstellung des Gesamtstickstoffgehaltes in Kartoffelknollen in verschiedenen PsbY-
cphAr, Klonen und den entsprechenden Kontrollen (WT und 35S) schwarze Balken:
FL-Versuch 2007 aus GWH-Knollen; graue Balken: FL-Versuch 2007 aus in vitro
Knollen; weiBe Balken: GWH-Versuch 2007 aus in vitro Knollen

Auffallig ist dabei, dass die Stickstoffgehalte in den Knollen aus dem GWH-Versuch
(weiBe Balken) deutlich erhéht sind im Vergleich zu den Knollen aus dem
Freilandversuch. Dieses Ergebnis wird auch bei der Betrachtung der Messwerte flr
die Blattproben deutlich (Daten nicht gezeigt). Insgesamt sind die Stickstoffgehalte
der GWH-Pflanzen im Bezug zu den FL-Pflanzen erhdht. Es kann allerdings bei den
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transgenen Pflanzen keine deutliche Steigerung der Stickstoffgehalte gegentber den
Kontrollen festgestellt werden. Der Bedarf der transgenen Pflanzen an Stickstoff
wahrend der Wachstumsperiode liegt wahrscheinlich Uber der Dlungergabe von
240 kg N/h. Daher konnten die gemessenen Gesamtstickstoffgehalte fur die N(max)-
Werte bei den transgenen Pflanzen keine deutliche Steigerung erreichen.

In Abbildung 2-36 ist ein Vergleich der Stickstoffgehalte in Kartoffelblattern zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten wahrend der Wachstumsperiode im FL 2008 (Versuch a)
aus FL-Knollen dargestellt. Fir nahezu alle Konstrukte (auBer PsbY-cphAre Klon12)
wird dabei deutlich, dass wahrend der Wachstumsperiode ab der 2. Blattprobenahme
der Stickstoffgehalt in den Blattern abnimmt. Die Blatter durchlaufen dabei zuerst
eine Phase mit erhdhter Stoffwechselaktivitat (1. und 2. Probenahme) und nahern
sich anschlieBend ihrer Seneszenzphase®. Wahrend dieser letzten Phase des
Lebenszykluses der Blatter werden unter anderem Makromolekile degradiert und die
gewonnenen Nahrstoffe (Stickstoff, Kohlenstoff etc.) fiir andere Pflanzenteile zur Ver-
flgung gestellt. Dabei sinkt der Stickstoffgehalt in den Blattern ab (Zimmermann und
Zentgraf 2004). Bei den Blattern ist ebenso wie bei den Knollen keine deutliche An-
hebung des Gesamistickstoffgehaltes in Abhangigkeit von der Dingung zu
erkennen.
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Abbildung 2-36: Darstellung des Gesamtstickstoffgehaltes in Kartoffelblattern zu unterschiedlichen
Wachstumszeitpunkten in verschiedenen PsbY-cphAre Klonen und den entsprech-
enden Kontrollen (WT und 35S) - von schwarz nach weif3 1. Blattprobenahme bis 4.
Blattprobennahme

Der letzte Vergleich zeigt die N(min)- und N(max)-Werte flr Kartoffelknollen aus den
GWH-Versuchen 2007 (siehe Abbildung 2-37). Dabei werden sowohl die Knollen mit

* Mit Seneszenz wird die letzte Phase in der Entwicklung einer Pflanze oder von Pflanzenorganen
bezeichnet, die dem Tod vorausgeht.
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dem Konstrukt PsbY-cphAte (Klon 12 und 23), als auch die Knollen mit dem B33-
PsbY-cphAte-Konstrukt (Klon 32 und 38) betrachtet (ndhere Erlauterungen zu den
einzelnen Konstrukten siehe Kapitel 1.6). Die Abweichungen vom Mittelwert betragen
bei einigen Konstrukten bis zu 30 %, und die Unterschiede zwischen der minimalen
Stickstoffversorgung und der erhdhten Stickstoffgabe liegen nicht bei allen Pflanzen
auBerhalb dieser Streuung. Es ist also wiederum keine deutliche Erhéhung im
Gesamtstickstoffgehalt ausgehend von einer héheren Dlngungsrate zu beobachten.

Sehr deutlich ist dagegen der Unterschied zwischen den einzelnen transgenen
Konstrukten zu erkennen. Bei den Klonen 12 und 23 liegt das Cyanophycin im
Cytoplasma Uber die ganze Pflanze verteilt vor. Die B33-PsbY-cphAte Klone 32 und
38 hingegen bilden Cyanophycin nur in den Amyloplasten. Dadurch konnte die
Produktions- und Speicherrate flr das Biopolymer deutlich gesteigert werden
(Cyanophycingehalt bei der konstitutiv plastidaren Produktion etwa dreimal so hoch
wie bei der konstitutiv cytoplasmatischen Bildung — Daten nicht dargestellt). Dies wird
auch in den Werten fir den Gesamtstickstoffgehalt sichtbar. Die Mittelwerte flr die
Klone 32 und 38 sind im Vergleich zu den mittleren Stickstoffgehalten im Wildtyp um
20 bis 40 % erhoht. Bei den Knollen der Klone 12 und 23 sind es nur rund 5 %.
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Abbildung 2-37: Darstellung des Gesamtstickstoffgehaltes in Kartoffelknollen in verschiedenen
transgenen Klonen (PsbY-cphAr, und B33-PsbY-cphAre) und den entsprechenden
Kontrollen (WT und 35S) — graue Balken: N(min)-Werte; schwarze Balken: N(max)-
Werte

AbschlieBend kann man feststellen, dass mit Hilfe der Gesamtstickstoffanalyse der
transgenen Pflanzen im Vergleich zu den Gesamtstickstoffgehalten in den Kontroll-
pflanzen eine Tendenz hinsichtlich des Gehaltes fiir die zusatzliche Substanz ermit-
telt werden kann. Allerdings ist nur im Zusammenhang mit einer Bestimmung des
Gesamtcyanophycingehaltes zu klaren, ob die Produktion des rekombinanten
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Biopolymers in den Pflanzen zu Mangelerscheinungen hinsichtlich der normalen
Proteinversorgung fihrt, d.h., ob die Produktion der zusatzlichen Substanz im
Stoffwechsel der Pflanzen zu Lasten der anderen Inhaltsstoffe stattfindet.
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3 Zusammenfassung

Far die Produktion von Biopolymeren bzw. Proteinen in transgenen Pflanzen gibt es
bereits zahlreiche positive Beispiele. Ein entscheidender Aspekt bei der Nutzung von
nachwachsenden Rohstoffen flr die Produktion von komplexen Molekullen ist die
anschlieBende Isolierung des Wertstoffes aus der entsprechenden Matrix. Im
Rahmen dieser Arbeit konnten zwei Verfahren zur Isolierung von Cyanophycin (ein
natirlicher Speicherstoff aus Cyanobakterien) aus transgenen Pflanzenmaterialien
etabliert werden. Dabei wurden sowohl Tabak-, als auch Kartoffelpflanzen fur die
Versuche genutzt.

Mit Hilfe des ersten Verfahrens, der direkten Saureextraktion des Biopolymers aus
der pflanzlichen Matrix, konnten die einzelnen Parameter des Isolierungsverfahrens
optimiert werden. Als Extraktionsmittel eignet sich aufgrund der Eigenschaften der
Zielsubstanz vor allem verdinnte Salzsaure mit einem pH-Wert < 2 (siehe Kapitel
2.1, Tabelle 2-1). Die anschlieBende Féallung des Polymers aus der sauren Lésung
erfolgte durch Zugabe von Natronlauge bis zu einem pH-Wert von 5. Der anfallende
Niederschlag konnte abzentrifugiert und nach wiederholtem Spllen mit Reinstwasser
und Methanol getrocknet werden.

Die Reinheit des isolierten Produktes wurde mit gangigen Methoden aus dem
Bereich der Analytik untersucht. Fir eine qualitative Bewertung des Isolates konnte
die Gelelektrophorese und fur geléste Proben des Isolates die UV-Messung etabliert
werden. Um eine quantitative Beurteilung der Reinheit des Isolates durchfihren zu
kénnen, wurde eine angepasste BRADFORD Methode entwickelt, die sich die
erhdhte Affinitat des Polymers zu dem gewahlten Farbstoff (Coomassie Brilliant Blue
G-250) im Vergleich zu normalen Proteinen zu Nutze macht. Mit dieser Methode
konnte die Reinheit des Isolates wie folgt bestimmt werden. Es bestand in
Abhangigkeit vom Ausgangsmaterial (Tabak- oder Kartoffelblatter) zu etwa 60 % aus
reinem Cyanophycin. Die Hauptverunreinigungen kommen vermutlich durch Salz-
rickstande von der Fallung des Polymers und durch andere saureldsliche Proteine
zu Stande.

