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Agenda A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

* Einleitung
e Exkurs - Integration von Mikroalgen
e Wirtschaftliche Nutzung von Mikroalgen

e Downstream Processing
— Uberblick Trenntechniken
— Abtrennung von Zellen
— Zellaufschluss
— |Isolierung von Zielprodukten

e Entwurf fur ein komplexes Aufarbeitungsschema
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Einleitung A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

e 2010 im Rahmen des Clusters Life Sciences Mitteldeutschland Etablierung
einer Projektgruppe , Algenbiotechnologie in Mitteldeutschland”

e Partner: HS Anhalt, Gicon GmbH, Salata GmbH, Universitat Leipzig, BMD
e Koordinierung der Gruppe durch die BMD GmbH

e Langfristiges Ziel des Projektes: Aufbau eines ,Mitteldeutschen
Algenzentrums” in Kéthen

e 2011 im Auftrag des Clusters Erarbeitung einer Studie zu den
Marktpotenzialen von Mikroalgen durch Genius GmbH unter Mitwirkung
der Partner

2012 Fortfiihrung der Clusteraktivitaten durch medways e.V. und
Beantragung eines Innovationsforums zur Algenbiotechnologie

2013 in Vorbereitung des Innovationsforums Erarbeitung einer
Literaturstudie zum Downstream Processing (Auftrag an BMD)
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Ziele der Studie A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Inhaltliche Schwerpunkte der Projektgruppe ,,Algenbiotechnologie in
Mitteldeutschland“
* Auswahl relevanter Algenspezies
— Vergleich von bekannten Algen auf wirtschaftliche Relevanz und Verwertbarkeit
— Screening auf nutzbare extrazellulare Produkte bei Algen
— Suche nach Algen mit méglichst hohem Olgehalt (Biodieselproduktion)
e Entwicklung von Methoden zur effizienten Gewinnung von intrazellularen
Inhaltsstoffen
— Auswahl von Aufarbeitungsschritten (in Abhangigkeit von Alge und Produkt)

— Entwicklung neuartiger Abtrennungstechnologien zur Verbesserung der
Wirtschaftlichkeit

Vorarbeit daflir: Studie zu aktuellen Entwicklungen im Downstream Processing
In der Algenbiotechnologie
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A
Exkurs: Integration von Mikroalgen A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

* Grundlage: Posten und Walter 2013, ,Microalgae Biotechnology:
Integration an Bioeconomy*“

e Ziel: nachhaltige und 6konomisch lebensfahige Nutzung des Potenzials von
Algen

* Voraussetzung: Integration der Algen in technische Prozesse, in die Umwelt
und in die Gesellschaft

* Losungen nicht durch einzelne Technologien, sondern nur durch das
Zusammenwirken unterschiedlicher Bereiche der Biologie und der
Ingenieurwissenschaften unter Einbeziehung der Sozial- und
Kulturwissenschaften

* Integration auf verschiedenen Ebenen
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\
Exkurs: Integration von Mikroalgen A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Integration auf dem Prozess-Level

— Abschatzung eines ,window of operation”

— Integration einzelner Prozessschritte ineinander (in-situ-Produktabtrennung
Integration auf dem metabolischen Level

— Konzept des Crossfeeding (Bildung von Primar- und Sekundarprodukten)

— Genetische Integration autotropher und heterotropher Stoffwechselschritte
Integration in die Umweltbedingungen

— Optimierung des Wasserverbrauchs

— Notwendigkeit der (zusatzlichen) Energieversorgung fir die Algenproduktion
Anpassung am kulturelle Gegebenheiten

— Akzeptanz des Einsatzes von Algen in der Lebensmittelproduktion

— Verwendung von Algen in der ,Griinen Chemie” durch genetische Modifizierung
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Wirtschaftliche Nutzung von Mikroalgen A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

* \Verwertung der gesamten Biomasse:

