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Kurzfassung — Teil A
Die Grune Bioraffinerie — Ausgangslage und Motivation

Die Bewirtschaftung von Grinland zahlt zweifellos zu den nachhaltigsten
Produktionsweisen der Landwirtschaft. Die stoffliche Nutzung von Grinlandbiomasse
(,Gras®) bietet eine breite Palette von mdglichen Produkten, die bisher im technischen
Bereich nicht genutzt werden. Mittelfristig werden durch den Strukturwandel in der
Landwirtschaft nach Schatzungen der BAL-Gumpenstein 750.000 Tonnen Trockenmasse
pro Jahr von Wiesen Osterreichweit verfligbar sein. Gras soll in Zukunft nicht nur als
Energiequelle dienen, sondern auch zur Produktion von Chemikalien, biogener Werkstoffe
(wie Kunststoff und Verpackungsmaterial) und Pflanzenfasern (z.B. fur Dammplatten)
verwendet werden. Gemeinsam mit potenten Industriepartnern wird durch das
KORNBERG INSTITUT und die Hartberger AuRenstelle des JOANNEUM RESEARCH ein
wirtschaftlich rentables Konzept entwickelt. Dazu wurde im Rahmen der ,Fabrik der
Zukunft® ein Projektbundel Grune Bioraffinerie definiert, welches sich aus drei
Teilprojekten mit jeweils eigenen Zielen zusammensetzt: Teilprojekt-1: ,Verwertung der
Faserfraktion®, Teilprojekt-ll: ,Proteine aus Grassaften®, Teilprojekt-1ll: ,Milchsdure aus
Grassilagesaften. Das Gesamtprojekt Grine Bioraffinerie Osterreich birgt eine Fllle
regionalpolitischer Aspekte. Exemplarisch sei hier der Erhalt und Schutz der
Kulturlandschaft und die Okologisierung der Landwirtschaft auf Basis eines wirtschaftlich
tragfahigen Konzepts zu nennen.

Proteine aus Grassaften — Inhalt und Ziele des Teilprojekts

Proteine aus Griinlandbiomasse sind wohl das bekannteste Produkt aus dieser Gruppe
der Nachwachsenden Rohstoffe. Bereits 1773 wurde eine Proteinfraktion aus Grinmasse
gewonnen. Die Erzeugung der Proteine aus frischer Grinmasse erfordert
Kampagnenbetrieb von Mai bis Oktober. Durch das Konzept der Lagerung der
Griinmasse in Form von Silage soll ein ganzjahriger Betrieb ermdglicht werden. Leider
existiert derzeit keine oder kaum Literatur zur Gewinnung von Proteinen aus Silage. Der
Industriepartner LACTOPROT AG, einer der flhrenden Casein-Hersteller, ist daran
interessiert gentechnikfreie ,Grassaftproteine” in hochwertigen Spezialfuttermitteln
(Milchaustauscher) einzusetzen. In diesem Projektmodul wird nun untersucht inwiefern
sich derartige Eiweille daflir eignen und welche Unterschiede zwischen Griinmasse- und
Silageproteinen in Struktur (Proteine, Peptide, freie Aminosduren), Abtrennbarkeit
(Gewinnung) und Verarbeitung bestehen. Ziel ist die Formulierung eines hochwertigen
Milchaustauscherfutters bzw. das Aufzeigen moglicher Produktalternativen auf Basis von
Silageproteinen.

Methode der Bearbeitung und verwendete Daten

Die Umsetzung des Teilprojekts ,Proteine aus Grassaften® erfolgte in sechs
Arbeitspaketen. () Rohstoffgewinnung, (II) Analytik, (lll) Versuche im Technikums- bzw.
Pilotanlagenmalstab, (IV) Produktspezifikation u. Pilotanlagenkonzipierung, (V) Logistik
und (VI) Literaturrecherche und Berichtslegung. Bei diesem Projekt handelte es sich
primar um empirische Forschung. In begrenztem Umfang (Saft-Basisanalytik) konnte auf
Vorprojekte zurtickgegriffen werden. Die vorangestellten Versuche zur Fraktionierung der
Grunlandbiomasse und Silagen fanden bereits in der Gré3enordnung von Pilotanlagen
statt. Ultrafiltrationsversuche konnten im bis zu 100 | MaRstab durchgefiihrt werden. Die
begleitende Analytik der unterschiedlichen Phasen wurde einerseits durch das IFA-Tulln,
das Institut fur Lebensmitteltechnologie der BOKU wund der Bundesanstalt fur
Alpenlandische Landwirtschaft durchgeflihrt. Bevor mit der Arbeit im Labor begonnen
wurde, wurde die Literatur recherchiert und mit Experten diskutiert. Die Ergebnisse der
Versuche wurden direkt mit den beteiligten Firmen besprochen. Darauf folgte die
Uberpriifung der vorgeschlagenen Prozesswege auf ihre Wirtschaftlichkeit. Prinzipiell
wurden nur solche Verfahrensschritte weitergehend verfolgt, die das Pradikat
.Nachhaltige Technologie* bestmdglich erflllen.
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Kurzfassung — Teil B
Ergebnisse

Grlinlandbiomasse mit durchschnittlichen bis hohen Proteingehalten (Kleegras,
Bastardraygras, Dauerwiese, Luzerne und Knaulgras) wurde fir die Versuche der Jahre
2001 und 2002 herangezogen. Grinlandbiomasse wurde entweder erntefrisch oder als,
mit Milchsaurebakterien beimpfte, Silage eingesetzt. Alle erzeugten Siloballen wiesen
hervorragende Qualitat (keine Fehlgarung) auf. Die Abtrennung der Proteine erfolgte nach
der Zerkleinerung mittels Schneckenpressen bei einem Durchsatz von bis zu 500 kg
FM/h. Die Rohproteinausbeute (CP) aus frischer Grinlandbiomasse betrug rund 20 % in
beiden Versuchsjahren, trotz Variation der Versuchsparameter (Doppelpressung). Die
CP-Ausbeute aus der Silage konnte gegenuber dem ersten Versuchsjahr um ca. 70 % auf
rund 50 % gesteigert werden. Im Rahmen des vorliegenden Projekts konnte schlissig
bewiesen werden, dass nur ein Teil des Rohproteins aus den Saften mit den untersuchten
Technologien abtrennbar ist. Zwei wichtige Technologien, die Ultrafiltration und die
Koagulation/Zentrifugation mit unterschiedlichen Vor- und Nachteilen wurden fir die
Abtrennungsversuche herangezogen. Die Ergebnisse zeigten flr beide Wege ahnliche
Produkte. Allerdings wurde festgestellt, dass lediglich aus frischer Luzerne eine
ausreichend hohe Proteinausbeute aus dem Saft erreicht werden kann. Durch eine
Diplomarbeit (Povoden 2002) wurde dieser Sachverhalt verifiziert. Es stellte sich heraus,
dass zwischen dem gangigen Parameter ,Rohprotein® und dem tatsachlich vorliegenden
(abtrennbaren) Protein eine grof3e Kluft herrscht. Besonders der Silagesaft zeigt nur rund
5 bis 10 % des gemessenen Rohproteins als Peptide > 1,2 kD (ca. 15 Aminosauren).
Silagesaftproteine kdnnen daher wirtschaftlich sinnvoll mit keiner der beiden Technologien
groRtechnisch abgetrennt werden. Die Ausbeuten aus Grinem Saft (au3er Luzerne) sind
mit < 50 % als unbefriedigend einzustufen. Dennoch konnten hochwertige
Proteinprodukte, die als Futtermittel geeignet sind, hergestellt werden. Die Trocknung der
Konzentrate erfolgte problemlos ohne Zusatzstoffe. Die mikrobiologische Untersuchung
der UF-Retentate ist zunachst nicht befriedigend und Verfahren zur Verringerung der
Keimbelastung missten gefunden werden. Aufwendige Aminosaurenanalytik zeigte ein
sehr positives und vielversprechende Aminosaurenprofil. Viele essentielle Aminosauren
sind Uberdurchschnittlich vertreten. Besonders die Silagesafte bieten mit sehr hohen
Ausbeuten aus den Rohstoffen ein enormes Potenzial an freien Aminosauren.

Schlussfolgerungen

Die Gewinnung eines Proteinkonzentrats aus Luzerne ware ein technologisch gangbarer
Weg zu einem hochwertigen Produkt. Durch den Ausfall der Silage als Proteinlieferantin
ist die Wirtschaftlichkeit nur bedingt gegeben und Teile des innovativen Elements bleiben
auf der Strecke. Allerdings zeigt die Zusammensetzung der Silagesafte (freie
Aminosauren) wesentlich héheres Potenzial, als dies durch ein
Futtermittelproteinkonzentrat jemals erreichbar gewesen ware. Die Abtrennung dieser
Aminosauren bendtigt jedoch gréReren Technologieentwicklungsaufwand. Eine Analyse
der Silage-Aminosauren nach wirtschaftlichen Gesichtspunkten zeigt, dass grofRer
Spielraum fir Investitionen in Trenntechnologien besteht. Durch die strategische
Fokussierung der Griinen Bioraffinerie Osterreich und dem positiven Ausblick auf den
modularen Systemaufbau in den Bereichen Aminosauren und Milchsdure wird das Projekt
einem Leuchtturm im Sinne der Programmlinie "Fabrik der Zukunft" gerecht. Es konnte im
Rahmen dieses Projekts ein Know-how Vorsprung gegeniber anderen europaischen
Grine Bioraffinerie Projekten erarbeitet werden. Durch die Weiterfihrung des Konzepts
auf Basis von Silage wird die Technologieflhrerschaft weiter ausgebaut werden.
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Abstract — Part A
The Green Biorefinery — Starting Point and Motivation

One major motivation for the development of Green Biorefineries in Austria is the im-
provement or conservation of cultural landscapes i.e. grassland pasture. Due to the re-
structuring of the European agriculture and the possible reduction of the milk quota huge
amounts of forage-grassland could be spare within the next years. Official estimations
stress that the available grassland-biomass could amount to 500,000 to 1,000,000 tons
dry matter a year only in Austria in future. In case of not utilizing the grassland pasture in
future the cultural landscape would diminish significantly. The Green Biorefinery is there-
fore a technological concept to utilize green biomass as an abundant and versatile raw
material for industrial products. The basic idea of this concept is to utilize the whole green
biomass like grass, clover and alfalfa and generate a variety of products that are either
valuable products themselves or form the basis for further production lines. Besides bio-
based materials, energy (via biogas generation) may be supplied by this technology. The
KORNBERG INSTITUT and JOANNEUM RESEARCH are committed to elaborate a fea-
sible and sustainable concept. The Biorefinery Project consists of three Modules: Module-
1: ,Utilization of Grass Fiber®, Module-2: ,Proteins from Grass Juice®, Module-3: ,Lactic
Acid from Grass-Silage“. The Green Biorefinery offers not only a very high economic po-
tential but may support sustainable development efforts, especially in rural regions. Green
Biorefineries could therefore significantly contribute to a sustainable development of the
Bio-Industry sector.

Proteins from Grass Juice — Content and Targets of the
Module

The best known product which can be obtained from grassland-biomass are Proteins.
Protein fractions from alfalfa could be isolated already in 1773. But the production of Pro-
teins from fresh biomass is only possible from Mai to October each year. Thus through the
concept of ensiling the green biomass continuous production can be ensured over the
whole year. The project’s industry partner LACTOPROT AG is very much interested to
replace soy protein with GMO-free Grass Juice Proteins in his specialty feed (Milk re-
placer). As there is almost no literature available, research focuses on the characteristics
and suitability of Silage Proteins in comparison to Green Proteins. Therefore, the structure
(Proteins, Peptides, free Amino Acids), the necessary Downstream-Technology and the
product upgrading will be compared. However, final target is the formulation of a high
quality milk replacer or/and the elaboration of alternative products based on Silage-
Proteins.

Methods and Data

The research tasks are based on six work packages. (1) Production of the Raw Material
(Grass-silage), (2) Chemical Analysis of all Phases, (3) Experiments in Pilot plant scale,
(4) Formulation of possible products and Pilot plant concept elaboration, (5) Logistics and
(6) Literature search and Reporting. Scientific work is mainly based on empiric experi-
ments. Previous Projects can deliver basic data in a limited amount. Certain Down
streaming steps are already carried out in pilot plant scale. IFA-Tulln, Dep. of Food Tech-
nology of BOKU and Bundesanstalt fiir Alpenlandische Landwirtschaft are in charge of the
chemical analysis of the different product streams. Previous to the experiments all steps
are discussed with partner experts. All results undergo economic assessment. This pro-
cedure is strongly supported by our industry partners. As a principal only sustainable
technologies will be further elaborated to avoid “end of the pipe” measurements.
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Abstract — Part B
Results

Green Biomass with medium to high protein content (Clover/Grass, Ryegrass, Permanent
Pasture, Alfalfa and Cocksfoot) have been harvested for the experiments in the years
2001 and 2002. Both, fresh green matter and silage, inoculated with lactic acid bacteria,
underwent cutting and pressing. During this project two different screw presses with a
capacity of up to 500 kg FM/h were used to produce Green and Silage Juices rich in crude
protein. In case of fresh matter the recovery rate of crude protein into the juice was about
20 % despite the variation of parameters, in both years. The recovery rate of silage pro-
teins could be increase by 70 % to about 50 % in year 2002. However, the experiments
show that only part of the Crude Protein (CP) can be separated either by ultra filtration or
by coagulation/centrifugation. The project illuminates the different advantages and disad-
vantages of the two technologies. All protein products produced show similar characteris-
tics. Regarding efficiency protein concentrates can only be produced by the utilization of
Alfalfa as raw material. Due to the results of a Master thesis (Povoden 2002), done for this
project, evidence was found that there is a gap between the so called “crude protein” and
the protein which can be separated. Especially in silage juices only 5 to 10 % of the pro-
teins are peptides > 1.2 kD (~ 15 amino acids) and can be isolated. Thus the yield of si-
lage protein is too low as to be separated by the suggested technologies economically.
However, it was possible to yield high quality protein products out of green matter. Drying
in a pilot-scale spray dryer could be managed without any major difficulties. Due to the
retention time in the ultra filtration system concentrates produced by this technology
showed increased contamination by pathogen microorganisms. Thus gentle technologies
for sterilization have to be found. All different liquid streams underwent comprehensive
chemical analysis. The amino acid profile of the products shows a very high content of
essential amino acids. However, Silage Juices offer very high yields and an enormous
potential on free amino acids available for separation by innovative technologies.