In einem zweiten Verfahren sollte die Anschlussfahigkeit der Isolierung von Cyano-
phycin aus transgenen Kartoffelknollen an den groBtechnischen Prozess der
Starkegewinnung geprift werden. Fir die Isolierung des Polymers konnte dabei auf
die bereits optimierten Extraktionsparameter aus dem ersten Verfahren zurick-
gegriffen werden. Zusétzlich wurden im LabormafBstab die Extraktion von Starke aus
Kartoffelknollen etabliert und anschlieBend die beiden Verfahren (Starke- und
Cyanophycinextraktion) mit einander verknipft. Die Kopplung erfolgte im Anschluss
an die Auswaschung der Starkekérner aus den Knollen. Aufgrund der Eigenschaften
des Polymers wird es zusammen mit der Starke aus den Pflanzenzellen gespult und
kann als Bodensatz von der Kartoffelpllpe und den verbleibenden Zellbestandteilen
abgetrennt werden. AnschlieBend wird die Starke mit verdlinnter Saure extrahiert
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und somit vom Cyanophycin abgetrennt. Die Stabilitat der Starkekdrner hinsichtlich
der Behandlung mit verdiinnter Saure konnte in zusatzlichen Versuchen bis zu einer
Temperatur von einschlieBlich 45 °C Uber einen Zeitraum von 6 h bestatigt werden.
Die Reinheit der Polymerproben aus diesem zweiten Verfahren konnte mit = 90 %
bestimmt werden. Die Kopplung der Stéarkeisolierung mit der Extraktion des Bio-
polymers aus transgenen Kartoffelknollen ist durchflihrbar.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die gewéahlte Methode, die Extraktion
des Biopolymers aus Kartoffelknollen an die Starkeisolierung zu koppeln, zusétzlich
deutliche Vorteile gegentber einer direkten Extraktion aus der pflanzlichen Matrix
hinsichtlich der Reinheit des Produktes mit sich bringt. Allerdings werden aufgrund
des verwendeten Extraktionsmittels (Salzsaure) besondere Anforderungen an die
verwendeten Apparaturen gestellt, welche die Investitionskosten und damit den Preis
des Produktes negativ beeinflussen kdénnen. Inwiefern noch geringfligig vorhandene
Verunreinigungen des isolierten Polymers flr spatere Anwendungen des
Cyanophycins hinderlich sind, muss noch genauer untersucht werden. Jedoch sollte
es mit einer einfachen Filtrationsanlage gelingen, die niedermolekularen Stor-
substanzen abzutrennen und damit die Reinheit des Produktes weiter zu verbessern.
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4 Diskussion und Ausblick

In der abschlieBenden Diskussion der im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten
Ergebnisse sollen folgende Punkte noch einmal genauer betrachtet werden:

1) Welches der entwickelten Verfahren ist hinsichtlich der Ausbeute und Reinheit
der isolierten Cyanophycinproben am effektivsten?  und

2) Welche analytische Methode ist am besten flr eine Quantifizierung der
isolierten Proben geeignet?

In einem letzten Punkt soll noch einmal die Méglichkeit zu einem gekoppelten Extrak-
tionsprozess diskutiert werden:

3) Ist es mdglich die Cyanophycinextraktion mit einem groBtechnischen Kartoffel-
verarbeitungsprozess zu koppeln?

Vergleich beider Extraktionsverfahren flir Cyanophycin aus transgenem Pflanzen-
material

Die vereinfachte Labormethode mit direkter Salzsdure-Extraktion ist durch eine hohe
Verunreinigung des isolierten Cyanophycins basierend auf anderen Kartoffel-
proteinen, niedermolekularen Inhaltsstoffen und mdgliche Salzriickstdnde von der
Fallung gekennzeichnet. Aus diesem Grund und fir eine bessere Vermarktung
wurde ein weiteres Verfahren entwickelt, welches an einen bereits bestehenden
Prozess gekoppelt werden soll (vergleichende Ubersicht siehe Tabelle 4-1).

Cyanophycin liegt in der Knolle ahnlich wie Starke in einer granuldren Form vor.
Zusammen mit den Starkekdrnern kann das Polymer somit aus fein zerkleinerten
Kartoffelreibseln ausgewaschen werden. Beide Substanzen kénnen dann zusammen
durch Zentrifugieren von der Waschlésung abgetrennt werden. AnschlieBend muss
das Cyanophycin mit Salzsdure extrahiert und durch Zugabe von Natriumhydroxid
bei einem pH-Wert von 5 wieder ausgeféllt werden. Die Starke bleibt als Feststoff
nach der Extraktion zurtick und wird getrocknet und ausgewogen (zur Bewertung des
Isolierungsverfahrens — siehe Tabelle 4-2). Der gewonnene Niederschlag wird
daraufhin wie bereits bei der direkten Saureextraktion aufgearbeitet.

Mit Hilfe der BRADFORD Methode konnte ein Reinheitsgrad fiir das isolierte Cyano-
phycin von >85 % festgestellt werden. Die Ergebnisse der Gelelektrophorese
stimmen damit ebenfalls sehr gut Uberein (siehe Abbildung 2-23). Eine Verun-
reinigung mit anderen Kartoffelproteinen ist nicht mehr vorhanden, so dass die
dbrigen Verunreinigungen von niedermolekularen Substanzen stammen mussen.
Diese kénnten eventuell durch eine dem lIsolierungsprozess nachgeschaltete Ultra-
filtrationsanlage abgetrennt werden.
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Tabelle 4-1: Vergleich der beiden Isolierungsverfahren von Cyanophycin aus pflanzlicher Matrix —
TM = Trockenmasse
direkte saure Extraktion von gekoppeltes Starke-Cyanophycin-
Cyanophycin Isolierungsverfahren
Material - frisches oder lyophilisiertes Pflanzen- - nur frisches Knollenmaterial kann
material verwendet werden
- Vielzahl von mdglichen Materialien
kann eingesetzt werden
Verfahren - Zerkleinerung der Kartoffelknollen - Zerkleinerung der Kartoffelknollen
- Vorextraktion bzw. Rehydrierung des - Auswaschen von Starkekdrnern und
Lyophilisates mit 0,1 %iger NaHSO3- Cyanophycin granula mit 0,1 %iger
Lésung NaHSO;-Lésung
- Pflanzenmaterial wiederholt mit 0,1 M - Starkekdrner und Cyanophycin mit
HCI extrahieren (in Abh&ngigkeit vom 0,1 M HCI behandein
verwendeten Material)
- Abtrennung der sauren Lésung durch Zentrifugieren bzw. Filtrieren
- Fallung des Biopolymers durch Zugabe von NaOH
- Abtrennung des Niederschlages durch Zentrifugieren
- Niederschlag griindlich mit Methanol
waschen (Entfernung von
Chlorophyll bei Isolierung aus
Blattmaterial)
- Niederschlag mehrfach mit Wasser waschen, Entfernung von
Salzrlickstanden aus der Fallung
Ausbeute * 1,4 % Isolat/TM 0,8 % Isolat/TM
Reinheit 50-60 % > 85 %

* Fir die Ausbeute ist hier der maximale Wert angegeben, ermittelt aus den experimentellen Unter-
suchungen fir PsbY-cphA+. Kartoffelknollen von verschiedenen Klonen (10, 12 und 23).

Im Vergleich der beiden Verfahren ist auffallig, dass die Ausbeuten mit der direkten
Saureextraktion scheinbar sehr viel hdher sind, als bei dem gekoppelten Verfahren.
Zum einen ist das der hohen Verunreinigung geschuldet, die eine héhere Ausbeute
an Cyanophycin vortauscht. Andererseits ist auch das Starkeisolierungsverfahren im
LabormafBstab nicht quantitativ. Bei den Versuchen mit dem gekoppelten Verfahren
wurde die Starkeausbeute als Beurteilungskriterium flr den Prozess mitbestimmt.
Industriell genutzte Kartoffelsorten haben einen Starkegehalt von > 15 %, wobei
allgemein von etwa 20 % Stéarke in Kartoffeln ausgegangen wird (Souci et al. 1994).
Bei der Auswertung der Stéarkeausbeuten wird deutlich, dass nur etwa 40 bis 80 %
der in den Knollen enthaltenen Stéarke im Labor isoliert werden kann (siehe Tabelle
4-2). Die Isolierung von Stérke ist ein Verfahren mit einem hohen Wasserverbrauch.
Die zerriebenen Kartoffeln werden in mehreren Schritten kontinuierlich mit Wasser
gespult, um alle Starkekdrner auszuwaschen. Dies war im LabormaBstab so nicht
moglich gewesen. Bei der Bestimmung der Starkeausbeute spielte es keine Rolle, ob
es sich um isogene oder transgene Kartoffelknollen handelte. Die Abweichungen
sind in alle Versuchen anndhernd gleich groB. Mit der unvollstdndigen Stéarke-
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extraktion geht somit mdglicherweise auch eine nicht quantitative Cyanophycin-
isolierung einher.

Tabelle 4-2: Zusammenfassung der Starkeausbeuten aus verschiedenen Versuchen zur
Isolierung von Cyanophycin aus Kartoffelknollen — FM = Frischmasse

Transgene Kartoffellinie Starkeausbeute + SE  Abweichung (%)
(%) bei Annahme von
20 g Stérke/100 g FM
PsbY-cphAr. Klon 10 8,2+0,8 59,2
PsbY-cphAr. Klon 12 85+21 57,7
PsbY-cphAte Klon 23 7,3+0,0 61,5
nah isogene Kontrolle (WT) 9,1+24 54,5
Kontrolle mit Leervektor (35S) 10,1 £ 4,1 49,7
B33-PsbY-cphAr, Klon 32 10,6 £ 0,0 46,8
B33-PsbY-cphA+ Klon 38 9,7+0,7 51,3
nah isogene Kontrolle (WT) 15,8 £ 0,7 20,9
Kontrolle mit Leervektor (B33) 9,0£0,5 54,9

Bei den Versuchen mit dem gekoppelten Stéarke-Cyanophycin-lsolierungsverfahren
wurde im Anschluss an die Starkeauswaschung eine saure Extraktion der verblie-
benen Kartoffelreibsel durchgefihrt. Die Reinheit der dabei extrahierten Cyano-
phycinfraktion war vergleichbar mit der Reinheit aus dem gekoppelten Starke-
Cyanophycin-Isolierungsverfahren. Die Ausbeute lag hierbei ahnlich hoch wie die
des bereits isolierten Polymers. Es konnte also noch einmal so viel Cyanophycin
zusatzlich extrahiert werden, wie bereits durch das gekoppelte Verfahren zuvor.
Durch die wiederholte Waschung der Kartoffelreibsel mit 0,1 %iger Natriumhydrogen-
sulfittdsung sind alle sonst mit ausgeféllten Fremdsubstanzen bereits abgetrennt
worden und kénnen in dem nachgeschalteten sauren Extraktionsschritt nicht mehr
isoliert werden. Dies hat einen positiven Einfluss auf die Reinheit des isolierten
Produktes.