Energie aus Algenbiomasse (Biogas),

hochwertige Nahrungsmittel oder Futter- und Lebensmittelzusatzstoffe,

e Gewinnung hochwertiger Zielprodukte:

Carotinoide und andere Farbpigmente,
essentielle Fettsauren, Aminosauren und Vitamine,
Enzyme und andere Proteine,

antibiotisch, antiviral und andere pharmakologisch wirksame Stoffe,

e andere energetische Nutzung:

CO,-Fixierung und Recycling (in Biogasanlagen und Kraftwerken),
H,-Produktion

N,-Fixierung (NH,*-Produktion) aus Srienl el

Jena, 12.09.2013 Dr. Werner Stuber, BMD GmbH 7



Downstream Processing - Mogliche Ansatzpunkte

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Prozesskette
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Photobioreaktoren - Auswahl BMD A‘

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT
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Photobioreaktoren Beispiele BNVID &

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Tubularreaktor der Gicon GmbH an der

Rohrenreaktor der Fa. Roquette, Klotze HS Anhalt in K&then
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Prinzipieller Aufbau des Downstream | A
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Trennoperationen mit besonderem
Innovationspotenzial

BIVID &

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT
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Downstream Processing BVID &

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Kostenverteilung zwischen Upstream und Downstream
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Kostenverteilung zwischen Upstream und Downstream processing in Abhangigkeit vom
Produkttiter (aus ,Selektive Trenntechniken®, Diskussionspapier des AK 2008)
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FlieBschema zum Downstream Processing

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Water reclamation Microalgae E> Cell harvest |:> Lipid extraction |:> Trans-
plant cultivation (Raw Biomass) (Microalgal oil) esterification
Wastewater | Residual algal 1
biomass . . . g
(Carbohydrate and Boor mgienials Biodiesel
Protein) Bio-chemicals
Volatile
fatty acid @ - Bio-alcohol
Hydrolysis - Bio-alkene
@ - Bio-polymer
| Acidogensis -C3& 4 aus Kim et al., 2013
Methanogenesis | CH,
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Abtrennung von Zellen | P\

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Allgemeine Uberlegungen (nach Kim et al., 2013)

e Die Wahl der Erntetechnik hangt von den Eigenschaften der Mikroalge und
den Charakteristika der gewunschten Produkte ab

 Die Kombination verschiedener Erntetechniken kann die Schwachen der
einzelnen Techniken kompensieren und fiihrt haufig zu synergistischen
Effekten im Ernteprozess

 Entwicklung von Prozessen, mit denen eine vollstandige Abtrennung der
Zellen aus der verdiinnten Suspension und ein effektives Wasser- und
Nahrstoff-recycling erreicht wird, so dass der Ernteprozess nur einen
geringen Teil der Gesamtkosten des DSP beitragt

* Die Einflusse der gewahlten Erntetechnik auf nachfolgende Prozesse, wie die
Lipidextraktion, mussen so gering wie moglich gehalten werden

* mehr Studien zu Erntetechniken fur marine Mikroalgen
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Abtrennung von Zellen Il - Flokkulation " . ..o

e Bildung von Partikeln mit grollerem Durchmesser und hoherer Sinkgeschwindigkeit
durch Autoflokkulation oder durch Zugabe von Flockungsmitteln

 Ausgewahlte Beispiele:

Ko-Kultivierung mit filamentosen Pilzen, Wachstum in Pellets

Flokkulation mit Poly-Glutaminsaure: Effizienz von 90 %, Konzentrierungsfaktor
20-fach, Keine Lipidverluste

Flokkulation durch Chitosan: z.B. 20 mg/| bei Phaeodactylum, = Maoglichkeit
der Kooperation mit Fa. Medical Chitosan Halle