Conclusions

The production of a protein concentrate from Alfalfa for animal feeding could be realized
on basis of this project. As Silage can not be integrated in such a system the feasibility is
impaired negatively and the degree of innovation must be considered as low. However,
the project shows enormous potential for the separation of amino acids from Grass silage
Juices. Although the isolation of amino acids is more demanding by means of down
stream processing a feasibility study within this report shows enough financial scope for
investments in separation technology. Due to the strategic focus of the Austrian Green
Biorefinery and the modular production of amino acids, lactic acids and side products
based on Grass silage, the project is considered as a “light house” regarding the program
“Fabrik der Zukunft”. The results and developed know-how of this project constitutes a
leading position of the Austrian Green Biorefinery within Europe. Subsequent and conse-
quent further development of sustainable and innovative Biorefinery technologies based
on Grass silage will result in the extension of the innovation leadership.
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1 Einleitung

Proteine sind hochwertige Bestandteile der Erndhrung von Mensch und Tier. Aber auch
fur technische Anwendungen (z.B. Klebstoffe) und im Pharma- und Kosmetikbereich (z.B.
Emulgatoren) sind sie eine wichtige Produktgruppe. Bisher wurde weltweit ausschlie3lich
die Abtrennung von Blattproteinen aus grunen Pflanzen untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass diese Proteine hohes Potenzial besitzen, um in den erwahnten
Einsatzgebieten Eingang zu finden. Allerdings haben die bisherigen Methoden den
Nachteil ausschlieBlich auf frische Grinpflanzen zu fokussieren. Dies erfordert
kostenintensiven Kampagnenbetrieb und ist daher in den meisten Fallen und speziell als
Einproduktsystem nicht wirtschaftlich. Die ,Spezialitat® der Osterreichischen Griinen
Bioraffinerie ist daher die Verarbeitung von Grasssilage als Proteinquelle.

Die einzelnen Produktbereiche der Grinen Bioraffinerie ergeben daher ein sehr
interessantes Bild fur zukinftige Anwendungen in einer einzigen Fabrik, die einen
hochverfugbaren und nachhaltig in der Landwirtschaft produzierten Rohstoff (Gras)
verarbeitet. Die Fabrik der Zukunft ,Griline Bioraffinerie” ist daher ein innovativer Prozess,
der

e abfall- und emissionsfrei - im Sinne einer Kreislaufwirtschaft - Wertstoffe aus Gras
gewinnt (die Grline Bioraffinerie verwertet alle Reststrome in einer Biogasanlage),

¢ auf Hilfsstoffe in der Produktion weitgehend verzichtet,

e autoenergetisch betrieben werden kann,

e Produkte fur den zukinftigen Markt aus dem nachwachsenden Rohstoff ,Gras“ (oder
allgemein aus griinen Einjahrespflanzen) erzeugt

e und beispielgebend fiur Verfahren und Verarbeitungsarten von nachwachsenden
Rohstoffen ist, weil viele Produkte (multi-product) aus einem Rohstoff bzw.
Rohstoffgemisch erst die Wirtschaftlichkeit ermoglichen und eine interdependente
Optimierung vollzogen wird.

Dieses Projekt kann auf ein Vorprojekt, das in Bund-Bundeslander Kooperation (BBK)
gefordert wurde, zurlickgreifen. In diesem Projekt wurde eine prinzipielle wirtschaftliche
Modellierung vorgenommen. Aul3erdem wurden Rohstoffparameter von Wiese und Silage
erfasst (Kromus et al. 2002). Darauf aufbauend wird in diesem ,Fabrik der Zukunft"
Projekt detaillierte Technologie- und Produktentwicklung vorgenommen.

In diesem Projekt wird demnach untersucht, wie und ob es moglich ist aus Graspresssaft
bzw. Silagepresssaft eine Proteinfraktion abzutrennen, die als Futtermittel (Ersatz von
Sojaschrot als Eiweillieferant, hochwertiges Proteinkonzentrat in Milchaustauscher)
geeignet ist. Neben Saft aus frischer Grinlandbiomasse (inkl. Luzerne) wurde im
besonderen Saft aus gepresster Grassilage untersucht. Silagesaft hat gegenlber
frischem griinen Saft den Vorteil, dass er unabhangig von Erntezeitpunkten Uber das
ganze Jahr verflugbar ist. Die Untersuchungen zum Silagesaft liefern voéllig neue
Erkenntnisse, da es bisher keine Applikationen fir einen solchen Rohstoff im Bereich
"Proteine" gab.

Fir die Bearbeitung dieses Projekts wurden folgende Thesen aufgestellt:

These 1: Griunlandbiomasse kann gemeinsam mit Grassilage in einer Anlage
verarbeitet werden (im Sommer Grinlandbiomasse und Luzerne, im
Winter Grassilage).

These 2: Die Proteine in der Grassilage kdnnen "nativ" gewonnen werden. D.h. es
kénnen Silagen hergestellt werden, die geringe proteolytische Aktivitat
aufweisen.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 14

Kornberg Institut

These 3:

These 4:

These 5:

These 6:

These 7:

Mittels Ultrafiltration kénnen Produkte hergestellt werden, die qualitativ
hdherwertiger sind, als jene die mittels klassischer Methoden (Koagulation
und Zentrifugation) erzeugt werden.

Es ist technologisch vorteilhafter Silageproteine durch Ultrafiltration
abzutrennen.

Die Ultrafiltration bietet durch die héhere Produktqualitat eine erhéhte
Wertschdpfung (eventuell durch Proteinfraktionierung).

Durch die Okologisierung der Landwirtschaft ist ein "Premium" Preis fir
"Gras"-Proteine zu erzielen.

Proteine sind ein wesentliches Produkt der Grinen Bioraffinerie und
tragen in besonderem Male zur Wertschopfung bei.

Alle diese Thesen wurden wissenschaftlich anhand von empirischen Untersuchungen,
Literaturrecherchen und Expertengesprachen untersucht. Die Ergebnisse bzw. die
Annahme oder Verwerfung dieser Thesen werden in diesem Bericht ausfuhrlich
dargestellt und diskutiert. Eine Strategie fur die weitere Vorgehensweise, um zu einer
Umsetzung der Grinen Bioraffinerie als "Leuchtturmprojekt” im Rahmen der Initiative
"Fabrik der Zukunft" wird entwickelt.
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2 Verwendete Methode und Daten

Die Umsetzung des Teilprojekts ,Proteine aus Grassaften® erfolgte in sechs
Arbeitspaketen. () Rohstoffgewinnung, (II) Analytik, (lll) Versuche im Technikums- bzw.
Pilotanlagenmalstab, (IV) Produktspezifikation u. Pilotanlagenkonzipierung, (V) Logistik
und (VI) Literaturrecherche und Berichtslegung. Bei diesem Projekt handelte es sich
primar um empirische Forschung. In begrenztem Umfang (Rohstoffanalytik) kann auf
Vorprojekte zurickgegriffen werden. Bevor mit der Arbeit im Labor begonnen wurde,
wurde weitere Literatur recherchiert und mit Experten diskutiert. Die Ergebnisse aus der
Versuchstatigkeit wurden direkt mit den beteiligten Firmen besprochen Darauf folgte die
Uberprifung der vorgeschlagenen Prozesswege auf ihre Wirtschaftlichkeit. Prinzipiell
wurden nur solche Verfahrensschritte weitergehend verfolgt, die das Pradikat
,Nachhaltige Technologie“ bestmoglich erflllen.

Fir die Versuche zur Proteinabtrennung und Aufkonzentrierung wurden folgende
Methoden eingesetzt:

Ernte von frischer Grinlandbiomasse

Silierung von Grinlandbiomasse mit speziellen Starterkulturen

Fraktionierung (Zerkleinerung und Pressung) der Rohstoffe und Herstellung von
Presssaft und Presskuchen

Hitzekoagulation und Zentrifugation

Ultrafiltration

Trocknung

Analytik

WN =

NOo Ok

Der Grolteil der Technologie- und Produktentwicklungsversuche wurde im
Pilotanlagenmalfistab bzw. Semipilotanlagenmalstab durchgefiihrt. Diese GréRenordnung
wurde deshalb gewahlt, um "Realbedingungen" zu simulieren und annahernd verlassliche
Daten fir oder gegen eine Weiterverfolgung des vorgeschlagenen Weges zu erhalten.
Das Vorschalten von Laborversuchen hatte in diesem Fall zwar den enormen
Logistikaufwand reduziert, aber letztlich den Weg zu einer kontinuierlich betriebenen
Demonstrationsanlage verlangert.

Es konnten zwei Typen Schneckenpressen getestet werden. Die Pressen boten eine
Durchsatzleistung von ca. 200 bis 500 kg FM/h, je nach Trockenmassegehalt des Input-
Materials. Die entstandenen proteinreichen Safte wurden entweder tiefgefroren (Jahr
2001) oder direkt von der Presse (Jahr 2002) weiterverarbeitet.

Die Dampfeinblasungsversuche fanden ausnahmslos in Hartberg bei der Fa.
LACTOPROT AG statt. Die darauffolgende Zentrifugation und Gefriertrocknung wurde mit
einer Ausnahme am Institut flr Biotechnologie an der TU-Graz durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass nur mit einer Becherzentrifuge eine genaue Massenbilanz zur Berechnung der
Proteinausbeute moglich ist. Der erste Versuch an der Universitat fir Bodenkultur in Wien
zeigte, dass die Abtrennung von koaguliertem Protein aus dem Saft zwar einfach mit
kontinuierlich betriebenen Technikumsseparatoren bzw. Zentrifugen sehr gut funktioniert,
aber eine exakte Bestimmung des abgetrennten Proteinkonzentrats nicht mdglich ist.

Die Ultrafiltrationsversuche wurden mit einer Technikumsanlage der Universitat fir
Bodenkultur durchgefuhrt. Die eingesetzten keramischen Ultrafiltrationsmembrane (1, 15
und 50 kD) der Fa. TAMI (F/D) sind identisch mit jenen, die in GroRanlagen eingesetzt
werden. Die dabei gewonnen Erkenntnisse lassen sich daher auf GroRanlagen
Ubertragen.
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Die erzeugten Proteinkonzentrate wurden sprihgetrocknet oder gefriergetrocknet.
Besonderes Augenmerk wurde allerdings auf die Sprihtrocknung in einem Versuchsturm
der Fa. LACTOPROT AG gelegt, da diese auch grof3technisch sinnvoll ware.

Begleitend zu den oben genannten Versuchen wurden verschiedene Methoden zur
Analytik angewendet:

o Gefriertrocknung des koagulierten Proteins nach Abtrennung vom Saft
durch Zentrifugation

o Stickstoffbestimmung nach Kjeldhal

e Aschebestimmung

e Bestimmung von org. Sauren und monomeren Zuckern mittels HPLC und
UV-Detektion.

e Bestimmung der Aminosauren mittels HPLC und Floureszenzdetektion der

derivatisierten Aminosauren

Bestimmung der Kationen

Bestimmung der Kationen und Anionen mit lonenchromatographie

Loslichkeitsbestimmung von Proteinkonzentraten in pulvriger Form

Mikrobielle Untersuchungen (Gesamtkeimzahl, etc.)

Bestimmung der Proteine nach Lowry und mit SDS-PAGE

Die begleitende Analytik der unterschiedlichen Phasen wurde durch das IFA-Tulln, das
Institut fur Lebensmitteltechnologie der BOKU und der Bundesanstalt fur Alpenlandische
Landwirtschaft durchgefiihrt.

Chronologisch sind die Versuchsreihen zu den Saften der Saison 2001 und Saften der
Saison 2002 zu unterscheiden. Die ersteren Versuche wurden ausschlieflich mit Saften,
die nach der Pressung eingefroren und gelagert wurden. Fir die
Proteinabtrennungsversuche wurden diese in 20 Liter Kanistern gefrorenen Safte Uber
einen Zeitraum von 10 bis 15 Stunden aufgetaut. Im Gegensatz dazu wurden die Safte
von 2002 direkt am Ort der Pressung in Hartberg auch weiterverarbeitet. Verfalschungen
durch Anderung der Proteinkonfiguration beim Einfrier- oder Auftauprozess, bzw.
Veranderung bei der Lagerung kdnnen hier ausgeschlossen werden. Die 2 Koagulations-
und 2 Ultrafiltrationsversuche des Jahres 2002 mit Griinem Saft stellen den Abschluss der
Proteinabtrennungsversuche dar. Alle Erfahrungen der vorhergehenden Versuche wurden
bericksichtigt und flossen in die Wahl der Versuchsparameter und sonstiger
handwerklichen und logistischer Ablaufe ein.

Fur die abschlieBende Bewertung der Wirtschaftlichkeit wurde die Methode des
,Discounted Cashflows” gewahlt. Als Abzinsungszinssatz wurden die ,Weighted Average
Capital Cost* berechnet. Fur die Berechnungen wurden einerseits Erfahrungswerte,
Rechercheergebnisse, Firmenangaben und zum geringeren Teil Annahmen
herangezogen.

Die gesamte Versuchsanordnung wurde so gewahlt, dass nach Projektende fir
bestimmte Module der Grinen Bioraffinerie der Aufbau einer Demonstrationsanlage
maoglich ist.
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3 Ergebnisse des Projekts und Schlussfolgerungen
3.1 Proteine aus Gras- und Silageséften fiir Milchaustauscher

Der Einsatz von Blattproteinkonzentraten als Eiwei3- bzw. Aminosaurenquelle fiir ein
Kalbermastfuttermittel ware eine hochwertige und damit wirtschaftlich interessante
Nutzung des Grasrohstoffes.

Mastkalber missen bis zum Schlachten monogastrische Tiere bleiben, wenn die vom
Markt geforderte weilde Fleischfarbe erhalten bleiben soll. Dies ist nur moglich, wenn die
Kalber wahrend der ganzen Mastperiode mit flissiger Nahrung (Suspensionen) gefittert
werden. Die Futterung wird dabei den Verdauungsvorgangen des Sauglinsalters
angepasst.

Das Mastfuttermittel Milch ist sehr teuer, weshalb sie, mit Ausnahme der Biestmilch, in der
Kalbermast nicht mehr haufig zum Einsatz kommt. Des weiteren ist die Vollmilch bei der
Uber 100 kg hinausgehenden Mast kein ideales Mastfutter mehr. Der groflte Teil aller
Kalber wird daher mit Milchaustauscherfuttermitteln gemastet. Die Tiere erreichen so
hdéhere Zuwachsraten als kuhmilcherndhrte Tiere. Die Milchaustauscherfuttermittel sind
Uberwiegend aus Trockenmilchprodukten, die mit Proteinen angereichert werden,
zusammengesetzt und durch Verwendung von milchfremden Fetten billiger als Vollmilch.
Der Zusatz von Wirk- und Nahrstoffen sichert aulerdem die vollwertige Erndhrung der
Kalber (Knaus 1992).