In Abbildung 4-1 ist an einem Beispiel die Massenbilanz fir den entwickelten
Prozess dargestellt. Fir den betrachteten Versuch wurde eine Mischprobe aus
PsbY-cphAte Knollen der Klone 12 und 23 angefertigt. Ein Teil der Probe wurde
lyophilisiert und zur Bestimmung des Cyanophycingehaltes verwendet (enzymatische
Bestimmung; AG Lockau, Humboldt-Universitat zu Berlin). Der Rest der Probe wurde
fir die Extraktion des Biopolymers nach dem gekoppelten Starke-Cyanophycin-
Isolierungsverfahren eingesetzt. Im Anschluss an die Extraktion wurde die isolierte
Probe ebenfalls enzymatisch auf ihre Reinheit untersucht (AG Lockau, Humboldt-
Universitat zu Berlin).

Der Standardfehler bei der Bestimmung des Cyanophycingehaltes in den transgenen
Kartoffelknollen betragt rund 36 % (siehe Beispiel in Abbildung 4-1: 5,6 + 2,0 mg/g
TM). Der enzymatische Test ist aufgrund eines Multienzym-Assays hoch spezifisch
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fir Cyanophycin. Diese groBe Messunsicherheit ist vor allem dem Probenmaterial
geschuldet. Die Kartoffelmischprobe wurde vor der Cyanophycingehaltsbestimmung
getrocknet. Der verbleibende Feststoff besteht dann zu rund 80 % aus Starke, bei
einer Einwaage von nur 30 mg kann der Fehler, verursacht durch einen GbermaBigen
Stérkeanteil, sehr hoch sein.

Kartoffeln

- Einwaage: 308,8 g FM (~ 77,2 g TM bei 75% H,0)

- Starkegehalt ~ 20 % (geschatzt)

- Cyanophycingehalt 5,6 *+ 2,0 mg/g TM (enzym. bestimmt)

v

Kartoffelreibsel

N . H -] ]
[+ NaHSOs, Foeststoffriickstand mit Reststérke und Cyanophycin

\4

Waschlésung (0,1 %ige NaHSOj)

— Proteine
v

Starke und Cyanophycin (wasserunléslicher Anteil)

+ HCI o + NaOH
—— Cyanophycin in HC| —— Isolat (getrocknet

v und ausgewogen): 503,3 mg
Starke (getrocknet

und ausgewogen): 8,7 g lReinheit ~66 % (enzym. bestimmt)

Cyanophycingehalt: 4,3 + 0,3 mg/g TM
(bei 75 % H,0)

Abbildung 4-1: Massenbilanz des gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierungsprozesses am
Beispiel einer Mischprobe aus PsbY-cphA+, Knollen der Klone 12 und 23

Die nach dem gekoppelten Isolierungsverfahren extrahierte Probe enthalt zu etwa
66 % reines Cyanophycin. Der enzymatische Test wurde genau wie zuvor flr die
Gehaltsbestimmung im Ausgangsmaterial durchgefiihrt, und an dieser Stelle ist die
Messungenauigkeit <10 %, da das Untersuchungsmaterial bezlglich der unter-
suchten Substanz bei dieser zweiten Messung homogener war.

Insgesamt liegt bei dem hier betrachteten Beispiel die Abweichung zwischen reinem
Cyanophycin und zuvor enzymatisch ermittelten Cyanophycingehalt in der
Ausgangsprobe innerhalb der Standardabweichung fir die Gehaltsbestimmung
(siehe Abbildung 4-1). Fur alle die Versuche, bei denen eine Extraktionsausbeute
auBerhalb der Standardabweichung fir den Cyanophycingehalt ermittelt wurde, kann
ein Grund in der unvollstdndigen Starkeisolierung gesehen werden (siehe auch
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Tabelle 4-2). Dieser Verlust kdnnte aber in einem groBtechnischen Verfahren
reduziert werden.

In Tabelle 4-3 sind weitere Messergebnisse flr die Isolierung von Cyanophycin
zusammengefasst. Auch hierbei ist wiederum ersichtlich, dass die Standard-
abweichungen bei einigen Messungen fiir die Cyanophycingehaltsbestimmung sehr
hoch sind (zwischen 10 und 40 %). Die Reinheiten fir die Proben aus dem
gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierungsverfahren sind nahezu >80 %, und
damit liegen die meisten Extraktionsausbeuten direkt oder sehr dicht bei den
bestimmten Cyanophycingehalten und ihren Standardabweichungen.

Tabelle 4-3: Zusammenfassung der Extraktionsversuche von Cyanophycin aus transgenen
Kartoffelknollen nach dem gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierungsverfahrens
(enzymatische Bestimmung der Cyanophycingehalte bzw. mit BRADFORD Methode
— AG Lockau) — TM = Trockenmasse

Konstrukt Klon Cyanophycingehalt Reinheitso)at Cyanophycingehaltiormigiert
(%/ TM) (%) (%/ TM)
PsbY-cphAr, 10 ¢ 0,8+0,3 >80 % 04"
12° 0,9+0,6 >80 % 0,6 **
23° 1,3+0,2 >80 % 0,3*
B33-PsbY-cphA;, 32° 4,1+0,5 >80 % 3,7*
38° 3,8+0,5 ~70% 32"

 Ernte 2007, GWH

® Ernte 2006

° Ernte 2008, GWH

* auBerhalb des bestimmten Cyanophycingehaltes und der Standardabweichung
** innerhalb des bestimmten Cyanophycingehaltes und der Standardabweichung

In Abbildung 4-2 sind noch einmal mit verschiedenen Isolierungsmethoden gewon-
nene Cyanophycinproben unterschiedlichen Ursprungs gemeinsam in einem Gel
aufgetragen. Dabei wird deutlich, dass es einen GréBenunterschied zwischen
bakteriellem Cyanophycin aus E. coli (20 bis 35 kDa) und Cyanophycin aus
pflanzlicher Matrix (15 bis 25 kDa) gibt. Die Isolierungsmethode selbst (saure
Extraktion bzw. Starke gekoppelte Extraktion) hat scheinbar keinen Einfluss auf die
GréBe des isolierten Biopolymers bzw. dessen Molmassenverteilung. Dagegen
zeigen die Proben aus den B33-PsbY-cphAr. Pflanzen (Klon 32 und 38) und den
Tabakpflanzen PsbY-cphA+t. Event 51-3 eine leicht erhéhte Molmasse. Im Vergleich
zu Geltasche V sind in den Taschen III, IV, VI und VII keine Verunreinigungen
durch Fremdproteine sichtbar. In diesen Geltaschen wurden die Proben aufgetragen,
die nach dem gekoppelten Starke-Cyanophycin-lsolierungsverfahren gewonnen
wurden.
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Im Hinblick auf eine groBtechnische Aufarbeitung von transgenen Kartoffelknollen
bietet die Methode der gekoppelten Starke-Cyanophycin-Isolierung viele Vorteile
gegenlber einer direkten Extraktion mit verdinnter Salzsaure. Aufgrund der
korrosiven Eigenschaft von Salzsdure missen groBe Teile der Produktionsanlagen
mit korrosionsbestédndigem Stahl ausgestattet werden. Bei der gekoppelten Methode
kann der Uberwiegende Teil der vorhandenen Anlagen zur Isolierung von Starke
beibehalten werden und nur in den nachfolgenden Schritten (ab der Extraktion des
Cyanophycins von den Starkekdrnern) des Prozesses missen die Reaktionsbehalter
umgeristet werden. AuBerdem ist die erzielte Reinheit der isolierten Proben aus
diesem Verfahren deutlich gr6Ber im Vergleich zur direkten sauren Extraktion des
Polymers und bendétigt aus diesem Grund, in Abhangigkeit von der spateren
Anwendung, keine aufwendigen Reinigungsschritte mehr.
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Abbildung 4-2:  Vergleich von Cyanophycinproben aus unterschiedlichen rekombinanten Organis-
men. M: Proteinstandard mit GréBenmarker in kDa, II und IX: Cyanophycin aus E.
coli (AB Lockau, Humboldt-Universitat zu Berlin), III und IV: Cyanophycin aus
PsbY-cphAre Klon 12 nach Starkemethode, V: Cyanophycin aus PsbY-cphAre Klon
23 mit saurer Extraktion, VI und VII: Cyanophycin aus B33-PsbY-cphAr. Klon 32
und 38 nach Starkemethode und VIII: Cyanophycin aus Tabak PsbY-cphAr. Event
51-3

Analytische Methode flir die Quantifizierung der isolierten Cyanophycinproben

Im Rahmen der Arbeit wurden die verschiedensten analytischen Methoden die zur
Verfigung standen fir die qualitative und quantitative Untersuchung der isolierten
Polymerproben getestet. Dabei hat sich gezeigt, dass die besten Ergebnisse fiir eine
qualitative Aussage hinsichtlich der Reinheit der isolierten Cyanophycinproben mit
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Hilfe der Gelelektrophorese und der UV-Messung geléster Proben gewonnen werden
kénnen. Mit diesen beiden Methoden kdnnen zum einen Proteinverunreinigungen
ermittelt und im Abgleich mit bekannten Standardproteinen halbquantitativ bestimmt
werden. Fir eine quantitative Aussage mussen bei beiden Methoden die Proteine zur
Kalibrierung verwendet werden, die sich als Verunreinigung in der Probe befinden
oder die eigentliche Zielsubstanz sind. Da Cyanophycin kein spezifisches UV-Signal
liefert und das Fremdprotein Patatin (bei Extraktion von Cyanophycin aus Kartoffeln)
nicht zur Verfligung stand, konnte mit diesen Methoden keine quantitative Bewertung
der isolierten Cyanophycinproben erfolgen.

Mit Hilfe einer angepassten BRADFORD Methode konnte dagegen der Gehalt in den
Polymerproben quantifiziert werden. Der fir die Methode verwendete Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G-250 hat eine besondere Affinitdt zu basischen Amino-
sauren und aufgrund der speziellen Zusammensetzung von Cyanophycin (nur
Arginin und Aspartat) reagiert das Polymer Uberproportional mit dem Farbstoff. Die
Abweichung in der Kalibrierung zu einem Standardprotein wie bspw. BSA liegt bei
200 % (siehe Kapitel 2.2.6, Abbildung 2-11). FUr eine exakt eingewogene Probe des
isolierten Polymers kénnen somit alle Abweichungen von dem erwarteten Extink-
tionswert als Verunreinigungen betrachtet werden. Einziger Schwachpunkt dieser
Methode ist, dass dadurch auch nicht genauer bestimmt werden kann, welche
Substanzen sich als Verunreinigung in der isolierten Polymerprobe befinden.