Bioflokkulation durch Veranderung der Zusammensetzung des Mediums,
dadurch Induktion der Flockung der Algenzellen untereinander, z.B. Zugabe
eines durch Paenibacillus sp. gebildeten Bioflokkulants zur Abtrennung von
Chlorella-Zellen aus der Massenkultur
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Abtrennung von Zellen - Filtration A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

e Abtrennung von Partikeln aus einer fluiden Phase mit Hilfe poroser Trager

e Zunehmend Einsatz von Membranfiltration, aber schnelle Verstopfung der
Membranen wegen der geringen ZellgroRe

e Beispiele
— dynamic cross flow filtration

e vOllig neuer Aufbau der Filter, dadurch nur ein Filtrationszyklus notwendig,

e schonende Filtration und geringe Verstopfung

« Okonomisch giinstiger als tangentiale cross flow filtration
 Immobilisierung

e Einbettung der Zellen in eine Gelmatrix aus Alginat

e GroRere kugelige Gebilde, einfache Abtrennung durch Siebfiltration
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Zellaufschlussverfahren

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Zellaufschlussverfahren

mechanische Methoden

nicht mechanische Methoden

-Nassmabhlen in

Ruhrwerkskugelmuhlen
(RWKM)

-Hochdruckhomogeni-
satoren (HDH)

-Ultraschall
-Trockenmahlen
-Ruhren (Ultra-TURRAX)

physiko- chemische biochemische
chemische Methoden Methoden
Methoden
| | |
-osmotischer -Saureaufschluss -Viren
Schock -Laugeaufschluss -Phagen
-Gefrieren/ . _—
Auftauen -Detergentien -Antibiotika
(Thermoschock) -Lésungsmittel -lytische
-Gefriertrocknung/ | | -etc. Enzyme
(Mahlung)
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Zellaufschluss - Ultraschall A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

e Aufschluss von Zellen durch Erzeugung von hohen Druckunterschieden auf
kleinstem Raum (Kavitationen)

e Beispiel

Anwendung als ,|6sungsmittelfreie” Ultraschall-unterstiitzte Extraktion
von Lipiden aus Mikroalgenzellen

Wasser ist Losungsmittel fuir wasserldsliche Substanzen, Lipide (Ol)
bilden zweite Phase, die leicht abgetrennt werden kann

keine zusatzliche Energie zur Phasentrennung und zur Entfernung des
Losungsmittels aus dem Zielprodukt

Vergleich zur klassischen Extraktion: 6kologischer (keine toxischen
Losungsmittel) und dkonomischer (geringere Kosten durch Energie-
ersparnis)

Reaktoren von 100 bis 5000 |/h bereits in der chemischen und
Lebensmittelindustrie im Einsatz, Testung fir Algen

Jena, 12.09.2013 Dr. Werner Stuber, BMD GmbH 19



Zellaufschluss Il A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

e Osmotischer Schock: Suspendierung von Zellen in hypertonischer Losung,
Zentrifugation, Resuspendierung in destilliertem Wasser - Platzen der
Zellen

— Direkte Extraktion von Lipiden aus feuchter Biomasse von
Chlamydomonas durch drastische Erhohung der Salinitdat = Bis zu
zweifach hohere Lipidausbeute

* Biochemische Verfahren: schonende und spezifische Lyse von Zellen

— Einsatz von Enzymen, z.B. Cellulasen, und Enzymgemischen, haufig
besser geeignet, weil Zellwande der Mikroalgen aus komplexen
Polysacchariden und anderen Polymeren bestehen

— Herstellungskosten der Enzyme fiir grofStechnischen Einsatz noch zu
hoch, Recycling der Enzyme wenig effektiv
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Isolierung von Zielprodukten |

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

e Vergleich von Extraktionsverfahren fir Lipide (aus Kim et al.,
2013)