Die Kalbermast wird in zwei Abschnitte eingeteilt:

1. Im ersten Abschnitt liegt das Augenmerk auf der Vertraglichkeit. Milcheiweif kann
mit eigenen Enzymen (Chymosin) gespalten werden, andere Eiweil3sorten
bendtigen Pepsin. Fremdfett wird gut vertragen.

2. Im zweiten Abschnitt ist ein hoher Energieinhalt und der Preis wichtig.
Fremdproteine kdnnen nun mit selbstgebildeten Enzymen abgebaut werden.

Ein vollstandiger Ersatz der Trockenmagermilch im Milchaustauscherfutter (MAF) kann
nur Uber geeignete Kombinationen mehrerer Proteinarten, die sich in ihrem Futterwert
erganzen, erzielt werden. Hier kommt vor allem ein auf Soja basierendes
Proteinkonzentrat (entfettete Sojaflocken, ausgewaschene Oligosaccheride) zum Einsatz,
das mit anderen Proteinquellen (z.B. Kartoffel oder Molke) erganzt wird. Die GMO-Freiheit
von Sojaproteinen kann allerdings nicht mehr garantiert werden.

Problematisch fiir den Einsatz als Milchaustaucherbestandteil ist der Gehalt an

milchfremden Zuckern, besonders Oligosaccheride,

Substanzen (z.B.: bestimmte Sojaproteine), die das Immunsystem aktivieren,
Enzymhemmende Substanzen (Trypsininhibitoren) und

hohe Ascheanteile.

BN =

Dies bedeutet fir die Entwicklung eines entsprechenden Proteinprodukts auf Basis von
Gras- bzw. Silageséften die weitgehende Vermeidung von milchfremden Zuckern (z.B.
Fructose bzw. Fructane) im Produkt und die Abreicherung der Asche aus dem Saft.
Inwieweit sonstige toxische oder antinutritive Bestandteile in Grin- bzw.
Silageproteinkonzentraten auftreten koénnen wurde durch eine Literaturrecherche
erhoben.
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3.2 Toxische und Antinutritive Substanzen in Gras- bzw.
Silageproteinprodukten

Die Herkunft toxischer bzw. antinutritiver Substanzen oder deren Vorlaufer kann drei
verschiedenen Quellen zugeordnet werden:

1. der(n) angebauten Futterpflanze(n)
2. Beikrautern (,Unkrautern")
3. sonstigen Quellen (z.B. Dinger)

Die Auswahl der untersuchten Feldpflanzen richtet sich nach der Tatsache, dass in
diesem Projekt einerseits gemischte Dauerwiesen mit verschiedenen Grassorten (Fam.
Poaceae) mit nicht genau definierten Beikrautern, andererseits Wechselwiesen (1-3
jahriger Feldfutteranbau oder Zwischenfruchtanbau) mit einem definierten Gemisch aus
Poaceae und Kleesorten und drittens reines Feldfutter (Feldfutterbau mit einer einzelnen
Art; z.B. Luzerne oder Raygras) untersucht wurde.

Fir deren Bewertung beziglich unerwiinschter Pflanzeninhaltsstoffe werden
Untersuchungen  dieser Pflanzen  beziehungsweise  Untersuchungen  dieser
Pflanzengruppen oder einzelner Spezies (die mit den oben genannten verwandt sind)
dieser Pflanzengruppen herangezogen.

In kommerziellem Saatgut (und auch in zur Gewinnung von Protein geeigneten Arten) fur
den Feldfutteranbau sind vor allem Vertreter der Lolium-, Trifolium- und Festuca-Arten
vertreten. In den extensiven Dauerwiesen gibt es ein breites Spektrum mit Vertretern aller
Poaceae.

Bei- und Unkrauter sind vor allem in spateren Nutzungsjahren einer Feldfutterwiese und
insbesondere bei Dauerwiesen zu finden. Je intensiver die Wiese genutzt wird (mehr
Schnitte, auf die Futterpflanze optimierte Diingung, etc.) umso schwieriger ist der
Konkurrenzkampf dieser beigleitenden Pflanzengesellschaft. Typische giftige Beikrauter
werden bei der Nutzung der Wiese als Weideflache aber auch bei Heufltterung meist von
Kihen erkannt und ausselektiert. Trotzdem kommt es immer wieder zu Vergiftungen und
Beeintrachtigungen der Milchqualitat.

Auf folgende mdgliche Inhaltsstoffe wurde die Recherche ausgerichtet:

Cyanogene Verbindungen

Glucosinolate (Senfdlglycoside)

Nitrat, Nitrit und Nitrosamine

Oxalate

Pflanzliche Ostrogene (z.B. Isoflavone)
Toxische bzw. Antinutritive Aminosauren
Alkaloide

Saponine (z.B. in Luzernen)

Sonstige unerwiinschte Substanzen

CoNoOoORWN =

Die Analyse, die inklusive der Literaturangaben ausfiihrlich in Anhang A, Kapitel 2
dargestellt ist, weist fir mdgliche Produkte aus Grinlandbiomasse bzw. Silage keine
wesentlichen Gefahren auf. Bei einer typischen Wiese flr eine Griine Bioraffinerie bzw.
bei den hergestellten Proteinkonzentraten ist allerdings vor allem auf Nitrat, Nitrit als
Vorlauferstoffe fiir die sehr toxischen Nitrosamine zu achten. Die Belastung durch
toxische Substanzen (Alkaloide, etc.) in Begleitkrautern kann durch ein gutes
Qualitdtsmanagement (Schnittzeiten vor der Ausbildung von Samen der Beikrauter,
Dingung optimiert auf die Nutzpflanze, Ampferbekampfung, etc.) gering gehalten werden.
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Zusatzlich kann der statistische Ausreilter, wie die ,Belastung einer Wiese mit einem
giftigen Beikraut® durch logistische MaRnahmen wahren der Verarbeitung in der Grinen
Bioraffinerie entscharft (Verdinnung) werden. Die Proteinabtrennung durch Koagulation
oder Ultrafiltration flhrt eher zu einer Abreicherung der obigen toxischen Substanzen als
zu einer Anreicherung.

Es konnen daher alle fir eine Grine Bioraffinerie interessanten Flachen, wie
Dauerwiesen, Wechselwiesen (z.B. Kleegras) bzw. Feldfutter(z.B. Bastardraygras oder
Luzerne) in die Entwicklung von Technologie und Proteinprodukt einbezogen werden.

3.3 Griinlandbiomasse und Grassilage zur Herstellung von
Proteinprodukten

Bei der Auswahl der entsprechenden Flachen konnte auf die Expertise von K. Buchgraber
(BAL-Gumpenstein) und die Unterstitzung von Landwirten der Region "Steirisches
Vulkanland" zuriickgegriffen werden. In einem Vorprojekt (Kromus et al. 2002) wurden die
Rohstoffe der Saisonen 2000 und 2001 ausflhrlich diskutiert und die Silageherstellung
beschrieben. Fur die Versuche der Jahre 2001 und 2002 wurden im Rahmen diese
Projektes folgende Flachen einbezogen:

1. Gumpensteiner Bastard — Raygraswiese - Samereienwiese (verwendete
Abklrzung: BRGO01) (1. Schnitt nur Ertragsprobe) — 3. Schnitt Silierung

2. Kleegraswiese — Feldfutter — OAG-Mischung "IM" — 1. und 2. Schnitt Silierung
(verwendete Abklrzung KLGO01) (3. Schnitt nur Ertragsprobe)

3. Dauerwiese-Obersteiermark bei Admont - Buchau (verwendete Abkurzung DW01
bzw. DWBO01) — 1. Schnitt Silierung

4. Knaulgraswiese — Samereienwiese (verwendete Abkirzung KG01)

Abb. 1: Wechselwiese Kleegras (KLG) in Auersbach, Stmk. —
Rohstofflieferantin der Jahre 2001 und 2002 (Foto: Joanneum
Research)
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Silagen der oben beschriebenen Griinlandbiomasse wurden mit Silagestarterkulturen des
IFA Tulln beimpft (ca. 10° cfu/g FM).

Tab.1 Verwendete Silagestarter der
Saison 2001

IFA-M2 | Stammmischung des IFA-Tulln
IFA-S3 | Stammmischung des IFA-Tulln

Im Jahr 2002 wurde als Erganzung zu den bewahrten Flachen (Bastardraygras einer
Samereienwiese und Kleegras Wechselwiese) eine Luzerneflache in Grof3steinbach (Bez.
Hartberg) einbezogen. Als Starterkultur wurde das kommerziell erhaltliche ,BonSilage*
(ca. 10° cfu/lg FM) der Firma LACTOSAN eingesetzt. Die Zusammensetzung der
einzelnen Rohstoffe, mit Fokus auf die Proteingewinnung, sind im Annex des Anhangs C
zu finden.

Es wurden fir die Versuche 2002 sechs Siloballen Kleegras, 1. Schnitt und drei Siloballen
Bastardraygras, 1. Schnitt erzeugt. Fir die Versuche mit frischer Grinmasse wurden zwei
Ballen (ca. 500 bis 600 kg FM) Luzerne, 1. Schnitt, sechs Ballen Kleegras, 2. Schnitt und
drei Ballen Bastardraygras, 2. Schnitt erzeugt.

Die Versuchsanordnung der Grinlandversuche war so gewahlt, dass ausreichende
Mengen hergestellt werden konnen, um den Grofdteil der Technologie- und
Produktentwicklungsversuche bereits im Pilotanlagenmalstab bzw.
Semipilotanlagenmalstab durchzufiihren. Diese GréRenordnung wurde deshalb gewahlt,
um "Realbedingungen" zu simulieren und annahernd verlassliche Daten fir oder gegen
eine Weiterverfolgung des vorgeschlagenen Weges zu erhalten. Das Vorschalten von
Laborversuchen hatte in diesem Fall zwar den enormen Logistikaufwand reduziert, aber
letztlich den Weg zu einer kontinuierlich betriebenen Demonstrationsanlage verlangert.

Daher wurden die Rohstoffe entweder erntefrisch direkt von der Wiese
(Grunlandbiomasse) mit einem PKW-Anhanger oder die Silage per Spedition zu den
unterschiedlichen Versuchsstandorten (Fa. HERNACH in Grasdorf und Fa. LACTOPROT
AG in Hartberg) verbracht. An diesen Standorten wurden 2001 (Fa. HERNACH) und 2002
(Fa. LACTOPROT AG) zunachst die Fraktionierungsversuche durchgefiihrt.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 21
Kornberg Institut

3.4 Gewinnung von Proteinreichen Séften durch Fraktionierung
(Pressung)

Mit der Fa. HERNACH, einem Krenverarbeiter im Siud-Westen des Bezirks Feldbach
(Grasdorf) konnte ein im Fraktionieren von Pflanzenrestmassen erfahrener Partner
gefunden werden. Alle Pressversuche der Saison 2001 wurden deshalb bei der Fa.
HERNACH durchgeflhrt.

Diese Kooperation war auch deshalb wichtig, da es fir die Produktabtrennungsversuche
unbedingt notwendig war entsprechende (halbtechnische) Mengen Presssaft zu
erzeugen. So konnten pro Pressung bis zu 300 kg Presssaft aus Frischmasse (Griner
Saft) und Silage (Silage Saft) erzeugt werden.

Durch die wichtigen Erfahrungen dieser Pressversuche war es moglich fiir das Jahr 2002
bereits einen weiteren Optimierungsschritt zu gehen bzw. die Presstechnik
ausschreibungsreif vorliegen zu haben.

Es handelt sich bei der Presse der Fa. HERNACH um ein Modell der Fa. PONNDORF
Typ 403 BJ 1984 mit 9,3 kW,. Nachdem die Pressversuche generell sehr gut verlaufen
sind, wurde der Kontakt zur Fa. PONNDOREF intensiviert und Angebote fir GBR-Pressen
wurden eingeholt.

Abb. 2: Versuchspresse der Fa. Hernach in Grasdorf (Stmk.) (Foto:
Joanneum Research)
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Griinlandbiomasse Grassilage
2100 kg 3900 kg
460 kg TM (1450 kg TM)

* 1100 kg Gruner Saft mit * 1480 kg Silage Saft mit

* 36,1 % TM * 16,1 % TM

* 1000 kg Gruner Presskuchen « 2430 kg Silage Presskuchen
mit mit

* 239%TM * 251 % TM

* @ Abpressgrad: 63 % * @ Abpressgrad: 50 %
(Feuchte) (Feuchte)

Abb. 3: Griine Bioraffinerie Pressversuche 2001: eingesetzte Massen und
Ergebnisse (TM = Trockenmasse)

Es wurden in den Monaten Mai bis September 2001 14 erfolgreiche Pressungen
durchgefihrt. Die gewonnene Saftmenge betrug pro Pressung zwischen 70 und
300 kg. Der durchschnittliche Abpressgrad bei der frischen Griinlandbiomasse betrug
63 %, der Abpressgrad bei Grassilage 50 %.

Das Inputmaterial Grin war mit einem durchschnittichen TM Gehalt von 22 %
eingebracht worden, die Silage mit 38 %. Der Griine Presskuchen war mit ca. 39 % TM
entsprechend feuchter als der Silagepresskuchen mit durchschnittlich 51 %.

Die gefundene Trockenmasse im Saft im Verhaltnis zur Trockenmasse des
Ausgangsmaterials war bei Grinmasse und Grassilage mit 15,8 bzw. 15,5 % annahernd
gleich. Die Relation TM Saft zu FM Input war aber fir Grin nur 3,2 % und fur Silage
immerhin 5,6 %. Dies bedeutet, dass im Falle der Verarbeitung von Griinmasse ca. 75 %
mehr Masse umgesetzt werden muss, um die selbe Menge Trockenmasse im Saft zu
erhalten.

Alle Silagepressungen mit einem TM Gehalt des Ausgangsmaterials bis 42 % waren als
problemlos einzustufen. Bei trockenerem Material bzw. Material mit hohen
Rohfaserwerten wurde dieses Modell einer Schneckenpresse teilweise Uberbeansprucht.
Im Rahmen der Griine Bioraffinerie Entwicklung kann aber nun davon ausgegangen
werden, dass Silage mit einem TM Gehalt von 30 bis 40 % problemlos abgepresst werden
kann.

Es konnten Safte mit hohem Proteingehalt gewonnen werden. Die Ausbeute an Proteinen
aus den Rohstoffen war aber nach Einschatzung des Projektteams noch nicht
befriedigend.
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Abb. 4 und 5 zeigen die Proteinausbeuten fiir Grinlandbiomasse (Griine Safte) und
Grassilage (Silageséafte)

Die Ausbeute an Rohprotein aus Griinlandbiomasse betrug im Mittel 22,1 %, die flr
Silage 26,9 %. Aufgrund dieser Ergebnisse war ein erstes Indiz dafur gefunden, dass
Silageproteine doch in einem hdheren Grad, als zunachst erwartet wurde, hydrolysiert
vorliegen. Denn aufgrund des hoheren Trockenmassegehalts in der Silage wurde aus
presstechnischen Grinden mit einer niedrigeren Ausbeute verglichen mit
Grinlandbiomasse gerechnet.