Dennoch erscheint die BRADFORD Methode beziglich einer schnellen Reinheits-
bestimmung fur isolierte Cyanophycinproben, beispielsweise flr eine prozessnahe
Analytik, die Methode der Wahl zu sein.

Kopplungstéhigkeit der Cyanophycinextraktion an einen groBtechnischen Prozess
Far die Isolierung von Cyanophycin aus transgenen Kartoffelknollen konnte gezeigt
werden, dass eine Angliederung an den groBtechnischen Starkeaufarbeitungs-
prozess mdglich ist. Ein Besuch der Firma Emsland Starke brachte dafiir die nétigen
Anregungen. Mit dem gewonnenen Einblick in den Verarbeitungsprozess der
Kartoffelknollen konnte das in Abbildung 2-22 (Kapitel 2.5) dargestellte Schema
entwickelt werden, mit dessen Hilfe die Isolierung des Biopolymers aus den trans-
genen Pflanzen im Labor sowie im groBtechnischen MaBstab mdglich ist.

Die Kopplung von industrieller Starkeverarbeitung mit dem lIsolierungsprozess flr
Cyanophycin scheint in mehrerer Hinsicht Vorteile zu haben. Starke ist einer der
billigsten Rohstoffe weltweit (20 Cent/kg) (Poirier et al. 1992a; Lee 1996), allein in
Deutschland werden jahrlich Gber 500.000 t Kartoffelnstarke gewonnen (Maul et al.
2008). Wenn nur ein geringer Teil der Starkekartoffeln durch die Cyanophycin
produzierenden transgenen Kartoffeln ersetzt werden wirde, kénnte bereits eine
beachtliche Menge an Cyanophycin und damit Polyaspartat und Arginin hergestellt
werden. Die Infrastruktur fir den Anbau und die Verarbeitung von Kartoffelknollen ist
sehr gut etabliert. Durch die Kopplung der Cyanophycinextraktion mit solch einem
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groBtechnischen Prozess kénnten teure Investitionskosten flir den Aufbau eines
neuen eigenstandigen Verfahrens gespart werden. Die Isolierung von Cyanophycin
aus Kartoffeln wirde eine zuséatzlich Wertschépfung innerhalb der Starkever-
arbeitung ermdglichen (siehe Kapitel 1.6, Tabelle 1-3).

Die Ernte von Kartoffeln ist saisonal gebunden und findet in Abhangigkeit von der
angebauten Sorte von Juni (Frihkartoffeln) bis Ende September statt. Bis zur
Verarbeitung der Kartoffeln missen die geernteten Knollen teilweise Uber einen
langen Zeitraum gelagert werden. Das Biopolymer Cyanophycin darf sich in diesem
Zeitraum nicht zersetzen und muss Uber einen langeren Zeitraum in den Knollen
stabil sein. Die Stabilitat des Biopolymers wurde Uber einen Zeitraum von 32 Wochen
untersucht, und es konnte keine Beeintrachtigung des Cyanophycingehaltes
wéahrend der Messperiode festgestellt werden (Hihns et al. 2009). Damit erfallt das
Biopolymer auch diese fur die Produktion in Kartoffelknollen wichtige Eigenschaft.
Gleichzeitig wurde bei der Analyse der Starkegehalte in den transgenen Knollen nur
eine geringfligige Abnahme gegeniber den Kontrollpflanzen ermittelt (Hihns et al.
2009). Damit kdénnten die transgenen Knollen weiterhin fir die Starkeproduktion
eingesetzt werden und Cyanophycin als Beiprodukt isoliert werden.

Ausblick

Die Ziele der modernen Pflanzenziichtung liegen heutzutage vor allem in der
Steigerung der Widerstandsféahigkeit von Pflanzen (Stresstoleranzen bzw. Pflanzen-
gesundheit), einer verbesserten Produktqualitat fir nachfolgende Verarbeitungs-
schritte und einer Erhaltung bzw. Erweiterung der genetischen Diversitat (Kempken
und Kempken 2006). Die Methoden der Gentechnik kénnen dazu einen groBen
Beitrag leisten. Dabei geht es nicht in erster Linie um den vollstandigen Ersatz der
klassischen Zichtung. Die Gentechnik kann als zusatzliches Werkzeug zur Erzeu-
gung neuartiger Sorten mit verbesserten Eigenschaften genutzt werden. Im Bereich
der Landwirtschaft war die Entwicklung von Toleranzen gegen Herbizide sowie
Resistenzen gegen Pilz, Virus oder Insekten bereits erfolgreich und steht auch
weiterhin hoch im Kurs, da diese Veranderungen relativ einfach durchzufihren sind.

Auf der anderen Seite kénnen durch die natlrlichen Syntheseleistungen in Pflanzen
und Bakterien sowie durch den Einsatz von Gentechnik neue Organismen erzeugt
werden, die auch flr chemische Prozesse interessant sind. Ein Beispiel ist die
verbesserte Olzusammensetzung in Raps- und Sonnenblumen, die zu einer
vielfaltigen Nutzung der Pflanzen auch in der chemischen Industrie fihrten. Weiterhin
gibt es Forschungsansatze bestimmte Biopolymere in gentechnisch veradnderten
Organismen zu erzeugen und damit eine teure chemische Synthese zu umgehen.
Die Produktion von Biopolymeren in gentechnisch veranderten Pflanzen zeigt dabei
im Gegensatz zur Fermentation von transgenen Bakterienstdmmen verschiedene
Vor- und Nachteile (siehe dazu Kapitel 1.2). Besonders hervorzuheben ist die
gunstige Energiebilanz, da die Pflanzen allein durch CO.-Fixierung und Sonnen-
energie die Produktion der Biopolymere bewerkstelligen kdnnen. Nachteile bei der
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Produktion in Pflanzen sind wiederum die langen Standzeiten (Zeit vom Anbau bis
zur Ernte), die groBen flir den Anbau benétigten Flachen sowie die zusatzlichen
Kosten flr einen Extraktionsprozess aus der pflanzlichen Matrix (Jung und
Steinbilchel 2001).

Die Isolierung aus der entsprechenden Matrix ist ein entscheidender Punkt bei der
Produktion von Biopolymeren sowohl in rekombinanten Bakterien als auch in
transgenen Pflanzen. Fir einen 6konomischen Aufarbeitungsprozess missen vor
allem stabile Polymergehalte in den Pflanzen erzielt werden. Gleichzeitig missen die
Gehalte der Zielsubstanz eine bestimmte Héhe erreichen, damit die Isolierungs- und
evtl. Aufreinigungskosten kleiner sind als der mégliche Gewinn fir das Biopolymer.
Dabei spielt vor allem die Verwendung des isolierten Biopolymers und seiner Zer-
setzungs- bzw. Folgeprodukte eine groBe Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass fir
Cyanophycin bzw. Polyaspartat bereits vielfaltige Einsatzgebiete vorhanden sind
(Yokoyama et al. 1990; Schwamborn 1998; Chang und Swift 1999; Tabata et al.
2000; Hihns und Broer 2010).

Ein anderer Aspekt bei der Entwicklung von gentechnisch veranderten Pflanzen ist
die Sicherheitsforschung. Bevor eine Pflanze fir eine kommerzielle Nutzung
zugelassen werden kann, wird sie einer tief greifenden und langwierigen Prifung
unterzogen. Das Prinzip der substantiellen Aquivalenz dient dabei der Beurteilung
der GVP im Vergleich zur ihrer nah isogenen Ursprungssorte (OECD 1993; EFSA
2006). Die von den Behdérden erlassenen Richtlinien sollen die Bevdlkerung so vor
moglichen Gefahren, die durch den Anbau und die Nutzung von GVP entstehen
kénnten, schitzen. Die gesetzlichen Regelungen sind ein weiterer Nachteil, der
gegen eine Nutzung von GVP zur Produktion von Biopolymeren spricht. Das
Zulassungsverfahren far eine gentechnisch veranderte Nutzpflanze kann sich Gber
viele Jahre hinweg ziehen (die Amflora-Kartoffel der BASF Plant Science hat bis
heute 13 Jahre Zulassungsverfahren hinter sich, ohne eine endgultige Genehmi-
gung). Aufgrund der aktuellen politischen Lage in Deutschland und Europa ist eine
Anmeldung von neuen transgenen Pflanzen generell schwierig.

Aufgrund der Vielzahl an genannten Anwendungsmadglichkeiten fir Polyaspartat und
Arginin ist die Produktion von Cyanophycin in Pflanzen oder Bakterien im
groBtechnischen MaBstab dennoch ein lohnender Ansatz. Welchem Produktions-
medium letztendlich der Vorrang gegeben wird, hangt zum einen von der
Produktivitat der Bakterien bzw. Pflanzen ab und zum anderen von der 6ffentlichen
Akzeptanz der Gentechnik in der Bevdlkerung. Die Produktion von Cyanophycin in
rekombinanten Mikroorganismen ist derzeit weniger umstritten als der Anbau von
gentechnisch veranderten Pflanzen.

Zusammenfassend kann man feststellen, das nachwachsende Rohstoffe insbe-
sondere dann eine gute Alternative zu chemisch synthetisierten Produkten auf Basis
von Erdél sind, wenn die Synthesevorleistung der Natur im Endprodukt zumindest
teilweise sichtbar wird. Heutzutage wird bereits bei etlichen Fein- und Spezial-
chemikalien auf Produkte aus nachwachsenden Rohstoffen zurtckgegriffen. Dazu
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zahlen z. B. Tenside in Waschmitteln auf Basis von Fettsauren, Polyurethane auf der
Basis von modifizierten Pflanzendlen, Biopolymere auf Basis von Cellulose,
naturfaserverstarkte Werkstoffe sowie Zwischenprodukte aus biotechnologischen
Verfahren gewonnen aus Zuckern bzw. Starke (Peters 2006).
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5 Material und Methoden

5.1 Bestimmung der Reinheit

Fir die Beurteilung eines Isolierungsprozesses ist die Reinheit des Produktes eine
entscheidende KenngréBe. Im Falle des Biopolymers Cyanophycin bieten sich
aufgrund seiner speziellen Eigenschaften flr diese Untersuchungen verschiedene
Méglichkeiten. Die unterschiedlichen Verfahren, die zur Bestimmung der Reinheit der
isolierten Cyanophycinproben angewendet wurden, werden im Folgenden einzeln
beschrieben.