Dry route
- High extraction yield

- Extensive encrgy consumplion in drying process

e e (e e T ) e T e [ [ T e (e T, [

-
A
]
5 1
Drying » Extraction i
|
1

- Organic solvent extraction
= Supercritical fluid extraction
. - Sometimes cell disruption - .
CUEIVAEoN |/ Ne e w s e ars e e as e s e e e e Biodiesel | Separation
& Harvest conversion ’| & purification

------------------------- %

I . . ]
Il disruption .

| Cell disruptio s Extracion .
| pretreatment 1
| 1
: - Mechanical methods - Organic solvent extraction !
| (bead beating. ultrasonication, etc.) - Supercritical fluid extraction :
. Chemical methods (acid/base, etc.) = Water recyele i
§ - Biological methods (enzyme) !

N e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = -

Wet route

- Much better energy balance
- Low extraction efficiency (vield, time)
- Effective cell disruption pretreatment required
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Isolierung von Zielprodukten II - '|,
M i krowe I I e n LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHAU;

e Extraktion von Lipiden aus Scenedesmus

— Erhitzung des Wasser-Algen-Gemisches auf 80 bzw. 95 °C in einem
kontinuierlichen Mikrowellensystem fiir 30 min

— 77 % des gesamten Ols extrahiert

 Nannochloropsis — direkte Transesterifikation
— Getrocknete Biomasse suspendiert in Chloroform-Methanol
— Zusatz eines SrO-Katalysators
— Behandlung mit Mikrowellen oder Ultraschall
— Deutlich héhere Ausbeute im Mikrowellenofen
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Isolierung von Zielprodukten lIli P\

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Milking: direkte Gewinnung der Zielsubstanz aus den lebenden Zellen ohne
Ernte und Abtotung der Zellen

— Zwei-Phasen-Reaktor: Kultivierung der Mikroalgen in wassriger Phase,
dariber organische Phase

— Extraktion der extrazellularen Substanzen in die organische Phase

Fraktionierung im Zwei-Phasen-System (US-Patent)

— Zur Permeabilitats-Konditionierung Suspendierung der Biomasse in

wasser-basiertem polarem Lsm. Durchmischung mit mind. einem
nichtpolaren Lsm.

— Nach Phasentrennung Anreicherung der Biomasse in der polaren Phase
und Losung der nichtpolaren Substanzen in der nichtpolaren Phase

— Keine Aussage zur Vitalitat der Zellen nach der Fraktionierung
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Isolierung von Zielprodukten IV A

LIFE SCIENCES AGENTUR SACHSEN-ANHALT

Elektrofiltration (entwickelt von Prof. Posten und Mitarbeitern)

— Kombination von Membranfiltration und Elektropherese zur Isolierung
von Biopolymeren

— Anlegen eines elektrischen Feldes an eine normale Filterkammer parallel
zur Filtrationsrichtung

— geladene Biopolymere wandern zu der Elektrode, die der Membran
gegenuberliegt

— Dicke des Filterkuchens auf der Filtrationsmembran wird verringert
— Geringe Scherkraft , deshalb schonendes Verfahren
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Algensuspension

|

Zentrifugation o. andere Abtrennung der Zellen

/\

Algenzellen Kulturfliissigkeit
Resuspendierung, Zugabe von
Permeabilisatoren
zum Leakage der Zellhiille
Abtrennung der Zellhtllen Aufarbeitung auf extrazelluldre Produkte
Zellhiillen bzw. groRe Molekiile niedermolekulare Substanzen
(Polysacch., Proteine) inkl. Lipide

Resuspendierung, Zugabe von
Proteasen
zur Freisetzung von AS

Aufarbeitun zurWderAS Abtrennung der freien Feﬂsaur%

restliche niedermolekulare
Bestandteile

Zugabe von Lipasen, Freisetzung
von Fettsauren aus zellularen Lipiden

restl. Biomasse freie Aminosauren freie Fettsdauren

energetische Verwertung weitere Aufarbeitung
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Innovationslabor Algenbiotechnologie an der HS '
Anhalt BVID &
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