Rohproteinausbeute in % - Wiesenfrischmasse -
Pressversuche 2001

28,23 -
30,00+ 25,98 Mittelwert: 22,1 %

25,00

19,52

20,00

15,00

CP Ausbeute [%]

10,00

5,00

0,00
KLG-0181-G KLG-01S2-G DW-01S1-G BRG-01S3-G KG-01S2-G

Abb. 4: Rohproteinausbeute (= CP-Ausbeute) in % der abgepressten
Griinlandbiomasse — Pressversuche 2001

Rohprotein (CP) Ausbeute in % - Silage - Pressversuche 2001

50,00 47,04

45,00 | [ mittelwert: 26,9 % |
40,00 |
35,00 3198 29,89 29,97
30,00
25,00 |
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00 !

CP Ausbeute [%]

KLG- KLG- KLG- DW- DW- BRG- BRG- KG-
01S1- 0181- 01S2- 01S1- 01S1- 01S3- 01S3- 01S2-
IFAM2!1 IFAS3!2 IFAS3!2 IFAM2!1 IFAS3!2 IFAM2!1 IFAS3!1 IFAS3!1

Abb. 5: Rohproteinausbeute (CP-Ausbeute) in % der abgepressten Silagen
— Pressversuche 2001
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Anhand der Ergebnisse, die durch die Versuchsreihe 2001 erreicht wurden, kann ein fir
die Bewertung der Wirtschaftlichkeit wichtiges Ablaufschema erstellt werden (Abb. 6).

Die Versuche 2001 wurden als Einfachpressung durchgefiuihrt. Anhand dieser Ergebnisse
wurde unter Abwagung der Wirtschaftlichkeit beschlossen die zukunftige Strategie auf
Doppelpressung (Versuche 2002) zu erweitern. Dadurch koénnte auf einen
vorhergehenden Zellaufschluss (Kromus et al. 2002) verzichtet werden.

Alternativ. zu dem Schema, das in Abb. 6 gezeigt wird, kann eine weitere
Feinzerkleinerung des Rohmaterials auch nach der Enthahme aus dem Silo erfolgen.

l Starterkulturen

Silo

Griinland-
biomasse

PK = Presskuchen
PS = Presssaft

Pressung 2 Pressung 1

PS 2
PK lPS 1

Presskuchen 2

(Fasern) Presssaft 1+2
Milchsaure, Proteine, Aminosauren

Abb. 6: Schema der Fraktionierung mit Doppelpressung

Im Projekt ,Proteine aus Grasssaften® wurden mit der Presskampagne 2002 im
wesentlichen drei Ziele verfolgt:

1. Signifikante Steigerung der Protein- bzw. Aminosaurenausbeute vom Rohstoff in
den Saft gegentiber 2001.

2. Versuche zur Doppelpressung mit teilweise befeuchten bzw. bedampfen des
ersten Presskuchens mit dem Ziel die Ausbeute weiter zu steigern.

3. Herstellung von frischem Saft, der ohne Zwischenlagerung (Tiefkuhlung) zur
Weiterverarbeitung (Koagulation/Zentrifugation bzw. Ultrafiltration) gelangt.
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Mit der Mietpresse der Firma Ponndorf, Type PP7 wurden innerhalb von sechs Wochen
5200 kg Grinlandbiomasse und 4650 kg Silage abgepresst (siehe Abb. 7 d)). Die
durchschnittliche Trockenmasse betrug 20,6 % fur die Grinlandbiomasse und 20,3 % fur
die Silage.

Alle Siloballen zeichneten sich, trotz geringem Trockenmassenanteil, durch
hervorragende Qualitdt aus (hohe Milchsdurewerte, keine Fehlgarung, hohe
Proteingehalte, niedrige Zuckergehalte) (siehe Annex, Anhang C).

Fur die Durchsatzleistung der Presse konnte eine lineare Abhangigkeit von der
Trockenmasse gefunden werden. Damit besteht auch flir den spezifischen
Stromverbrauch (kWh/t FM) eine derartige Abhangigkeit. Damit kdnnte nun die Pressung
fur die Errichtung einer Pilotanlage ausgeschrieben werden.

Die gefundene Trockenmasse im Saft im Verhaltnis zur Trockenmasse des
Ausgangsmaterials war bei Grinmasse mit 14,6 % (2001: 15,8 %) ahnlich dem Ergebnis
des Jahres 2001, aber fur Silage mit 28,0 % (2001: 15,5 %) betrachtlich héher als im
Vorjahr. Die Doppelpressung ergab fur Grin 7,6 % und fiur die Silage nur 3,9 %. Dies
bedeutet, dass Doppelpressung mit dieser Versuchsanordnung sehr ineffizient ist.

Abb. 7: a) Mdhen der Kleegraswiese, b) Anlieferung des frischen
Kleegrasballen, c) Zerkleinern des Kleegrases, d) Versuchspresse
— Pressversuche 2002 (Fotos: Kornberg Institut)
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Abb. 8: a) Befiillung der Presse mit Silage, b) Silagepresssaft, c)
Silagepresskuchen, d) Luzernepresssaft — Pressversuche 2002
(Fotos: Kornberg Institut)
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Die Ausbeute des Rohproteins aus der Silage betrug im Mittel bei Einfachpressung
47,7 %. Dies entspricht einer Steigerung von 77 % gegenlber den Versuchen des
Jahres 2001. Durch die geanderte Versuchsdurchfuhrung ist man den Ausbeuten der
Verfahren VEPEX und PROXAN einen entscheidenden Schritt ndher gekommen (vgl.
Kromus et al. 2002). Die Werte der Fa. FRANCE LUZERNE (vgl. Kromus et al. 2002)
konnten wesentlich tbertroffen werden (Abb. 9).

Die Doppelpressung sowohl mit anfeuchten des ersten Presskuchens auf ca. 35 bis 40 %
TM als auch ohne anfeuchten des ersten Presskuchens ergibt lediglich eine
Ausbeutesteigerung gegenuber der Einfachpressung der Silage von 9 % auf 51,8 %
Rohproteinausbeute in den Saft. Diese verbesserte Ausbeute bedingt aber einen ca. 2,5
mal héheren Gesamtstromverbrauch (Abb. 37).

Pressversuche 02: Rohproteinausbeute - 1. Pressung - Silage

Mittelwert: 47,7 %

Bastardraygras-Silage 51,9%
02/24 AR ’

Bastardraygras-Silage L)
02/19 yg g 49,1%

Probennummer Saft

Kleegras-Silage

02/26

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%

CP Ausbeute [%]
Abb. 9: Pressversuche 2002: Rohproteinausbeute (CP) — 1. Pressung —
Silage
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Pressversuche 02: Rohproteinausbeute gesamt - 1. u. 2. Pressung
(teilw. PK 1 befeuchtet) - Silage

Mittelwert: 51,8 % 57,3%

Bastardraygras-Silage PK 1 befeuchtet

02/24
02/25

Bastardraygras-Silage 52,2%

46,1%

Probennummer Saft

02/26
02/27

Kleegras-Silage PK 1 befeuchtet

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%
CP Ausbeute [%]

Abb. 10: Pressversuche 2002: Rohproteinausbeute gesamt — 1. u. 2.
Pressung (teilw. befeuchtet) — Silage

Im Gegensatz dazu waren die Rohproteinausbeuten der Grinlandbiomasse
enttauschend. Mit durchschnittlich 18,6 % nach der ersten Pressung, lagen sie sogar
unter den Ausbeuten des Jahres 2001 (22,1 %). Die Doppelpressung brachte eine
durchschnittliche Steigerung um 38 % auf 25,8 %. Trotz betrachtlich groerer Ausbeute
durch die Doppelpressung ist dieses Ergebnis ein weiterer Hinweis darauf, dass die
Gewinnung von Proteinen bzw. Aminosauren ausschlieBlich aus Silage erfolgen sollte
(Abb. 40 und Abb. 41). Dieser nun doch sehr betrachtliche Unterschied zwischen Grin
und Silage lie3 das Projektteam vermuten, dass die Proteincharakteristik in der Silage
gegeniber der Grinlandbiomasse doch sehr unterschiedlich ist. Dies sollte durch die
weiteren Versuche (Ultrafiltration und Analytik) bestatigt werden.
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3.5 Abtrennung der Proteine und Herstellung von
Proteinkonzentraten aus Griinen und Silage Pressséften

Proteine sind Makromolekiile, aufgebaut aus aneinandergeketteten Aminosauren. Die
zwanzig verschiedenen Aminosauren bilden einen Code der eine enorm machtige Anzahl
von verschiedenen Proteinen ermdglicht. Bei einer kurzen Kette bis zu 10 Aminosauren
wird in diesem Bericht von Oligopeptiden gesprochen.

Bei einer Kettenlange von 10 bis 100 Aminosduren spricht man von Polypeptiden. Ab
einer Kettenlange von 100 Aminosauren (rund 11kD) sind in diesem Bericht Proteine
angesprochen (kD = kilo Dalton).

Die Abtrennungstechnologie, die zur Gewinnung von Proteinkonzentraten herangezogen
wurde kann in zwei Gruppen gegliedert werden:

1. Ultrafiltration mit Keramikmembranen mit unterschiedlicher Trenngrenze (1 kD bis
50 kD)
2. Hitzekoagulation durch Dampfdirektinjection und Zentrifugation

Daran anschliefend wurden die Produkte entweder gefriergetrocknet oder
sprihgetrocknet und auf ihre Eigenschaften und auf die Erfiillung von Qualitatskriterien
untersucht.

Primares Zielprodukt ist ein Proteinkonzentrat mit einem Rohproteinanteil von ca.
50 %, verwendbar als Futtermittel in Konkurrenz zu Sojaprodukten und Tiermehl. Das
Produkt sollte als Proteinquelle wertvoller als Sojaschrot (ca. 45 % Rohprotein) und von
der Herkunft unbedenklicher als Sojaisolate (Verdacht auf genmanipulierte
Ausgangsstoffe) und Tiermehl (BSE) sein.

d)

Abb. 11: Herstellung eines Proteinkonzentrats aus Luzerne durch a)
Hitzekoagulation, b) Zentrifugation, c) Trennung des Uberstandes
vom Pellet und c) gefriertrocknen — Versuche 2002 (Fotos:
Kornberg Institut)
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Beim Vergleich der Ausbeuten wird jeweils auf ein Kilogramm Trockenmasse im Saft

Bezug genommen.

Tab. 2

Proteinausbeuten aus Griinem Saft,
Trenntechnologie Hitzekoagulation und
Zentrifugation

Kleegras|Dauerwiese| Luzerne Bastard- | Referenz:
2.Schnitt,| 1.Schnitt, | 1.Schnitt raygras Fa. France

2001 2001 2002 |2.Schnitt 2002(Luzerne (F)
Koagulationstemperatur 90 90 90 85 85

01/14

01/15 01/09 02/06 02/13
Probennummern 01/16 01/11 (02/01) (02/08)

01/27 02/07 02/14

01/26
Saftmenge [kg] 18,97 13,24 13,47 15,50 10,00
Eingangstrockenmasse [kg] 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Rohprotein [g] 237,33 136,14 290,87 243,30 275,00
AA [g] 152,05 105,49 199,15 120,71 -
Konzentratmenge [kg] 0,20 0,12 0,42 0,27 0,31
Konzentrattrockenmasse [g] 183,44 113,80 377,02 237,95 275,00
Rohprotein [g] 93,62 36,28 151,21 110,12 143,00
AA [g] 96,55 39,27 145,45 113,26 -
Ausbeute in % d. TM 18 %] 11 % 38 % 24 % 28 %
IAusbeute Rohprotein in % 39 % 27 % 52 % 45 Y% 52 %
IAusbeute Aminosaure 64 % 37 % 73 % 94 % -
Rohprotein % der TM 51 % 32 % 40 % 46 % 52 %

Tab. 2 zeigt, dass durch Hitzekoagulation und anschlieliende Zentrifugation bei Luzerne
ahnliche Proteinausbeuten aus dem Saft (nicht aus dem ursprunglichen Rohstoff) erreicht
werden konnten, wie dies der Fall bei dem Referenzprodukt der Fa. FRANCE LUZERNE
ist. Diese Proteinausbeute ist vergleichbar mit dem gefundenen Lowry-Protein (Anhang
E). Die Werte in Tabelle 2 zeigen aber auch sehr deutlich, dass doch ein groRer
Unterschied zwischen den Rohstoffen Luzerne und Ubriger Griinlandbiomasse besteht.
Es muss daher angenommen werden, dass ein Proteinkonzentrat nur aus Luzerne mit
ausreichenden Ausbeuten gewonnen werden kann. Diese Ergebnisse decken sich mit
den Erkenntnissen der Ultrafiltrationsversuche. Es gelang nicht diese Technologie flr
Silagesafte erfolgreich einzusetzen. Es war kein koagulierbares Protein mehr vorhanden.
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Abb. 12: Gewinnung von Proteinkonzentraten aus Griinen und Silage Saften
durch a) Ultrafiltration mit b) TAMI Membranen, c) Trocknung im
Versuchssprithturm d. Fa. LACTOPROT AG mit d) Luzerne und e)
Silageprodukten (Fotos: Kornberg Institut)
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Tab. 3 Proteinausbeuten aus Griinem Saft,
Trenntechnologie Ultrafiltration MWCO 15
kD
. Bastard- Bastard-
Kleegras | Dauerwiese raygras Luzerne raygras
Feed 2.Schnitt 1.Schnitt 3.Schnitt 1.Schnitt 2 Schnitt
01 01 02
01 02
Cut Off [kD] 15 15 15 15 15
01/14
01/15 01/10 o130 | 02/01 | 02/08
02/03 02/09
Probennummern 01/16 01/12 01/31
01/21 01/13 01/32 83;8451 (8351 (1))
01/22
Saftmenge [kg] 18,97 13,50 12,71 14,60 16,21
Eingangstrockenmasse [kg] 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Rohprotein [g] 237,33 122,94 223,28 283,97 170,34
AA [g] 152,05 103,27 182,62 199,15 120,71
Konzentratmenge [kg] 3,22 2,59 2,51 2,27 2,28
Konzentrattrockenmasse [g] 332,60 484,16 352,35 329,13 355,55
Rohprotein [g] 128,89 80,42 117,28 150,81 101,17
AA [g] 120,15 75,98 116,90 136,66 92,12
Ausbeute in % d. TM 33% 48% 35% 33% 36%
Ausbeute Rohprotein in % 54% 65% 53% 53% 59%
Ausbeute Aminosaure in % 79% 74% 64% 69% 76%
CPin % der TM 39 % 17 % 33% 46 % 28 %
UF-Faktor 5,89 5,22 5,06 6,43 7,11

Wenn man die Ergebnisse (Tab. 2 und Tab. 3) vergleicht erkennt man, dass beide
Technologien ein ahnliches Ergebnis liefern. Die Ursache liegt an der Trenneigenschaft
der Proteine. Hitzekoagulation und Ultrafiltration von Proteinen funktioniert nur, wenn das
Rohprotein (Summe der organischen Stickstoffverbindungen) als makromolekulares
Protein vorliegt. Bei Grunem Grassaft liegt rund 30 bis 45 % des Rohproteins als
makromolekulares Protein vor. Bei der Luzerne sind dies immerhin ca. 69 %. Beide
Trenntechnologien trennen nur dieses Anteil ab. Damit ist auch klar, dass fur die
Erzeugung eines Proteinkonzentrats, wie in den Thesen postuliert, ausschlieRlich
Luzernepresssaft herangezogen werden sollte.