5.1.1 Elementaranalyse

Far die Bestimmung der Reinheit wurde zuerst die Methode der Elementaranalyse
verwendet. Die Untersuchungen erfolgten im Institut fir Chemie in Zusammenarbeit
mit Frau Pries. Flr die Analysen wurde ein Thermoquest Flash EA 1112 C/H/N/S-
Analysator verwendet.

Bei einer reinen organischen Verbindung mit bekannter MolekdlgréBe kann mit Hilfe
der Ergebnisse einer quantitativen Elementaranalyse, aus den prozentualen Ge-
halten der einzelnen Elemente (C, H, N, S und Halogene), die Summenformel
berechnet werden. Bei den Reinheitsuntersuchungen der isolierten Cyanophycin-
proben wurden die prozentualen Gehalte der enthaltenen Elemente vorher berechnet
und anschlieBend mit den gemessenen Werten verglichen.

Fir die Messung wurde die zu untersuchende Probe (10-20 mg) in einen
Aluminiumtiegel eingewogen und bei sehr hohen Temperaturen (900 °C) mit
Sauerstoff katalytisch verbrannt. Die anfallenden Stickoxide (NOy) werden mit Kupfer
zu elementarem Stickstoff umgewandelt (reduziert). Die Verbrennungsgase (COs,,
H-O und N,) werden anschlieBend an Trennsaulen isoliert und Uber einen
Warmeleitfahigkeitsdetektor quantifiziert.

5.1.2 LC/MS Messung mit Aminosaure Kit EZ:faast™

Um die genaue Zusammensetzung eines Proteins zu bestimmen, kann das Protein
unter Einfluss von hohen Temperaturen und starker S&ure in seine Aminosauren
gespalten werden. AnschlieBend kénnen diese Aminosduren mit verschiedenen
chromatographischen Trennmethoden qualitativ und quantitativ untersucht werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Zusammensetzung und die Reinheit von
isolierten Cyanophycinproben aus transgenem Pflanzenmaterial untersucht werden.
Dazu wurden rund 4 mg Cyanophycin mit 200 uL 6 M HCI mit 4 % Thioglycolsdure in
einem ProbengefaB zusammengegeben und Uber Nacht (22 h) bei 110 °C im
Trockenschrank hydrolisiert.
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Abbildung 5-1:  Reaktionsschema der Derivatisierungsreaktion

Bevor die Messung der einzelnen Aminosauren mit Hilfe der LC/MS erfolgen konnte,
musste die Reaktionslésung mit dem EZ:faast™ Kit von Phenomenex® aufgearbeitet
werden. Neben einem Neutralisationsschritt und der Abtrennung von Verun-
reinigungen mittels Festphasenextraktion wurden bei dieser Aufarbeitungsmethode
die Aminosauren mit einem Saurechlorid derivatisiert (Bathke 2008).

Das S&urechlorid reagiert dabei sowohl mit der Carboxyl- als auch mit der Amino-
funktion der Aminosaure und bildet die entsprechenden Derivate (siehe Abbildung
5-1). Aus dieser Uberlegung koénnen fiir die untersuchten Aminosduren die
Derivatmassen berechnet werden. Durch die Aufspaltung des Proteins unter
Saureeinfluss sind die Aminosauren Asparagin und Glutamin nicht bestimmbar, sie
werden zu Asparagin- bzw. Glutaminsaure umgewandelt (Phenomenex 2005).

Tabelle 5-1: Gradientenzusammensetzung fir die Analyse von Aminosauren nach Aufarbeitung
mit dem EZ:faast Kit™ (A = MeOH mit 0,1 %iger HCOOH; B = H,O mit 0,1 %iger
HCOOH)
t (min) A (%) B (%) Flussrate (puL/min)
0,00 68 32 150
16,00 83 17 150
16,01 68 32 150
40,00 68 32 150

Die Einstellungen fir die Messung an der LC/MS-Anlage wurden aus den
Diplomarbeiten von Frau Bathke und Frau Bandomir Gbernommen. Der Gradient
setzte sich aus Methanol (A) und Reinstwasser (B) mit je 0,1 % Ameisensaurezusatz
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zusammen (siehe Tabelle 5-1). Bei der Injektion der Proben wurde ein Volumen von
2 puL eingespritzt und die Detektion erfolgte im positiven lonisierungsmodus (+ ESI
full ms) im Massenbereich von 50 bis 650 m/z.

Fir die quantitative Bewertung der Messergebnisse wurde im Vorfeld eine
Kalibrierung der einzelnen Aminosauren durchgefihrt und in jedem Chromato-
graphielauf wurden drei interne Standards (Homoarginin, Methionin-d3 und Homo-
phenylalanin) mit gemessen.

5.1.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine analytische Methode bei der die proteinhaltigen
Proben in einem elektrischen Feld nach ihrer GréBe aufgetrennt werden. Fir die
Reinheitsuntersuchungen mittels Gelelektrophorese wurde eine Anlage der Firma
Sigma benutzt. Die verwendeten Gele (NUPAGE® Novex® Bis-Tris Mini-Gele),
ebenso wie die flr die Gelelektrophorese verwendete Gelkammer stammten von der
Firma Invitrogen. Das Stromversorgungsgerat war von Consort. Alle Versuche an der
Elektrophoreseeinheit wurden bei 75 V und 2 mA durchgeflhrt.

Fir eine Messung der isolierten Cyanophycinproben aus den verschiedenen
Pflanzenmaterialien wurden jeweils 2 mg Polymer mit 2 mL SDS-Laufpuffer bzw.
Salzsaure (c =2 mol/L) versetzt und bei 37 °C im Thermoschuttler gelést. Die
Lésungen wurden nach Ablauf einer Stunde zentrifugiert (10 min; 19.000 g; 20 °C)
und der Uberstand fiir die weitere Vorbereitung separiert. Bevor die einzelnen
Proben auf das Gel aufgetragen werden konnten, wurden 15 pL der Proben mit 5 pL
des Probenpuffers (NUPAGE® LDS Probenpuffer; 4x) versetzt und in einem
Heizblock bei 70 °C fir 10 min erwarmt. Aus diesem Gemisch wurden wiederum
10 uL entnommen und in eine der Geltaschen eingefillt (Fritz 2008). Zusatzlich
wurden pro Durchgang ein bis zwei Geltaschen mit einem Gemisch aus Standard-
proteinen (Novex® SeeBlue™ Prestained Standard; 1x) gefilllt. Alle nicht genutzten
Taschen wurden nur mit Probenpuffer (NuPAGE® LDS Probenpuffer; 4x) beflllt.

Nach Beendigung der Gelelekirophorese wurde die Gelkassette aus der Anlage
entfernt und mit Hilfe eines Gelmessers gedffnet. Flr die Anfarbung der einzelnen
Proteinbanden wurde die Coomassie-Farbung gewahlt (Instruction Manual;
Invitrogen). Dabei wurde wie bei der Proteinbestimmung nach BRADFORD die
Reaktion von kationischen Aminosauren mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue
G250 zu einem farbigen Komplex ausgenutzt.

Zunéachst wurde dazu das Gel durch die Zugabe von Reinstwasser (100 mL) und
unter Verwendung von Mikrowellenstrahlung (45 s, 960 W) gewaschen. Anschlie3-
end wurde der Gelbehélter 1 min lang geschittelt (50 U/min), das Wasser verworfen
und der Vorgang zweimal wiederholt. Nach dem letzten Waschvorgang wurde das
Wasser nicht entfernt, sondern mit 20 mL SimplyBlue Farbelésung versetzt. Das Gel
wurde mit der Lésung nochmals in der Mikrowelle erhitzt und 5 min geschuttelt
(50 U/min). Die Lésung wurde daraufhin wieder verworfen und das angefarbte Gel
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zum Abschluss noch einmal mit frischem reinst Wasser (100 mL) far 10 min
(50 U/min) geschittelt.

Zur Aufbewahrung des Gels erfolgte die Zugabe von Natriumchloridlésung (20 mL;
20 %ig) zum Reinstwasser. Danach konnten die Gele flir mehrere Wochen im Kihl-
schrank gelagert werden.

5.1.4 Verdau mit Cyanophycinase

Cyanophycin ist fur normale Verdauungsenzyme, wie bspw. Trypsin, nicht
zuganglich (Simon 1973). Diese Enzyme spalten Aminos&ureketten nur nach fir sie
spezifischen Aminosauren (Trypsin: Spaltung nach Lysin und Arginin). Das
Biopolymer Cyanophycin besteht aus einem Ruickgrat aus Aspartateinheiten mit
seitenverzweigten Argininresten. Dieses kann nur von bestimmten Enzymen aus den
Cyanobakterien selber wieder gespalten werden. Ein Enzym ist die Cyanophycinase.

Far den Verdau mit Cyanophycinase (isoliert aus E. coli) wurden 2 mg Cyanophycin
in 1 mL der Enzymlésung suspendiert. Die Stammlésung (3,1 mg Cyanophycinase
pro 1 ml 20 mM Tris-Puffer; pH = 7,4) wurde vorher im Verhaltnis 1:10 verdinnt.

Nach der Zugabe der Enzymldsung wurde der pH-Wert der Lésung Uberprift. Wenn
der pH-Wert unter 7 lag, musste die Lésung durch die Zugabe von Natriumhydroxid
neutralisiert werden, da das Enzym nur bei neutralen pH-Werten einsetzbar ist.
AnschlieBend wurde die Lésung tber Nacht bei 30 °C inkubiert und am nachsten
Tag mit Hilfe der Gelelektrophorese analysiert (siehe Kapitel 5.1.3).