Generell zeigen die Versuche zur Ultrafiltration aber ein enttduschendes Ergebnis. Es
wurde festgestellt, dass eine Fraktionierung (Herstellung von reinem Rubisco) auch aus
Grunen Séaften mittels Ultrafiltration nicht moglich ist. Des weiteren wurde festgestellt,
dass auller bei Luzerne weitere, nicht identifizierte Substanzen, eventuell Fructane,
rickgehalten werden. Dies ist deshalb erstaunlich, da dies bei diesem Cut-off laut der
geltenden Meinung nicht der Fall hatte sein durfen. Es wurde versucht durch gangige
Untersuchungsmethoden (Hydrolyse und HPLC) einen Hinweis zu erhalten, ob es sich
moglicherweise um Fructane handeln konnte. Allerdings konnte diese Annahme im
Rahmen dieses Projekts nicht verifiziert werden, da daflir weitere aufwendige
Spezialanalytik ndtig gewesen ware.
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Abb. 13: Direkter Vergleich der Proteingewinnung aus Griinem Saft durch
Ultrafiltration und Hitzekoagulation/Zentrifugation

Die Versuche zur Abtrennung von Proteinen aus Grassilagepresssaften mittels
Ultrafiltration mussen als nicht zielfiihrend bewertet werden (Tab. 4). Damit steht nun
eindeutig fest, dass die Silageproteine durchgéangig fur alle Versuchsjahre hydrolysiert als
Aminosauren vorliegen. Diese Erkenntnis ist wohl das wichtigste Ergebnis des Projekts,
da es bisher keine definitiven wissenschaftlichen Publikationen gab, die so drastisch
darauf hinweisen. Die Abweichung (Abb. 13) bei der Dauerwiese, 1. Schnitt konnte nicht
naher verifiziert werden und gilt als Ausreil3er.
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Tab.4 Protein und Aminosdurenausbeuten durch
Ultrafiltration von Silagesaften

Bastardraygras Kleegras Kleegras

1.Schnitt 02 1.Schnitt 01 1.Schnitt 01
Cut Off [kD] 1 15 1
Probennummern 02/19, 02/20, 01/38, 01/43, 01/44, 01/45,

02/21, 02/22 01/40 01/46, 01/52,
Saftmenge [kg] 11,67 5,22 6,56
Eingangstrockenmasse [kg] 1 1 1
Rohprotein [g] 336 220 221
AA [g] 292 165 144
Konzentratmenge [kg] 1,03 0,87 2,09
Konzentrattrockenmasse [g] 156 209 405
Rohprotein [g] 49 46 88|
AA, [g] 40 31 84
IAusbeute TM 16 % 21 % 41 %
IAusbeute Rohprotein 14 % 21 % 40 %
IAusbeute Aminosaure 14 % 19 % 58 %
CP in der TM 31 % 22 % 22 %
UF-Faktor 11,29 6,01 3,13

In der letzten Zeile der Tabelle 4 ist der UF-Faktor (Feed zu Retentat) angegeben. Bei
dem Versuch mit Kleegras 1. Schnitt 01 (Feed 01/44) ist die hohe Roproteinausbeute
lediglich auf den niedrigen UF-Faktor zurlickzufiihren. Die Rickhaltung war bei diesem
Versuch durchaus ahnlich jenen der beiden anderen Versuche. Der Versuch 2002 (Feed
01/19) wurde bereits unter Semi-Pilotanlagenbedingungen durchgefuhrt.

Die Versuche wurden durch eine Diplomarbeit begleitet, die die Erkenntnisse aus den
Versuchen einerseits analytisch verifizieren sollte (Lowry-Protein) und andererseits die
notwendigen Lager- und Prozessbedingungen (Proteinabbau abhangig von Zeit und
Temperatur) abklaren sollte.

Die Ultrafiltrationsversuche, besonders jene des Jahres 2002, wurden gleichzeitig genutzt,
um die Auslegungsparameter flr eine Demonstrations- bzw. Full-scale Anlage zu
ermitteln. Die Ergebnisse werden allerdings aus Platzgrinden lediglich im Anhang G
dargestellt, sind aber in die Darstellung der wirtschaftlichen Berechnungen eingeflossen.

3.6 Vergleich der Proteinausbeuten und der Proteinmessungen nach
Lowry und Konsequenzen fiir die Proteinabtrennung und
Produktqualitat

Jener Anteil am Rohprotein (CP) der mit beiden Trenntechnologien abtrennbar ist, lasst
sich  durch die Proteinbestimmung nach Lowry  quantifizieren. Diese
Bestimmungsmethode wurde im Rahmen einer Diplomarbeit fur das Projekt
ausgearbeitet. Sie ist eine praxisnahe (durch durchschnittliche Laborkrafte ausflihrbare)
und kostenglnstige Methode zur Bestimmung der durch die untersuchten Technologien
abtrennbaren Proteine bzw. den Hydrolysegrad der Silageproteine. Damit kénnen in
Zukunft sehr einfach die Rohstoffe bewertet werden und ein Beitrag zum Aufbau eines
Qualitatsmanagementsystems fur eine Grine Bioraffinerie wurde geleistet (Povoden
2002).
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Abb. 14: Vergleich der theoretischen Proteinausbeute (dargestellt als Lowry
Protein im Feed mal UF Faktor) mit tatsachlicher Proteinausbeute
(CP) (Rohprotein im Retentat)

Im obigen Balkendiagramm sind pro Ultrafiltrationsdurchgang jeweils der Gehalt an
abtrennbarem Protein (Lowry-Protein), die gemessene Lowryproteinmenge im Retentat,
die Rohproteinmenge im Retentat und die theoretische Ausbeute, wenn das gesamte
Lowry-Protein abgetrennt wird dargestellt.

Ein Grund fir die Differenz zwischen Lowryprotein im Retentat und der theoretischen
Ausbeute ist der enzymatische Proteinabbau im frischen Grunen Saft. Besonders bei
Luzerne scheint dieser Effekt sehr stark ausgepragt zu sein. Das Verhaltnis zwischen
Rohprotein und theoretischer Ausbeute kann sich zu Gunsten des gemessenen
Rohproteinanteils verschieben, da bei der Ultrafiltration immer eine Restmenge der
urspringlichen Ausgangslésung im Retentat verbleibt.

Der zweite Teil der Diplomarbeit sollte sich demnach mit dem Abbau der Proteine im
Grinen Presssaft bzw. wahrend der Ultrafiltration befassen. Die Auswertung von
Versuchen mit SDS-PAGE zeigen hier eindeutige Ergebnisse (Abb. 15).
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Abb. 15: Zusammenfassung — Proteinabbau in Grassiften mittels SDS-Page
nach den Parametern Zeit und Temperatur (Povoden 2002)

Abb. 15 zeigt, dass die Ultrafiliration bei hochstens 10° C mit moglichst kurzer
durchschnittlicher Verweilzeit der Grinen Safte betrieben werden sollte. Um dennoch zu
einem interessanten Proteinprodukt zu gelangen (UF-Faktor 8) werden zwei Kreislaufe,
die parallel angeordnet sind, fur eine etwaige Full-scal Anlage geplant.

Durch die Einschréankungen der Verweilzeiten im UF-System und den gemessenen Flux
von ca. 25 I/h*m? kénnen zwar Produkte mit interessantem Aminosaurespektrum, aber
doch relativ geringer Aufkonzentrierung (ca. 49 % Rohprotein i. d. TM des Produkts)
erreicht werden. Dies fuhrt allerdings auch zu hohen Restzucker- und Restaschewerten in
den grinen Konzentraten. Damit ist die Nutzung der Proteinkonzentrate flr
Milchaustauscherfutter nicht ohne grélRer angelegte Fitterungsversuche bestétigbar.
Leider entsteht durch die Ultrafiltration auch erhéhte Keimbelastung im Produkt (Anhang
F). Um jedoch die durch die Ultrafiltration gegenlber der Koagulation/Zentrifugation
hdhere Loslichkeit des Produkts zu erhalten kann weder die Pasteurisation noch die
Sterilisation die Methode der Wahl sein. Die Léslichkeit wurde mittels Standardmethoden
durch das Labor der Fa. LACTOPROT AG untersucht und handelsublichen
Milchaustauschfuttermitteln gegenubergestellt (Anhang F). Hier miussten im Rahmen
einer Demonstrationsanlage, die auch entsprechende Mengen fir Fltterungsversuche
liefert, Versuche mit Pascalisierung oder UV-Entkeimung durchgefiihrt werden. Bezliglich
der Loslichkeit muissten fertige Produktmischungen erzeugt werden, um endgultige
Aussagen treffen zu kdnnen.
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3.7 Aminoséurespektrum der Proteinkonzentrate und Silagesafte

Die Qualitdt von Proteinkonzentraten wird wesentlich durch ihr Aminosaurenprofil
bestimmt. Sowohl die Proteinkonzentrate aus griinem Saft als auch die Silagesafte bieten
hier ein sehr attraktives Spektrum.

Da es sich um sehr aufwendige Analytik handelt wurden generell nur 16 Aminosauren
bestimmt. Nur von ausgewahlten Proben konnten aufgrund des finanziellen Aufwandes
auch die restlichen proteinogenen Aminosauren bestimmt werden (Abb. 16 und 17). Aus
den gewonnenen Daten kann sehr gut extrapoliert werden. Die Menge der Aminosauren
in den Produkten aus griinem Saft entspricht in etwa dem Rohprotein. Im Gegensatz zum
Ausgangssaft, wo nur ca. 50 bis 70 % des gemessenen Rohproteins auch Aminosauren
sind, wird dieses Verhaltnis bei dem Konzentrierungsvorgang auf ca. 100 % verschoben.
D.h. diese Ergebnisse sind wiederum kongruent mit den Lowry Messungen (vgl. Povoden
2002).

Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte
01/13; 01/34; 01/32; 01/22; 02/14; 02/11; 02/07; 02/05
(in % d. 16 gemessenen Aminosauren)

Asp+Asn

12,5%

Gin, Glu
13,9%

Leu
9,3% lle His GIy
52% 2,8% O3%

Abb. 16: Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte 01/13; 01/34; 01/22;
02/14; 02/11; 02/07; 02/05 (in % d. 16 gemessenen Aminosauren)
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Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte
01/13; 01/34; 01/32; 01/22; 02/14; 02/11; 02/07; 02/05 (in
% d. 16 gemessenen Aminosauren)

Tyr Val Ala
3,8% | 7,0% 8,1%

Arg

Thr
5,8%
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5,1% Asp+Asn
12,5%
Phe
6,2%
Lys
7,3% Gin, Glu
13,9%

Leu
93% e His GV
52% 2,8% ©3%

Abb. 17: Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte 01/11; 01/28; 01/26

(in % d. 16 gemessenen Aminoséauren)

Der Vergleich mit Sojaprotein und Kartoffelprotein zeit, dass die Produkte ein sehr
hochwertiges Aminosaurespektrum aufweisen (Abb. 18). Blattprotein ist besonders reich
an den essentiellen Aminosauren Leucin, Isoleucin, Valin, Threonin und Tryptophan und
konnte damit einen ahnlich positiven Effekt wie das hochwertige Kartoffeleiweil® erzielen.
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Abb. 18: Aminosaurenprofil eines Blattproteinkonzentrats 01/26 im
Vergleich zu Soja und Kartoffelprotein und dem Spektrum von
Rubisco

Die Ergebnisse des Projekts fihren zwar zu dem Ergebnis, dass aus Silagesaft kein
Proteinkonzentrat mit den vorgeschlagenen Technologien gewonnen werden kann,
allerdings zeigen die Safte ein wertvolles Aminosaurenprofil, wobei die meisten
Aminosauren als freie Aminosauren vorliegen (vgl. Anhang H). Gezeigt werden hier Safte
aus den optimalsten Silagen der Jahre 2001 und 2002 (Abb. 19).

Im Gegensatz zum Grinen Presssaft zeigt der Silagesaft, dass das gemessene
Rohprotein anndhernd deckungsgleich mit den gemessenen Aminosauren ist (ca. 90 %).
Als freie Aminosauren wurden in Saft 01/63 (Bastardraygras, 3. Schnitt, Jahr 2001) 76 %
der gesamten (hydrolysierten) Aminosauren gemessen.
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Aminosaurespektrum Mittelwert d. Silagesafte 01/58; 01/59;
01/62; 01/63; 01/64; 02/19; 02/24; 02/26 (in % d. 16
gemessenen Aminosauren)

Val Ala
Tyr 8,3% 11,2%
Thr
6,5%
Ser
5,0% Asp+Asn
13,7%
Phe
5,3%
Lys
8,7% Gin, Glu
11,4%

Gly
lle His  6,7%
59% 2,4%

10,0%

Abb. 19: Aminosaurespektrum in % der 16 gemessenen Aminosauren als
Mittelwert ausgewabhlter Silagepresssifte der Jahre 2001 und 2002
(01/58; 01/59; 01/62; 01/63; 01/64; 02/19; 02/24; 02/26)

Ein Einsatzgebiet fiir einzelne Aminosauren aus Silagesaften ware die Pharmazie.
Protinhydrolysate kénnten je nach Qualitatsstandard auch in der Futtermittelindustrie und
der Lebensmittelindustrie (Spezialernahrung im Gesundheits- und Sportbereich)
eingesetzt werden. Da Silagesaft bis zu 35 % der Trockenmasse aus Aminosauren
besteht scheint dieser Weg sinnvoll. Der Silagesaft steht dabei allerdings in Konkurrenz
zu anderen Rohstoffen wie Melasse (Amino 2002) und Soja. Fur Silagesaft spricht das
breite Spektrum der Aminosauren, der hohe Gehalt an Aminosauren im Silagesaft und die
Tatsache, dass ein Grossteil der Aminosauren als freie Aminosauren vorliegt.

Es wurden zum Teil im Rahmen dieses Projekts und mit zusatzlicher Eigenleistung des
Teams und der Firmen Uberlegungen und erste Versuche zur Abtrennung von
Aminosauren gemeinsam mit der Milchsdure aus Silagesaft unternommen. Diese sind
vielversprechend (65 % des Rohproteins im Saft kbnnen als Aminosduren gewonnen
werden) und die Technologien sollten daher in Folgeprojekten weiter entwickelt werden
(siehe

Anhang H).
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Neben der wirtschaftlichen Bewertung der Gewinnung eines Proteinkonzentrats aus
Luzerne, da nur diese Variante technologisch Sinn macht, konnten bereits Erhebungen
Uber das wirtschaftliche Potenzial der Gewinnung von Aminosauren aus Silagesaften in
diesen Bericht integriert werden. Denn die Verarbeitung von Silage kann als die
eigentliche Griine Bioraffinerie Osterreich bezeichnet werden.

3.8 Wirtschaftlich Bewertung der Gewinnung eines
Proteinkonzentrats aus Luzernesaft plus Nebenprodukte

Fur die Berechnung der Wirtschaftlichkeit wurde die dynamische Methode "Discounted
Cash Flow" ausgewahlt. Auf Basis der in Anhang G und Anhang | dargestellten Parameter
wurden drei mogliche Falle entwickelt und ausgewertet.

Variante 1:
Fall 1. Produktion der Produkte Proteinkonzentrat, Fermentationspromotor und
Grinmehl (getrockneter Luzernepresskuchen), wobei das Proteinkonzentrat
alternativ mittels Ultrafiltration bzw. Koagulation hergestellt wird.

Fall 2. Produktion der Produkte Proteinkonzentrat, Fermentationspromotor und
Biogas (seit Jan. 2003 existieren attraktive Einspeisetarife fir Okostrom)

Variante 2:

Fall 3. Produktion eines Proteinkonzentrats nach dem Modell von FRANCE
LUZERNE (ca. 10.000 t TM pro Jahr und 10 % TM im Saft), allerdings gelangt der
Presskuchen in eine Biogasanlage. Die Ultrafiltrationsanlage ist ca. um einen
Faktor 3 grofer.

Fur die Darstellung des Fermentationspromotors, der Grinmehlproduktion und der
Biogasanlage dienen die Daten aus Kromus et al. (2002) bzw. Kromus (2002)..

3.8.1 Eriose durch ein Proteinkonzentrat und der Reststrome

Kurz vor dem Start dieses Projekts war die BSE Krise auf ihnrem Hohepunkt und es wurde
angenommen, dass pflanzliche Proteine, die auch garantiert GMO-frei angeboten werden
kénnen einen ,Premium*“ Preis erzielen wirden. Inzwischen ist die Aufregung um BSE
abgeklungen und es wird weiterhin, auf3er fir Wiederkduer, Fischmehl in grolem Umfang
eingesetzt. Niemand kann allerdings garantieren, dass nicht illegale ,Blends® aus
Fischmehl und Tiermehl in Europa im Umlauf sind.

Es scheint auch Faktum zu sein, dass ca. 60 % des in Osterreich eingesetzten Soja als
EiweiBquelle zumindest Spuren einer gentechnischen Veradnderung aufweisen.
Inzwischen hat sich aber, offenbar auch aufgrund des herrschenden Preisdrucks, ein
gewisser Gewodhnungseffekt breit gemacht. Nach Auskunft der Fa. BIOMIN AG kann
jedoch immer noch ein Mehrpreis fir GMO-freies Protein von 10% lukriert werden. Diese
Produkte lassen sich aber in der durchschnittlichen landwirtschaftlichen Produktion
wirtschaftlich nicht unterbringen. Diese Produkte finden lediglich z.B. in der
Markenfleischproduktion Eingang.

In Milchaustauschern der Fa. LACTOPROT AG wurde bis zur Auslagerung der Produktion
von Osterreich nach Deutschland ein Sojaproteinprodukt mit ca. 71,4 % i. d. T™M
Rohprotein eingesetzt. Der Preis dafiir betrug ca. 0,95 €/kg Produkt.

Nach Auskunft der Firmen LACTOPROT AG und BIOMIN AG richtet sich der Proteinpreis
im wesentlichen nach dem Rohproteingehalt. D.h. pro Prozentpunkt Rohprotein in der
Trockenmasse kosten hochwertige Proteinprodukte 0,0013 €. Dieser Preis ist unabhangig
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davon, ob das Produkt fir die Kalberaufzucht, Schweinemast oder sonstige
Anwendungen eingesetzt wird.

Aufgrund eines vorliegenden Angebots der Firma FRANCE LUZERNE ist bekannt, dass
ein Produkt aus Luzerne mit 50 bis 52 % Rohprotein i. d. TM ca. 0,70 €/kg frei Werk
Frankreich kostet.

Fur das Proteinkonzentrat einer Luzerne Bioraffinerie mit 48,9 % Rohprotein i. d. TM
ergibt sich somit ein planbarer Erldés von 0,65 €/kg plus 10% Pramie fir GMO-frei ergibt
0,72 €/kg. Es muss angemerkt werden, dass dieser Preis nicht elastisch ist. Wenn sich
nicht grofde 6kologische Umstrukturierungen in der Landwirtschaftspolitik ergeben, kann
angenommen, dass der angegebene Erlds pro kg praktisch keinen Schwankungen
unterworfen ist. Auch eine zusatzliche Pramie flr Nachhaltigkeit bzw. Osterreichische
Herkunft muss derzeit ausgeschlossen werden. Fir die Berechnungen der
unterschiedlichen Falle wird der Proteinerlds demnach mit 0,70 €/kg frei Werk
LACTOPROT AG Hartberg festgeschrieben.

In Kromus et al. (2002) wurde untersucht inwieweit sich UF-Permeat bzw.
Zentrifugenuberstand zur Promotion von Submersfermentationen eignen. Es wurde
festgestellt, dass die Eigenschaften dieser Strdme jenen des bisher eingesetzten Corn
Steep Liquor (CSL) ahnlich sind. Nachdem der Weltmarktpreis fir CSL 0,25 €/kg
Trockenmasse betragt, kann davon ausgegangen werden, dass der flissige Reststrom
zum gleichen Preis verkauft werden kann.

Der Presskuchen kann alternativ als Grinmehl verkauft oder zu Biogas verarbeitet
werden, da weitere Anwendungen noch in der wirtschaftsbezogenen
Grundlagenforschung stecken. Im Falle des Griinmehls aus Luzerne liegt der Marktpreis
stabil bei 0,153 €/kg TM (vgl. Kromus et al. 2002).

Im Falle der Verwertung der Reststréme in einer Biogasanlage wird angenommen, dass
diese den Warmeduberschuss generell um 0,025 €/kWh verkaufen kann. Im Gegenzug
dazu kann fur die Trocknung die Eigenwarme um 0,025 €/kWh bezogen werden. Fir den
ersten Fall (Grinmehlerzeugung) werden die Warmekosten mit 0,044 €/kWh kalkuliert.
Der Verkaufserlos flir den Biogasiberschussstrom wird fir Fall 1 und Fall 2 mit
0,125 €/kWh festgelegt (500 bis 1000 kW Leistung) und fur Fall 3 mit 0,103 €/kWh (lber
1 MW) (EVA 2003), wobei der Eigenverbrauch der Bioraffinerie mit nur 0,073 €/kWh
bewertet wird.

3.8.2 DCF Ergebnisse und Diskussion

Aus den jeweils wirtschaftlichsten Gesamt-EBITs (EBIT = Earnings Before Interest and
Taxes) wird der Discounted Cash Flow berechnet. Es zeigt sich, dass im Fall 1 und Fall 2
die Koagulation gegenuber der Ultrafiltration wirtschaftlich vorteilhafter ist. Bei Fall 3
betragt der  Unterschied allerdings lediglich 1,7 %  zugunsten  der
Koagulation/Zentrifugation. Daher konnte die Ultrafiltration zur Qualitatsverbesserung des
Produkts eingesetzt werden. Fur den Fall 1 und Fall 2 ergibt sich allerdings keine
Wirtschaftlichkeit des Gesamtsystems "Luzerne Bioraffinerie". Erst durch das Ausnutzen
der "Economy of Scale" und eine VergrofRerung der Anlage um ca. den Faktor 3 und eine
angenommene Verbesserung der Proteinausbeute aus dem Rohstoff Luzerne wird ab
dem Jahr 9,7 (Break Even) ein positiver Cumulated Discounted Cashflow ausgewiesen.
Der Shareholder Value als Ansatz fur die Unternehmenswertberechnung konnte mit rund
3.500.000 € errechnet werden. Als Zinssatz wurde ein WACC (Weighted Average Capital
Cost) von 6,30 % (55 % Eigenkapitalquote) angenommen.
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Generell werden keine Erloselastizititen einbezogen, da die Erlésstruktur sehr genau
recherchiert und fur nicht veranderbar befunden wurde (Biogas Einspeistarif auf 13 Jahre
festgelegt). Einzige Mdglichkeit flr eine verbesserte Erlosstruktur ergabe sich flr den
Bereich Warme. Allerdings ware aus heutiger Sicht die Planung mit hdéheren
Warmeerlésen aus der Biogasanlage unserids.

Cumulated Cash Flow im 10. Jahr (ohne Normaljahr) - Fall 1,

Fall 2, Fall 3
Fall 3 i73€

-2.160 €

-2.500 € -2.000 € -1.500 € -1.000 € -500 € 0€ 500 €
tsd. €

Abb. 20: Cumulated Cash Flow der Falle 1, 2 und 3 im 10. Jahr (ohne
Normaljahr) - Fall 3 "Economy of Scale" ca. Faktor 3

Die Kostenstruktur der Rohstoffe ist als sehr hoch einzuschatzen. Diese wurde aber sehr
aufwendig erhoben und mit vielen Experten diskutiert. Die Rohstoffkosten sind demnach
so angesetzt, dass die Landwirte damit verninftige Einnahmen Ilukrieren konnen.
Niedrigere Rohstoffpreise wirde die Problematik und die soziale Schere der
Landwirtschaft negativ beeinflussen. Durch die EU Erweiterung wird es aber
voraussichtlich zu einer Verringerung dieser Kosten kommen. Wird den &sterreichischen
Bauern dann nicht durch Forderungen geholfen, muss man bezweifeln, dass die soziale
Nachhaltigkeit in der Landwirtschaft weiterhin gegeben ist. Nachdem es sich bei der
Grunen Bioraffinerie allerdings um ein gesamtheitlich nachhaltiges Projekt handeln soll,
wird in allen Modellen der Rohstoffpreis konstant hoch gehalten.

Trotz einem Break Even nach gerade noch akzeptablen 9,7 Jahren und der nachhaltigen
Wirtschaftlichkeit im Fall 3 kann aus folgenden Grinden Kkeine eindeutige
Investitionsempfehlung abgegeben werden:

1. In Fall 3 wurde eine Steigerung der Proteinproduktausbeute von 35 % bis 40 %
gegeniber Fall 1 und 2 angenommen. Diese ist durchaus realistisch, da eine
diesbezlgliche Referenzanlage in Frankreich existiert, dennoch existiert doch ein
hohes Risiko, da man tUber die Schwankungen der Rohstoffqualitaten bei Luzerne
noch zu wenig weil. Hier misste zunachst der Betrieb einer Pilotanlage Uber
zumindest zwei Saisonen vorangestellt werden. Die Investition in diese Pilotanlage
kann die Gesamtinvestitionskosten aber betrachtlich erhéhen.
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2. Trotz verbesserter Produkteigenschaften (Ldslichkeit) durch die Verwendung einer

modernen Ultrafiltrationsanlage mit Keramikmembranen handelt es sich bei dieser
Anlage um keine echte Innovation. Das Modell widerspricht dem Ansatz der
Grunen Bioraffinerie sowohl im Rohstoffmix als auch im Bereich des
Produktstammbaums. Alle Produkte sind althergebrachte Produkte ohne
wesentlichen Zusatznutzen. Dies wirkt sich natirlich auf die Erlésstruktur und auf
die als negativ zu bewertende Abhangigkeit vom Weltmarkt aus.

Die Osterreichische Grine Bioraffinerie hat die Nutzung von Silage als Préamisse
gewahlt. Diese Pramisse wurde aufgestellt, um Kampagnenbetrieb zu vermeiden
und um die Logistikkosten gering zu halten. Diese Luzerne Anlage misste im
Kampagnenbetrieb mit enormem Logistikaufwand (auler Biogas) betrieben
werden. Es mussten 60.000 t FM ,Just in Time®, namlich erntefrisch, aus der
kleinraumigen 0sterreichische Landwirtschaft zur Verarbeitungsanlage gebracht
werden. Die Luzerne dirften voraussichtlich maximal drei Stunden in einem
Pufferlager verbringen. Dieser Parameter ware als nicht nachhaltig anzusehen.
Aulerdem ist die Fokussierung auf nur einen Rohstoff als wirtschaftlich riskant
anzusehen (Ernteausfalle), denn die Erfahrung mit groRflachigem Luzerneanbau
ist in Osterreich gering, auch wenn die Luzerne als Leguminose eine 6kologisch
sinnvolle Alternative zu Mais ist.

Nachdem in einer derartigen Anlage nur durch die Biogasanlage auch die
Kulturlandschaft (z.B. Streuobstwiesensilage im Winterbetrieb) gepflegt werden
kann ist von der Luzerneanlage diesbezliglich kein Beitrag zu erwarten. Die Grole
der Biogasanlage ist mit ca. 19.000 t TM pro Jahr als ,sehr grol3”“ zu bewerten. Es
konnte im Rahmen dieses Projekts nicht geklart werden inwieweit sich eine
Ruckflihrung der Biogasglille auf die Felder logistisch organisieren lielRe.

Der urspringliche Plan der Dezentralisierung der Fraktionierung und der
Biogasproduktion kdnnte eine Entlastung im Logistikaufwand bringen. Nur lasst
sich dann die Investitions- und Personalkostendegression nur noch bedingt
realisieren. D.h. die Wirtschaftlichkeit einer derartigen dezentralen oder semi-
dezentralen Anlage (vgl. Kromus et al. 2002) ist dann nicht mehr gegeben.