Bei der Gelelektrophorese wurde zum Vergleich eine Geltasche nur mit
Enzymlésung beflllt. Die Proteinbande bei 30 kDa entspricht dem Enzym
Cyanophycinase und war auch in den anderen Verdauungsproben zu finden.

5.1.5 Isolierung aus SDS Gel-Matrix

Die Isolierung des Cyanophycins aus der Gelmatrix ist in Anlehnung an eine
Vorschrift aus der Literatur durchgefiihrt worden (Hager und Burgess 1980).

Dazu wurden die Proteinbanden des Cyanophycins aus der Gelmatrix
herausgeschnitten und mit 1 mL Elutionspuffer (0,1 % SDS; 0,05 M Tris-HCI pH=7,9;
0,1 mM EDTA; 5mM DTT; 0,1 mg/mL BSA und 0,15M NaCl) vermischt. Die
Gelstlicke wurden mit Hilfe eines Teflon-Pistills zerstoBen und die Lésung anschlie -
end eine Stunde bei 25 °C inkubiert, damit die Proteine aus der Gelmatrix eluieren
konnten. Danach erfolgte die Zentrifugation der Lésung (1 min; 19.000 g; 25 °C) und
die Uberfiihrung des Uberstand in ein silanisiertes Eppi (Protein LoBind Gef4Be von
Eppendorf). Das SDS aus der Gelmatrix und dem Elutionspuffer wurde durch
Behandlung des Uberstandes mit eiskaltem Aceton entfernt. Dazu musste die
Proteinlésung mit dem vierfachen Volumen an Aceton versetzt und 30 min inkubiert
werden. Dann wurde die Ldsung 10 min zentrifugiert (19.000 g; 4 °C) und der
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Uberstand in einem neuen GefaB gesammelt. Das Aceton wurde im Argonstrom
abgedampft (bei 40 °C) und die getrockneten Proben fiir die weiteren Unter-
suchungen bereitgestellt.

5.1.6 Proteinbestimmung nach BRADFORD

Eine Mdglichkeit zur Bestimmung der Reinheit von Proteinen ist die Ermittlung des
Proteinanteils einer Probe mit Hilfe einer flr Proteine spezifischen Farbreaktion. Bei
diesem colorimetrischen Testverfahren wird die Proteinprobe mit dem Farbstoff
Coomassie Brilliant Blue G250 versetzt und bildet einen stabilen farbigen Komplex.
Die verschiedenen Zustédnde des Farbstoffes absorbieren Licht unterschiedlicher
Wellenlangen (siehe Abbildung 5-2).

OH" OH"
kationisch — neutral  — anionisch
470 nm (rot) € 650 nm (griin) € 595 nm (blau)
H+ H+

Abbildung 5-2:  Die verschiedenen Zustande des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue und die dazu-
gehdrigen Absorptionsbanden

Die Komplexierung des Farbstoffes durch die basischen Aminos&uren (z. B. Arginin)
eines Proteins fiihrt zum Ubergang vom kationischen in den anionischen Zustand.
Die Konzentration eines Proteins kann dann in Abhangigkeit von der Intensitat der
Extinktion bei 595 nm gemessen werden.

Die Messungen fiar die Proteinbestimmung wurden mit einem Kit von Pierce
(Rockford, IL, USA) durchgefiihrt. Die gebrauchsfertige Farbstofflésung wurde in
einem Verhaltnis 1:1 mit der verdinnten Proteinlésung versetzt und nach 10 min
photometrisch vermessen. Die Kalibrierung erfolgte Uber eine Eichreihe mit BSA
(bovine serum albumin) bzw. Cyanophycin (aus E. coli). Im Bereich von 1-8 pug/mL
bzw. 1-5 pL/mL wurde ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration der
Proteine und Intensitat der Absorption festgestellt (Kalibriergeraden siehe Kapitel
2.2.6 Abbildung 2-11).

5.1.7 Proteinbestimmung mit BCA-Reaktion

Eine weitere Methode zur Bestimmung des Proteingehaltes ist die Reduktion von
Cu(ll)-lonen zu Cu(l)-lonen durch Proteine in alkalischem Medium (= BIURET-
Reaktion). Im Anschluss daran erfolgt eine Chelatisierung der Cu(l)-lonen mit jeweils
zwei Bicinchoninsauremolekilen. Es bildet sich ein farbiger Komplex, dessen
Intensitat bei 562 nm quantitativ gemessen werden kann.

93



5 MATERIAL UND METHODEN

‘00C, COO

OH
Protein + Cu(ll)-lonen —— Cu(l)-

‘00C COO

farbiger BCA-Cu(l)-Komplex

Abbildung 5-3:  Reaktionsschema des BCA-Test-Systems: 1. Schritt Reduktion von Cu(ll)-lonen in
alkalischem Medium durch Peptidbindung in Proteinen; 2. Schritt Bildung des
farbiges BCA-Cu(l)-Komplexes

Die Extraktion fir die Bestimmung der I8slichen Proteine erfolgte aus 25 mg
getrocknetem Pflanzenmaterial mit 1 mL Extraktionspuffer, bestehend aus folgenden
Substanzen: 50 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,25 M Saccharose und 2 mM PMFS. Da
PMFS nicht wasserléslich ist, musste von dieser Substanz eine Stammldsung in
Isopropanol angefertigt werden. Die restlichen Pufferbestandteile konnten direkt
eingewogen werden und sind in Reinstwasser zu l6sen.

Die Extraktionsmischung wurde fir 5 min im Thermoschittler, bei 25 °C und
1000 U/min inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Abtrennung der wassrigen Phase
durch Zentrifugation (10 min; 19.000 g; 4 °C). Fir die photometrische Bestimmung
des Proteingehaltes wurde 50 pL Probelésung mit 1 mL BCA-Reagenz vermischt
und far 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Lésung wurde anschlieBend bei 562 nm
gegen eine Blanklésung (nur Puffer mit BCA-Reagenz) vermessen. Durch den
Einsatz einer Mikrowelle (MarsXpress von CEM) konnte die Zeit bei der Reaktion der
Probenlésung mit dem BCA-Reagenz auf 20s (bei 600 W) verklrzt werden
(PierceBiotechnology 2006).

5.2 Extraktion von Cyanophycin

Flr die Extraktion von Cyanophycin aus verschiedenem Pflanzenmaterial wurden die
besonderen Eigenschaften des Polymers in Bezug auf die Ldslichkeit in wassrigen
Systemen ausgenutzt. Cyanophycin ist nur bei pH-Werten < 2 bzw. > 9 16slich, sowie
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bei hohen Salzkonzentrationen (Simon und Weathers 1976; Simon et al. 1980;
Elbahloul et al. 2005; Fliser und Steinblichel 2005).

5.2.1 Cyanophycin aus Tabak

Bei der lIsolierung von Cyanophycin aus Tabakblattern wurde stets gefrier-
getrocknetes Material verwendet, welches von der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
Broer (Universitat Rostock) zur Verfligung gestellt wurde.

Das Blattmaterial wurde mit 0,1 %iger Natriumhydrogensulfitiésung vorbehandelt, um
einige stérende Substanzen im Vorfeld zu extrahieren. Dazu mussten die Blatter in
einem Becherglas mit dem 15-20fachem an Ldsungsmittel versetzt und mit einem
PUrierstab zerkleinert werden. AnschlieBend wurde mit einem LaborrtGhrer, mit
Blattrihrer, die Mischung aus Blattern und Ld&sungsmittel 30 min kontinuierlich
gerthrt (300 U/min). Bei diesem ersten Extraktionsschritt wurde von den gefrier-
getrockneten Blattern ein GroBteil des Lésungsmittels zur Rehydrierung genutzt und
konnte nicht zurlckgewonnen werden. Das Gemisch wurde nach dem Ruihren
zentrifugiert (30 min; 3.000 g; 25 °C). In der Uberstehenden Lésung wurde der pH-
Wert gemessen. Der pH-Wert der Lésung lag nach diesem ersten Extraktionsschritt
stets Uber 3. Somit konnte kein Cyanophycin isoliert worden sein. Die Lésung wurde
verworfen und der Blattriickstand wurde zurlick in ein Becherglas Uberflhrt und
erneut extrahiert.

Fir die eigentliche Extraktion des Biopolymers wurde dann eine Salzs&urelésung
(c= 0,1 mol/L; pH=1) im Verhaltnis 1:10 (m:V) verwendet. Die Mischung wurde
wieder far 30 min gerthrt (300 U/min) und anschlieBend zentrifugiert (30 min;
3.000 g; 25 °C). Der pH-Wert der Uberstehenden Lésung sollte < 2 sein. Die Blatter
wurden fur evtl. nachfolgende Extraktionen in das Becherglas zurlickgegeben.

Die L6ésung musste flr die weiteren Schritte der Isolierung des Biopolymers
vollstandig klar sein, es sollten keine Schwebstoffe enthalten sein, die bei der
anschlieBenden Fallung zu einer Verunreinigung des Niederschlages flhren
kénnten. Der pH-Wert der L6sung wurde mit Natriumhydroxidlésung (c = 1-8 mol/L)
auf pH =5 eingestellt. Bei groBen Lésungsmittelmengen wurde der pH-Wert auch
zuerst mit Hilfe von festem Natriumhydroxid (in Platzchenform) erhéht, um eine
groBe Zunahme des Endvolumens zu verhindern. Der anfallende Niederschlag
wurde abzentrifugiert (45 min; 3.000 g; 25 °C). Die Lésung wurde entsorgt und der
Niederschlag mit Methanol und Wasser mehrfach gewaschen, um eventuell noch
vorhandene Salzlasten und stérende Substanzen (Chlorophyll) zu entfernen.
AbschlieBend wurde der Niederschlag noch einmal zentrifugiert und in einer Gefrier-
trocknungsanlage getrocknet.
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5.2.2 Cyanophycin aus Kartoffeln

Bei der Isolierung von Cyanophycin aus Kartoffeln wurde sowohl gefriergetrocknetes
als auch frisches Material verwendet, welches wiederum von der Arbeitsgruppe von
Frau Prof. Broer (Universitat Rostock) zur Verfliigung gestellt wurde.