Aufgrund der Betrachtungen in Punkt 1 bis 5 muss daher betont werden, dass der Ansatz
der Griinen Bioraffinerie Osterreich aufgrund der Projektergebnisse nun voll auf die
alleinige Verarbeitung von Silage konzentriert ist. Nur im Falle der Nutzung von
Spezialprodukten aus der Luzerne oder Rotklee (z.B. Saponine, Lutein, Isoflavone, etc.)
wulrde die Einbeziehung von griiner Frischmasse wieder Sinn machen.

Sollten sich die Rahmenbedingungen in Europa durch die Okologisierung der
Landwirtschaft und die Entwicklung eines nachhaltigen Wirtschaftssystems andern, dann
kénnten durch eine verbesserte Erldsstruktur dezentrale 6kologisch arbeitende Luzerne
Anlagen innerhalb eines Jahres errichtet werden.

Die zukinftige Fokussierung auf Silage kann daher wie folgt begriindet werden:

1.

Silage bietet durch natlrliche und 6kologische Vorgange freie Aminosauren, die
mittels hoch innovativer Technologien gemeinsam mit Milchsdure abgetrennt
werden konnen. Die Technologien bendtigen allerdings eine verlangerte
Entwicklungsphase gegeniber den in diesem Projekt untersuchten, sind aber
daflr als einzigartig (Technologievorsprung) anzusehen.
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2. Kein anderer Rohstoff, aul3er Grinlandsilage, bietet diesen Vorteil. Jegliche
andere Proteine, die derzeit im Einsatz sind, missen aufwendig chemisch
hydrolysiert werden.

3. Die Ausbeute an Aminosauren betragt ca. 40 bis 50 % des Rohproteins im
Grassilagerohstoff. Ca. 65 % davon kdnnten aus dem Saft als hochwertiges
Produkt gewonnen werden. Dies bedeutet auf Basis des Rohproteins zumindest
eine Steigerung der Ausbeute um 50 bis 60 %, selbst im Vergleich mit FRANCE
LUZERNE.

4. Das mdogliche Produktspektrum in Kombination mit der Milchsauregewinnung
(siehe Projekt ,Milchsaure aus Grassilage®) ist riesig und reicht von Futtermittel
Uber Lebensmittel bis zu Kosmetik und Pharma.

5. Durch die breiten Einsatzmdéglichkeiten sind der Produktentwicklungsphantasie
keine Grenzen gesetzt. Ein groRes Wertschopfungspotenzial durch Sekundar- und
Tertiarprodukte kann prognostiziert werden (z.B. ,Functional Food®).

6. Die Technologien kénnen voraussichtlich so flexibel gestaltet werden, dass sie
auch die Grundlage flur die Abtrennung von Spezialstoffen bieten (Stichwort: ,Low
volume — High Price®).

Grundsatzliche Betrachtungen zur Wirtschaftlichkeit der Abtrennung von Aminosduren
aus Silagesaften sind in Anhang J zu finden.

Obwohl aufgrund der Erkenntnislage keine der Thesen, die in der Einleitung formuliert
wurden zu 100 % verifiziert werden konnten, bringt das Projekt umfassende Klarheit tGber
die Moglichkeiten der Gewinnung von Proteinen aus Griinen Saften bzw. Aminosauren
aus Silagesaften. Aufgrund der Tatsache, dass bereits erste Optimierungsschritte im Falle
der Gewinnung von Aminosauren aus Grassilage durchgeflihrt werden konnten ist
Zuversicht Uber die technologische Machbarkeit der Griinen Bioraffinerie angebracht.
Durch die Tatsache, dass nunmehr ausschlie3lich Silagen untersucht werden sollen, wird
die weitere Entwicklung fokussiert und vereinfacht.

Aminosauren lassen gegenliber dem untersuchten Proteinkonzentrat aus Luzerne eine
wesentlich héhere Wertschdpfung erwarten. Dies bedeutet, dass die Umsetzung von
Griine Bioraffinerie Systemen in Osterreich wieder ein groles Stiick naher geriickt ist.
Relativ kurzfristig sollte nun mit dem Aufbau einer Demonstrationsanlage mit der Option
der modularen Weiterentwicklung (langere Entwicklungszeit bei der
Aminosaurenabtrennung) begonnen werden.

Durch die strategische Fokussierung der Griinen Bioraffinerie Osterreich und dem
positiven Ausblick auf den modularen Systemaufbau in den Bereichen Aminosauren und
Milchsaure wird das Projekt einem Leuchtturm im Sinne der Programmlinie "Fabrik der
Zukunft" gerecht.
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4 Empfehlungen

Proteinkonzentrate kdnnten auf Basis der Ergebnisse dieses Projekts grofitechnisch aus
Luzernesaften (Luzerne Bioraffinerie) gewonnen werden. Die Wirtschaftlichkeit einer
derartigen Anlage ware allerdings nur bedingt gegeben und die Innovationskraft ware
beschrankt.

Es wird daher empfohlen diesen Weg zu Gunsten der Gewinnung von Aminosauren,
Milchsaure und weiteren Nebenprodukten aus Silageséaften aufzugeben.

Im Rahmen dieses Projekts und mit zusatzlicher Eigenleistung des Teams und der
beteiligten Firmen wurden Uberlegungen und erste Versuche zur Abtrennung von
Aminosauren gemeinsam mit der Milchsaure aus Silagesaft unternommen. Diese sind
sehr vielversprechend (65 % des Rohproteins im Saft kdnnen als Aminosauren gewonnen
werden) und die Technologien sollten daher in Folgeprojekten unbedingt weiter entwickelt
werden.

Ausschlaggebend fir diese Empfehlung sind, wie bereits in Kapitel 3 dargestellt, folgende
Grlnde:

1. Silage bietet durch natlirliche und 6kologische Vorgange freie Aminosauren, die
mittels hoch innovativer Technologien gemeinsam mit Milchsdure abgetrennt
werden kénnen.

2. Kein anderer Rohstoff, aul3er Grinlandsilage, bietet diesen Vorteil. Jegliche
andere Proteine, die derzeit im Einsatz sind, mussen aufwendig chemisch
hydrolysiert werden.

3. Das modgliche Produktspektrum in Kombination mit der Milchsauregewinnung
(siehe Projekt ,Milchsaure aus Grassilage®) ist riesig und reicht von Futtermittel
Uber Lebensmittel bis zu Kosmetik und Pharma.

4. Durch die breiten Einsatzmdglichkeiten sind der Produktentwicklungsphantasie
keine Grenzen gesetzt. Ein grolies Wertschopfungspotenzial durch Sekundar- und
Tertiarprodukte kann prognostiziert werden (z.B. ,Functional Food®).

5. Die Technologien kénnen voraussichtlich so flexibel gestaltet werden, dass sie
auch die Grundlage flr die Abtrennung von Spezialstoffen bieten (Stichwort: ,Low
volume — High Price®).

Durch die Ergebnisse des Projekts konnte ein Know-how Vorsprung gegenliber anderen
europdischen Grline Bioraffinerie Projekten erarbeitet werden. Durch die Weiterfuhrung
des Konzepts auf Basis von Silage wird die Technologiefuihrerschaft weiter ausgebaut
werden.
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Anhang A
Ausgangssituation — Proteine fur Milchaustauscher

1 Proteine aus Gras- und Silagesaften flr
Milchaustauscher

Proteine sind hochwertige Bestandteile der Erndhrung von Mensch und Tier. Aber auch
fur technische Anwendungen (z.B. Klebstoffe) und im Pharma- und Kosmetikbereich (z.B.
Emulgatoren) sind sie eine wichtige Produktgruppe. Bisher wurde weltweit ausschlieRlich
die Abtrennung von Blattproteinen aus griinen Pflanzen untersucht. Die Ergebnisse
zeigen, dass diese Proteine hohes Potenzial besitzen, um in den erwahnten
Einsatzgebieten Eingang zu finden. Allerdings haben die bisherigen Methoden den
Nachteil ausschlieBlich auf frische Grinpflanzen zu fokussieren. Dies erfordert
kostenintensiven Kampagnenbetrieb und ist daher in den meisten Fallen und speziell als
Einproduktsystem nicht wirtschaftlich. Die ,Spezialitdt® der Osterreichischen Griinen
Bioraffinerie ist daher die Verarbeitung von Grasssilage als Proteinquelle.

Dieses Projekt kann auf ein Vorprojekt, das in Bund-Bundeslander Kooperation (BBK)
gefordert wurde zuriickgreifen. In diesem Projekt wurde eine prinzipielle wirtschaftliche
Modellierung vorgenommen. Aul3erdem wurden Rohstoffparameter von Wiese und Silage
erfasst (Kromus et al. 2002). Darauf aufbauend wird in diesem ,Fabrik der Zukunft"
Projekt detaillierte Produktentwicklung vorgenommen.

In diesem Projekt wird demnach untersucht, wie und ob es moglich ist aus Graspresssaft
bzw. Silagepresssaft eine Proteinfraktion abzutrennen, die als Futtermittel (Ersatz von
Sojaschrot als Eiweillieferant, hochwertiges Proteinkonzentrat in Milchaustauscher)
geeignet ist. Neben Saft aus frischer Grinlandbiomasse wurde im besonderen Saft aus
gepresster Grassilage untersucht. Silagesaft hat gegenuber frischem griinen Saft den
Vorteil, dass er unabhangig von Erntezeitpunkten Gber das ganze Jahr verflgbar ist. Die
Untersuchungen zum Silagesaft liefern vollig neue Erkenntnisse da es bisher keine
Applikationen flr einen solchen Rohstoff gab.
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Abb. 21: RUBISCO das Blattprotein — das haufigste Protein der Welt
(Quartare Struktur)
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1.1  Proteinkonzentrate als Proteinquelle fiir ein Milchaustauscher
Futter

Der Einsatz von Blattproteinkonzentraten als Eiwei- bzw. Aminosaurenquelle fiir ein
Kalbermastfuttermittel ware eine hochwertige und damit wirtschaftlich interessante
Nutzung des Grasrohstoffes.

Mastkalber missen bis zum Schlachten monogastrische Tiere bleiben, wenn die vom
Markt geforderte weille Fleischfarbe erhalten bleiben soll. Dies ist nur moglich wenn die
Kalber wahrend der ganzen Mastperiode mit flissiger Nahrung gefittert werden. Die
Futterung wird dabei den Verdauungsvorgangen des Sauglinsalters angepasst.

Das Mastfuttermittel Milch ist sehr teuer, weshalb sie, mit Ausnahme der Biestmilch, in der
Kalbermast nicht mehr haufig zum Einsatz kommt. Des weiteren ist die Vollmilch bei der
Uber 100 kg hinausgehenden Mast kein ideales Mastfutter mehr. Der grofte Teil aller
Kalber wird daher mit Milchaustauscherfuttermitteln gemastet. Die Tiere erreichen so
héhere Zuwachsraten als kuhmilchernahrte Tiere. Die Milchaustauscherfuttermittel sind
Uberwiegend aus Trockenmilchprodukten zusammengesetzt und durch Verwendung von
milchfremden Fetten billiger als Vollmilch. Der Zusatz von Wirkstoffen sichert aulierdem
die vollwertige Ernahrung der Kalber (Knaus 1992).

Die Kalbermast wird in zwei Abschnitte eingeteilt:
3. Im ersten Abschnitt liegt das Augenmerk auf der Vertraglichkeit. Milcheiweif3 kann
mit eigenen Enzymen (Chymosin) gespalten werden, andere Eiweil3sorten

bendtigen Pepsin. Fremdfett wird gut vertragen.

4. Im zweiten Abschnitt ist ein hoher Energieinhalt und der Preis wichtig.
Fremdproteine kdnnen nun mit selbstgebildeten Enzymen abgebaut werden.

Die typische Zusammensetzung eines Milchaustauschers (Tab. 5) erhalt man durch
Mischung mehrerer Zutaten.

Tab. 5 Inhaltstoffe von MAT fiir Mastkalber: Typ1/2
(Mehlmauer-Larchner 1988)

Typ 1 Typ 2
Rohprotein, % min 22 17
Rohfett, % 12-30 15-30
Rohfaser, % max 1,5 2
Rohasche, % max 10 10
Milchpulver, % min 50 25
darunter BMP, % max 25 25

Neben Milchpulver kommen unterschiedliche Protein- und Kohlenhydratquellen in Frage.
Ein vollstandiger Ersatz der Trockenmagermilch im Milchaustauscherfutter (MAF) kann
nur Uber geeignete Kombinationen mehrerer Proteinarten die sich in ihrem Futterwert
erganzen, erzielt werden. Hier kommt vor allem ein auf Soja basierendes
Proteinkonzentrat (entfettete Sojaflocken, ausgewaschene Oligosaccheride) zum Einsatz
das mit anderen Proteinquellen (z.B. Kartoffel oder Molke) erganzt wird.
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Tab. 6 Aminosauren in Milchaustauscher

Rohprotein, % 22 18
Rohfett, % 15 22
Lysin, % 1,7 1,4
Met, % 0,6 0,5
Met+Cys, % 1 0,75

Problematisch fiir den Einsatz als Milchaustaucherbestandteil ist der Gehalt an

milchfremden Zuckern, besonders Oligosaccheride,

Substanzen (z.B.: bestimmte Sojaproteine), die das Immunsystem aktivieren,
Enzymhemmende Substanzen (Trypsininhibitoren) und

hohe Ascheanteile.

BN =

Ersteres liegt am Enzymsystem des Kalbes, welches anfangs nur Uber das
milchzuckerspaltende Enzym Lactase verfugt und daher nur Laktose spalten kann bzw.
deren Monosaccharide Glucose und Galactose effizient nutzen kann. Nicht absorbierte
Zucker fluhren zu Spontandurchfall und erleichtern infektiosen Keimen die Ansiedlung im
Darmkanal.

Aufgrund von Immunsystemaktivierung und den beinhalteten enzymhemmenden
Substanzen kénnen Sojakonzentrate nicht als alleinige Proteinquelle eingesetzt werden.

Ein erhdhter Ascheanteil Uber 10 % wird fur Diarrh6e-Falle verantwortlich gemacht.

Als Proteinquelle der heute verwendeten Milchaustauscher dienen speziell behandelte
Sojakonzentrate. Durch  Hitzebehandlung  werden  Proteaseninhibitoren  und
Hamaglutinine. Unschadlich gemacht. Oligosaccheride werden ausgewaschen. Zur
Verminderung der antigenen Effekte erfolgt eine Behandlung mit heiRem Ethanol (Knaus
1992).

Im Rahmen des Projekts wurde untersucht, inwieweit Proteinprodukte, die diese
Anforderungen erflillen aus Gras- bzw. Silagesaften technologisch und wirtschaftlich
herstellbar sind. In Bezug auf Produkte aus frischen Grassaften existiert ausfihrliche
Literatur (siehe Kromus et al. 2002), wobei fiir den Fall der Gewinnung von Proteinen aus
Silagesaften keine Vorarbeiten existieren.