Bei den transgenen Kartoffellinien PsbY-cphAre L 12 und L 23 lag das Biopolymer im
gesamten Pflanzenmaterial verteilt vor. Von diesen Pflanzen wurden wie bereits
zuvor beschrieben (siehe Kapitel 5.2.1) auch die Blatter zur Isolierung benutzt. Bei
den gentechnisch veranderten Kartoffellinien B33-PsbY-cphAte L 32 und L 38
wurden nur die Knollen aufgearbeitet, da sich hier die Bildung und Speicherung des
Biopolymers einzig auf die Knollen der Kartoffelpflanzen beschranki.

Isolierung aus frischem Knollenmaterial

Die Extraktion von Cyanophycin aus frischem transgenem Kartoffelmaterial (siehe
Abbildung 5-4) erfolgte in Anlehnung an die Isolierung von Starke aus
konventionellen Kartoffeln.

Kartoffelreibsel
mit Extraktions-

mittel
v Kartoffelreibsel
werden zurlick-
< gefihrt fir
wiederholte
Extraktion
y
Starke und
_____ Cyanophycin
Abtrennung der saure Extraktion
groben Feststoffe N { )
von der Flissigkeit Neutralisation des

| — Uberstandes mit —p { 5
Sedimentation Natriumhydroxid i

Starke und
Cyanophycin Sedimentation

! ! Cyanophycin

Sedimentation

Trocknun
Starke J

Cyanophycin

Abbildung 5-4: Schematische Darstellung des Aufarbeitungsprozesses im LabormaBstab fiir die
wasserunldsliche Form des Cyanophycins.

Die zuvor gesauberten Kartoffeln wurden mit Hilfe einer elektrischen Muihle
zerkleinert (Kartoffelreibsel). AnschlieBend wurden die Kartoffelreibsel in 0,1 %iger
Natriumhydrogensulfitlésung aufgenommen und noch einmal mit einem Purrierstab
behandelt, um die Starkekdrner mdglichst vollstdndig aus der Kartoffelmatrix zu
l6sen. AnschlieBend wurde die Mischung Gber ein feinmaschiges Sieb
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(Maschenweite 70 um) in  Kartoffelwaschwasser + Starke und feste
Kartoffelbestandteile (Zellwande etc.) getrennt. Das starkehaltige Waschwasser
wurde dann zentrifugiert (45 min; 3.000 g; 25 °C) und der Niederschlag aus Starke
und Cyanophycin (wasserunldslicher Anteil) far die weitere Isolierung des
Biopolymers gesammelt.

Das Gemisch aus Starke und Cyanophycin wurde mit Salzsdure (c = 0,1 mol/L)
behandelt und danach erneut zentrifugiert (45 min; 3.000 g; 25 °C). Die Starke wurde
zur Charakterisierung des lIsolierungsprozesses gesammelt, getrocknet und
anschlieBend ausgewogen. Die Uberstehenden Lésungen aus den einzelnen
Zentrifugenréhrchen wurden in einem Becherglas vereinigt und nach Kontrolle des
pH-Wertes (sollte < 2 sein) mit Hilfe von Natriumhydroxid (c = 1-83 mol/L) auf pH =5
eingestellt. Der anfallende Niederschlag wurde wiederum mit Hilfe einer Zentrifuge
von der Lésung abgetrennt und in einer Gefriertrocknungsanlage getrocknet.

Isolierung aus lyophilisiertem Knollenmaterial

Bei der Extraktion des Biopolymers aus gefriergetrocknetem Material (Knollen- oder
Blattmaterial) wurde dieselbe Methode angewendet, die bereits flr die Tabakblatter
beschrieben worden ist (siehe Kapitel 5.2.1).

In einem ersten Schritt wurde die Probe mit 0,1 %iger Natriumhydrogensulfitlésung
behandelt und das beim Zentrifugieren anfallende L&sungsmittel verworfen.
AnschlieBend erfolgte die eigentliche Extraktion mit Salzsdure (c = 0,1 mol/L) und die
Fallung aus der klar filtrierten L6sung mit Natriumhydroxid.

Der Niederschlag wurde mit Wasser und Methanol gewaschen und mit Hilfe einer
Gefriertrocknungsanlage getrocknet.

5.3 Filtration

Bei der Isolierung von Cyanophycin aus transgenen Kartoffelknollen missen die zwei
verschiedenen Formen des Biopolymers beriicksichtigt werden. Sie unterscheiden
sich vor allem beztglich ihrer Léslichkeit in Wasser. Aufgrund dieser verschiedenen
Loslichkeitseigenschaften gab es zwei unterschiedliche Ansatze, die mit der Filtration
bearbeitet werden sollten. Zum einen sollte das bei der Extraktion anfallende
Kartoffelwaschwasser (KWW) mit der wasserléslichen Cyanophycinform aufkon-
zentriert werden, zum anderen sollte das ausgeféllte in Wasser unlésliche Cyano-
phycin nach der Isolierung aufgereinigt werden.

In Kapitel 7.3 sind die beiden Filtrationsanlagen abgebildet, die flr diese Frage-
stellungen benutzt worden sind.
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5.3.1 Filtration von Kartoffelwaschwasser

FOr die Filtration des Kartoffelwaschwassers (KWW) wurde die Filtrationsanlage der
Firma Osmota (siehe Abbildung 7-1) verwendet. Die Antriebskraft fur die Filtration
entsteht bei dieser Anlage durch eine in das System integrierte Hochdruckpumpe, so
dass mit einem kontinuierlichen Uberdruck (5 bis 10 bar) gearbeitet werden kann.
Zusétzlich kann die Uberstrémungsgeschwindigkeit der Membran durch Regler
eingestellt werden, um eine mdglichst optimale Trennung der Bestandteile zu
erreichen.

Tabelle 5-2: Angaben des Herstellers iber die Trenneigenschaften der verwendeten Membran mit
einem MWCO von 10 kDa.

Testsubstanz MW [kDa] Riickhalt [%)]
Inulin (10 %) 5 60-80
Dextran T10 (1 %) 10 80-93
BSA (0,15 %) 67 >99

Die verwendete Membran bestand aus Cellulose (Nadir GmbH) mit einer
Ausschlussgrenze (MWCO) von 10 kDa. Vom Hersteller wurden fir diese Membran
die in Tabelle 5-2 aufgelisteten Trenneigenschaften angegeben.

Rucklauf /7 "\
N %
cross flow Technik X
ggr:ﬁ::-r ZuIaqu > ﬁ’ H><H—> Retentat
Pumpe T T gy embran
Permeat

Abbildung 5-5:  Schematische Darstellung der cross flow Technik (Querstromverfahren)

In der Anlage kénnen Volumina zwischen 0,5und 2L mit cross flow Technik
(Querstromverfahren) GOber eine Flachmembran filtriert werden. Die Technik des
cross flow wird vor allem zur Aufkonzentrierung oder zur Entsalzung von Lésungen
verwendet. Es wird dabei eine Lésung in einem geschlossenen Kreislauf parallel zur
Membran zirkuliert und das gewlnschte Produkt durch die Filtrationsmembran
zurickgehalten (siehe Abbildung 5-5).
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Durch die Zugabe von Wasser sollten die niedermolekularen Bestandteile aus dem
Kartoffelwaschwasser Uber die Membran abgetrennt werden. Lediglich die Proteine
sollten zurlckgehalten werden. Die Filtration wurde durch pH-Wert- und Leitfahig-
keitsmessungen des Permeates standig kontrolliert.

5.3.2 Filtration von Standardproteinen

Im Gegensatz zur Osmota-Anlage, die mit einer hohen Uberstrdmungsrate an der
Membran einer Verstopfung entgegen zu wirken versucht, wurde die Lésung in der
zweiten Membrananlage (Ruhrzelle von Schleicher & Schuell) gerihrt. Die Anlage ist
mit einem magnetischen Rihreinsatz ausgestattet, der Uber ein Magnetrihrwerk
gesteuert werden konnte. Die Geschwindigkeit des Ruihrers betrug wahrend aller
Versuche 300 U/min.

Durch die Erweiterung der Membrananlage, um ein 3-Wege-Ventil, war es moglich,
den FlUssigkeitsstand in der Anlage nahezu konstant zu halten bzw. wieder
auszugleichen, so dass der Druck auf die Membran nur leichten Schwankungen
unterworfen war. Somit konnte auch die vorzeitige Verstopfung der Membranporen
verhindert werden.

Das Permeat aus den Filtrationsversuchen mit einigen Standardproteinen wurde
photometrisch untersucht. Dazu wurden jeweils 5 mL Permeat in einem 15 mL
FalcongefaBB gesammelt und anschlieBend zur Konzentrationsbestimmung mit der
BRADFORD Methode oder direkt photometrisch vermessen (Kalibriergeraden far die
einzelnen Standardproteine siehe Kapitel 7.4, Abbildung 7-4 und Tabelle 7-3).

5.3.3 Filtration von isolierten Cyanophycinproben

Die Filtration der isolierten Cyanophycinproben wurde durch einen Argoniberdruck
von 1,5bar erreicht. Die verwendeten Membranen bestanden wiederum aus
Cellulose (Nadir GmbH) mit einem Ausschlussgrenze (MWCO) von 5-30 kDa. Ein
entscheidendes Auswabhlkriterium bei der Filtration der isolierten Cyanophycinproben
war die pH-Stabilitdt der Membranen, vor allem im stark saurem Bereich unterhalb
von pH = 2.

Das Permeat der Filtrationsversuche wurde photometrisch untersucht. Dazu wurden
jeweils 5 mL Permeat in einem 15 mL Falcongefal3 gesammelt und anschlieBend mit
der BRADFORD Methode vermessen.
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7 Anhang
7.1 Gerateliste

Tabelle 7-1: Liste der verwendeten Gerate mit Angabe des Herstellers
Gerat Bezeichnung Firma
Elektrische MUhle MF 10 basic IKA® Labortechnik
Sieb 1,0 mm
Mahleinsatz
Elementaranalysator Quest ... Thermo
Filtrationsanlage Rahrzelle SC 75 Schleicher & Schuell
Filtrationsanlage MEMCALL OS-MS-01 KSC Osmota GmbH
Gelelektrophorese
Kammer Vertical Mini-Gel System, Sigma
Single Unit
Stromversorgung Electrophoresis Power Supply Consort
EV231
Heizblock
HPLC: Knauer K 501
Pumpen Smartline 1000 Knauer
Autosampler Smartline 3800 Knauer
Degasser Knauer
DAD-Detektor Smartline 2800 Knauer
RI-Detektor K-2301 Knauer
Saulenofen Jetstream 2 Plus Knauer
Vorsaule Supelcoguard Ca/C 611 59306-U Supelco
5cmx 4,6 mm
Saule Supelcogel Ca 59306-U Supelco
30cm x 7,8 mm
Software Chrom Elite (Version 2.05) Knauer
LaborrGhrer Eurostar digital IKA Labortechnik

LC-MS: (Baujahr 2005)

Pumpen
Autosampler
UV-Detektor
MS-Detektor
Software
Saulenofen
Vorsaule
Saule

Thermo Scientific

MS Pump Plus- Finnigan Surveyor

Plus — Finnigan Surveyor
PDA Plus - Finnigan Surveyor
Finnigan LTQ

Xcalibur (Version 2.0 SR2)

EZ:faast AAA-MS HPLC Column

25cm x 2,0 mm

HPLC column (150 x 2,1mm; 5um)
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Gerat Bezeichnung Firma
Leitfahigkeitsmessgerat Portamess® SE 204 Knick
Mikrowelle MARS Xpress CEM
pH Meter pH 340i WTW
inolab pH Level 1 WTW
Photometer uv1 Thermo Spectronic
Specord 200 und 50 Analytik Jena
Software WinAspect Analytik Jena
Pipetten 100-1000pL, 20-200pL, Eppendorf
2-20 pL, 1-5 mL
PUrrrierstab STM1200 SIG GmbH
Reinstwasseranlage SG Seral
Speed Vakuum Anlage
Zentrifuge RVC 2-18 Christ
Pumpe LVS 301 ILMVAC
Sprihtrockner Mini Spray Dryer B-290 BUCHI
Thermoschattler Thermomixer comfort Eppendorf
HTM 130 HLC
Vortex VV3 S40 VWR
Waage BP 121 S Sartorius
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf
Centrifuge 5415 R Eppendorf
Mikro 22R Hettich
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7.2 Chemikalienliste

Die verwendeten transgenen Tabak- und Kartoffelproben wurden von der
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Inge Broer (Universitat Rostock) zur Verfligung gestellt.
Es handelt sich dabei um Tabak mit dem Konstrukt PsbY-cphAt. Event 51-3 und
Kartoffeln mit dem gleichen Konstrukt PsbY-cphAr. Klon 10, 12 und 23, sowie
Kartoffeln mit einem knollenspezifischen Promotor B33-PsbY-cphAr. Klon 32 und 38.
Das Pflanzenmaterial stammt sowohl aus GWH- wie auch aus FL-Versuchen.

Die Cyanophycin-Isolate aus E. coli sowie das Verdauungsenzym Cyanophycinase
wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Wolfgang Lockau (Humboldt-

Universitat zu Berlin) zur Verfigung gestellt.

Tabelle 7-2:  Liste der verwendeten Chemikalien mit Angabe des Herstellers, sowie der
verwendeten Reinheit [%]

Chemikalie Beschreibung / Reinheit Firma

Aceton ultra Resi-analyzed J.T. Baker

ACN mit 0,1 % HCOOH

Ameisensiure

BRADFORD Reagenz
Cyanophycin
Coomassieféarbung
Gele

Laufpuffer

Methanol
Natriumhydrogensulfat
Natriumhydrogensulfit
Natriumhydroxid
Polyaspartat
Poly-L-Leucin
Probenpuffer
Proteinstandards

Reinstwasser

LC-MS Chromasolv®
84 — 86,5 %

Coomassie Protein Assay Kit
aus E. coli

SimplyBlue™ SafeStain
NuPAGE® Novex® 10 % Bis-Tris

und 4-12 % Bis-Tris; 1,0 mm x 10 well

MES-SDS Running Buffer (20x)
ultra Resi-analyzed

295 %

39 %ige Lésung in Wasser, p.a.
zur Analyse

Baypure DS 100 fest G/MU

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)

NuPAGE® SeeBlue™
Prestained Standard (1x) und

Unstained Standard

Riedel-de Haén

VEB Laborchemie
Apolda

Pierce
AG Lockau

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

J.T. Baker

Fluka
Merck-Schuchardt
Lachema

Bayer AG

Invitrogen

Invitrogen
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Chemikalie Beschreibung / Reinheit Firma
Salzsaure 37 % puriss. p.a. Sigma-Aldrich
Schwefelsaure 95-97 % fir Analyse Sigma-Aldrich
SDS for molecular biology / approx. 99 %  Sigma
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan J.T. Baker
ultra Resi-analyzed
Proteine
BSA Albumin from bovine serum /=96 %  Sigma
Lysozym from chicken white egg Sigma
Myoglobin Myoglobin from horse heart / min. 90 % Sigma
Pepsin
Trypsin Proteomics Grade Sigma
Wasser mit 0,1 % LC-MS Chromasolv® Riedel-de Haén

Ameisensiure

Zitronensaure ultra Resi-analyzed J.T. Baker
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7.3 Aufbau der Filtrationsanlage

Filtrationsdruck:
max. 100 bar
Volumen:
2 L (Vorratsbehélter)

Membranflache
(effektiv):

80 cm?

Verhaltnis
Volumen/Flache:

25cm

Abbildung 7-1:  Osmota OS-MC-01 mit cross flow Technik fiir Flachmembranen: Filtration von
Kartoffelwaschwasser (Charakterisierung der Membrananlage von J. Kréckel 2005)

Filtrationsdruck:
max. 6 bar
Volumen:
max. 75 mL

Membranflache
(effektiv):

13,9 cm?

Verhaltnis
Volumen/Flache:

5,39 cm

Abbildung 7-2:  Rihrzelle SC 75 von Schleicher & Schuell fir Flachmembranen: Filtration der
isolierten Cyanophycinproben (Charakterisierung der Rihrzelle SC 75 von J. Kréckel

2005)
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7.4 Abbildungen, Tabellen und Kalibrierungen

Zu Kapitel 2.3.5 Aufreinigung der isolierten Proben durch Mehrfachféallung

188 188
62 62
o 38

2
28 ) .
18 - 18
14 14
6 6
3 3

I I III IV V VI VII

Abbildung 7-3: SDS-Gel mit Proben aus dem Versuch zur Mehrfachféllung. 1 und VI
Proteinstandard mit GréBenmarker in kDa, Il cyanophycinhaltige Fraktion nach dem
ersten Aufldsen und Wiederausfallen, lll Riickstand nach dem ersten Auflésen und
Wiederausfallen, IV cyanophycinhaltige Fraktion nach dem zweiten Auflésen und
Wiederausféllen, V Rickstand nach dem zweiten Auflésen und Wiederausféllen, VI
cyanophycinhaltige Fraktion nach dem dritten Aufldsen und Wiederausfallen

Zu Kapitel 2.4.2 Filtration von Standardproteinen

06 Kalibriergleichungen:

Myoglobin ()

0,5 - & x=y-—0,0231
0,0500
0,4 - = BSA (©)

P x =y —0,0237
0,3 - 3 0,0291

>3

0,2 - ® o Lysozym ()
o

x =y +0,0004
0,0270

Extinktion bei 595nm (-)

< 0

0,1 4

! O =

Q

0,0 *

. . . . . : : | Pepsin (1)

3 4 5 6 7 8 9 10 x=y-0,0144
c (ug/mL) 0,0066

N ABCO I

Abbildung 7-4:  Kalibrierung von verschiedenen Standardproteinen mit der BRADFORD Methode
Myoglobin, © BSA, ¢ Lysozym, [ Pepsin — entsprechende Kalibriergleichungen
siehe rechte Seite
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Tabelle 7-3: Kalibriergleichungen flr verschiedene Standardproteine an ihrem Absorptions-
maximum

Protein Konzentrations-  Absorptions- Kalibrier- Bestimmt-
bereich maximum gleichung heitsmaB R?

Pepsin 10 — 200 pg/mL 276 nm x =y —0,0259 0,9972
0,0012

100-1000 pg/mL 276 nm X =y + 0,0035 0,9998
0,0011

Myoglobin 10-1000 ug/mL 280 nm  x =y —0,0353 0,9997
0,0016

BSA 100-1000 pg/mL 280 nm X =Yy + 0,0409 0,9970
0,0006

Zu Kapitel 2.5.1 Stérkestabilitat unter Sdureeinfluss

60

551

50 1

45 1

404

351

30 1

u RIU

251
151
10-

5 i

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
t in min

Abbildung 7-5:  Kalibrierung verschiedener Zucker mit HPLC-Messmethode (FluB = 0,8 mL/min,
Eluent = Reinstwasser, Detektor = RI); Retentionszeiten: Maltose = 6,6 min, Glucose
= 8,3 min und Fructose = 9,7 min
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Tabelle 7-4: Kalibriergleichungen verschiedener Zucker ermittelt mit HPLC-Messmethode (FluB =
0,8 mL/min, Eluent = Reinstwasser, Detektor = RI)

Zucker Retentionszeit Konzentrations- Kalibrier- Bestimmt-
bereich gleichung heitsmaB R?

Maltose 6,8 min 1—-20 mM x=y—2581 1,0000
3394,69

Glucose 8,2 min 1—-20 mM X=y+ 7,58 1,0000
1637,08

Fructose 9,7 min 0,25 -2,5mM x=y+ 21,63 0,9999
1406,10

1-20mM x=y+11,93 1,0000
1505,50
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