Ein wesentlicher Punkt bei der Auswahl von geeigneten Rohstoffen sind auch etwaige
toxisch oder antinutritiv wirkende Substanzen, deren Untersuchung als Literaturrecherche
durchgefihrt wurde.
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2 Toxische und Antinutritive Substanzen in Gras- bzw.
Silageproteinprodukten

Die Herkunft toxischer bzw. antinutriver Substanzen oder deren Vorlaufer kann drei
verschiedenen Quellen zugeordnet werden:

4. der(n) angebauten Futterpflanze(n)
5. Beikrautern (,Unkrautern)
6. sonstigen Quellen (z.B. Dinger)

Die Auswahl der untersuchten Feldpflanzen richtet sich nach der Tatsache, dass in
diesem Projekt einerseits gemischte Dauerwiesen mit verschiedenen Grassorten (Fam.
Poaceae) mit nicht genau definierten Beikrautern, andererseits Wechselwiesen (1-3
jahriger Feldfutteranbau oder Zwischenfruchtanbau) mit einem definierten Gemisch aus
Poaceae und Kleesorten und drittens reines Feldfutter (Feldfutterbau mit einer einzelnen
Art; z.B. Luzerne oder Raygras) untersucht wurde.

Die untersuchten Feldpflanzen sind Luzerne (Medicago sativa) und Trifolium Arten (z.B.:
Rotklee, Trifolium pratense) und verschiedene Poaceae Arten (z.B.: Bastardraygras,
Lolium hybridum). Fur deren Bewertung bezuglich unerwinschter Pflanzeninhaltsstoffe
werden Untersuchungen dieser Pflanzen beziehungsweise Untersuchungen dieser
Pflanzengruppen oder einzelner Spezies (die mit den oben genannten verwandt sind)
dieser Pflanzengruppen herangezogen.

In kommerziellem Saatgut (und auch in zur Gewinnung von Protein geeigneten Arten) fur
den Feldfutteranbau sind vor allem Vertreter der Lolium-, Trifolium- und Festuca-Arten
vertreten. In den extensiven Dauerwiesen gibt es ein breites Spektrum mit Vertretern aller
Poaceae.

Bei- und Unkrauter sind vor allem in spateren Nutzungsjahren einer Feldfutterwiese und
insbesondere bei Dauerwiesen zu finden. Je intensiver die Wiese genutzt wird (mehr
Schnitte, auf die Futterpflanze optimierte Dilngung...) umso schwieriger ist der
Konkurrenzkampf dieser beigleitenden Pflanzengesellschaft. Typische giftige Beikrauter
werden bei der Nutzung der Wiese als Weideflache aber auch bei Heufltterung meist von
Kihen erkannt und ausselektiert. Trotzdem kommt es immer wieder zu Vergiftungen und
Beeintrachtigungen der Milchqualitat.

Auch Dunger und hier vor allem Stickstoffdinger kommt als Vorlaufer toxischer
Substanzen in Frage.
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Spermophyta

Klasse Zweikeimblattrige Einkeimblattrige

Rosidae andere Liliidae andere
Familie Rosaceae Fabaceae andere Liliengew. Poaceae, andere.....

Schmetterlings- echte Gréser

bliitler (Gramineae)

(Leguminosen)

Pooideae
Trifolicae Pocae Aveneae Triticeae andere

(...Hafer, Timothe (....Weizen,

Spezies
/’\ W Gerste Roggen)

Medicago Trifolium Trigonella Lolium Arten Festuca Dactylis
Arten Arten Arten und Arten Arten
andere Arten

Luzerne Rotklee Raygras Wiesenschwingel Wiesen Knéuelgras
(Alfalfa, (Trifolium (Lolium (Festuca Pratensis)  (Dactylis glomerata)
Medicago pratense) perenne)

sativa)

Abb. 22: Vereinfachtes Schema der Verwandtschaftsverhiltnisse der untersuchten Pflanzen (Adler et al. 1994)
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2.1 Toxische und Antinutritiv wirkende Stoffgruppen
211 Cyanogene Verbindungen

Besondere Beachtung ist den Cyanogenen Glycosiden (CG) beizumessen. Diese
blausaurehaltigen Verbindungen bestehen aus einer Aminosaure und einer
Zuckerkomponente. Diese zahlen zu den antinutritiven Substanzen (Maidt-Kohnert et al.
2001a).

Bei der mechanischen Zerstérung des Pflanzengewebes kdénnen durch enzymatische
Hydrolyse der CG Cyanhydrine gebildet werden, die sofort weiter zerfallen, wobei
Blausaure entsteht.

Vor allem Leguminosen sind reich an saureabspaltenden Glykosiden. Frische Medicago
sativa (Luzerne) beinhalten 2 ppm Cyanid. Dieser Wert kann als sehr gering
angenommen werden (einige Lotononisarten beinhalten 1200 ppm und sind fir das Vieh
toxisch. Einige tropische Acacieae Arten bilden bis zu 30.000 ppm (Hegnauer 2001).

Bei Ubermafigem Verzehr von Erbsen (Lathyrus Arten) kann es zur sogenannten
Kicherbsenvergiftung (Lathyrismus) kommen, verursacht durch Aminosaurederivate die
durch die reaktive Blausaure entstehen. CG sind in Gréssenordnungen von 0,5 — 5 g/kg in
Kernen von Apfeln, Leinsamen, Limabohnen und Sorgumhirse (0,3 bis 2,5 g/kg)
vorhanden.

Bei den Feldpflanzen der Griinen Bioraffinerie ist der Gehalt an Cyanogenen Glykosiden
gering bis vernachlassigbar. Der Eintrag von cyanogenen Verbindungen durch Beikrauter
wlrde bei einer grof3technischen Produktion so verdiinnt werden, dass der Rohstoff eines
einzelnen besonders belasteten Feldes nur einen geringen Einfluss hat.

2.1.2 Glucosinolate (Senfolglycoside)

Senfdlglycoside zahlen zu den schwefelhaltigen sekundaren Pflanzeninhaltstoffen mit
anticancerogenen, antimikrobiellen, aber auch hepatoxischen und goitrogenen
(Kropfférdernden) Eigenschaften. Es sind ca. 100 in der Natur vorkommende
Glucosinolate bekannt, von denen bis zu 20 in den fir Menschen ernahrungsspezifischen
Gemiusesorten vorkommen (z.B. Kohlrabi 1 g/kg Frischmasse, Brokkoli 0,8 g/kg
Frischmasse).

Glycosinolatabbauprodukte kénnen auch aromaintensiv (z.B. Allylisothiocyanat (AITC)
des Meerrettichs) oder enzyminhibitatorisch wirken (Maid-Kohnert et al. 2001b).

Auch in Rapsschrot wurde ein toxisches Glucosinsolat (Goitrin) gefunden (Telek und
Graham 1983).

Es gibt keine Hinweise auf bedenkliche natlrlich vorkommende schadliche Glusosinolate
in den untersuchten Feldpflanzen. Geringe Konzentrationen durch Beikrauter werden als
unbedenklich eingeschatzt.

2.1.3 Nitrat, Nitrit und Nitrosamine

Nitrosamine gelten als extrem cancerogen. Die Bildung erfolgt ausgehend von Nitrat oder
N-Verbindungen (Aminosauren, Aminen, etc.) Uber Nitrit zu Nitrosaminen. Der erste
Schritt von Nitrat zu Nitrit kann auch im oralen Bereich (mit Hilfe von reduzierendem
Speichel) erfolgen.

Die Entstehungswege von Nitrosaminen sind nicht bis ins letzte Detail geklart, klar ist
aber, dass hohe Nitrat und Nitritanteile die Nitrosamingefahr erhéhen. Nitrite reagieren mit
Hamoglobin zu Methemoglobin und sind toxisch.
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Fur Pflanzenproteinkonzentrate als Futterungsmittel ist daher besonders darauf zu
achten, dass das Rohmaterial moglichst nicht Nitrat belastet ist (negatives Extremum:
Ernte nach einer Nitratdiingung). Weiters muss einer mikrobiellen Reduktion zu Nitrit
wahrend der Lagerung gegengesteuert werden (z.B. durch qualitativ hochwertige
Silagen).

2.1.4 Oxalate

Bekannt sind Oxalsaurevergiftungen beim Genuss von jungen Rhabarberpflanzen in
denen es als Kaliumoxalat vorkommt. Oxalate haben einen negativen Einfluss auf den
Kalziumhaushalt.

In den relevanten Feldpflanzen ist der hochste Oxalsauregehalt beim ersten Schnitt zu
erwarten. Ein relevanter Gehalt ist aber nicht zu erwarten.

Bei den Beikrdutern und hier vor allem bei Ampfer (Rumex Arten) sind hdéhere
Oxalatanteile zu erwarten. Ob es hier (Wiesen mit Uber 20% Ampferanteil) zu
bedenklichen Werten kommt ist zu Uberprifen. Allerdings ist es aus 6kologischen
Grunden Ziel der Grunlandbewirtschaftung den Ampferanteil gering zu halten. Grunland
mit hohen Ampferanteilen sollten Uber das Qualitdtsmanagement ausgesondert bzw.
saniert werden.

2.1.5 Pflanzliche Ostrogene (Isoflavone)

Pflanzendstrogene (darunter auch Isoflavone) kommen vor allem in Leguminosen, also
auch in Klee vor. Ein hoher Gehalt in den untersuchten Feldpflanzen ist vor allem durch
Kleearten zu erwarten (Telek und Graham 1983). Bedenklich sind diese Stoffe vor allem
in der Kalberaufzucht (Milchaustauscher) dariiber hinaus gelten Isoflavone allerdings als
positive Begleitstoffe.

Typische Gehalte in tropischen Huilsenfriichten:

e Sojabohne >1,2 g/kg Frischmasse (FM)
¢ Mungobohnenkeimlinge >2,6 g/kg FM

(Maid-Kohnert et al. 2001c¢).

Im Falle der Nutzung von Grunmasse bzw. Silage Proteinen musste demnach durch das
Qualitatsmanagement geklart werden, inwieweit Grenzwerte Uberschritten werden
kénnen. Bei hohen Gehalten an Pflanzendstrogenen kann auch daran gedacht werden
diese als Wertstoff zu gewinnen (z.B. Isoflavone aus Rotklee).

2.1.6 Toxische bzw. Antinutritive Aminosauren

Neben den 20 proteinogenen Aminosauren sind in Pflanzen eine grofe Anzahl von freien
nicht-proteinogenen Aminosduren zu finden. Einige dieser Aminosduren sind auch
toxisch.

In den untersuchten Saften wurde neben den 20 proteinogenen Aminosauren eine
zusatzliche Aminosaure, 4-Amonobuttersdure (GABA) gefunden. GABA ist bekannt als
Neurotransmitter. Im Handel sind GABA-Praparate rezeptfrei erhaltlich. Wie man aus den
HPLC-Bildern aus der Aminosaurenanalyse sehen kann (siehe Anhang H, Kapitel 3.3.2)
ist der Gehalt an weiteren unbekannten Aminosauren als gering einzuschatzen.

Prinzipiell ist bei Pflanzen auf Canavanin zu achten. Canavanin gehdrt zu den am
intensivsten untersuchten nicht proteinogenen Aminosauren. Dafiir gibt es verschiedene
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Ursachen. Es kristallisiert gut, kommt in Samen oft in relativ groRen Mengen vor, ist
papierchromatographisch leicht und spezifisch nachweisbar und fiir viele Organismen
mehr oder weniger toxisch. Dazu kommt das bei dieser basischen Aminosaure die
Akkumulation offenbar auf eine Unterfamilie der Leguminosen, die Papilionoideae,
beschrankt ist. Die Speicherung erfolgt iin den Samen (Hegnauer 1994).

2.1.7 Alkaloide

Alkaloide sind Endprodukte des pflanzlichen sek. Stoffwechsels, die keinem
nennenswerten Abbau unterliegen. Sie haufen sich an, weil den Pflanzen
Ausscheidungsorgane fehlen. Die meisten Alkaloide wirken in héheren Dosen lethal
(Maid-Kohnert et al. 2001c¢).

Gewisse fur weidendes Vieh toxische Graspopulationen erzeugen diese Gifte nicht selbst,
sondern sie werden erst nach Infektion durch bestimmte Mikroorganismen giftig. Das gilt
beispielsweise fir die Claviceps Arten und weitere Pilzsippen, die in den Fruchtstanden
zahlreicher Graser Mutterkornalkaloide bilden, die tremorigene Neurotoxine von Lolium
Perenne (Lolitreme-A bis D verursachen Ryegrass-stagger). (Hegnauer 1986).

Alkaloide sind in unseren Feldpflanzen, die vor der Samenausbildung geerntet werden,
nicht in relevanten Konzentrationen zu erwarten. Die grof¥flachige Infektion der
Anbauflachen durch Mutterkornalkaloidbildner ist zu Uberprifen. Alkaloidgehalte durch
Beikrauter sind vor allem bei Extensivwiesen nicht auszuschlieen, werden aber mit
steigender Grofie einer eventuellen Verarbeitungsanlage verdunnt.

2.1.8 Saponine

Luzerne sind reich an Saponinen, welche zu einer Verminderung der biologischen
Wertigkeit fliihren kénnen (Telek und Graham 1983).

Bei einer typischen Wiese fir eine Griine Bioraffinerie bzw. bei den hergestellten
Proteinkonzentraten ist vor allem auf Nitrat, Nitrit als Vorlauferstoffe flr die sehr toxischen
Nitrosamine zu achten. Die Belastung durch toxische Substanzen (Alkaloide, etc.) in
Begleitkrautern kann durch ein gutes Qualitdtsmanagement (Schnittzeiten vor der
Ausbildung von Samen der Beikrduter, Dingung optimiert auf die Nutzpflanze,
Ampferbekampfung, etc.) gering gehalten werden. Zusatzlich kann der statistische
Ausreilder, wie die ,Belastung einer Wiese mit einem giftigen Beikraut* durch logistische
Malnahmen wahren der Verarbeitung in der Grinen Bioraffinerie entscharft
(Verdiinnung) werden.

Die Proteinabtrennung durch Koagulation oder Ultrafiltration fuhrt eher zu einer
Abreicherung der obigen toxischen Substanzen als zu einer Anreicherung.
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Anhang B
Rohstoffe zur Gewinnung von Proteinen aus Gras- und
Silagesaften

1 Griunlandbiomasse und Grassilage als Rohstoff zur
Herstellung von Proteinprodukten

Obwohl die Feldversuche zur Grinen Bioraffinerie primar im Steirischen Vulkanland
(Bezirk Feldbach, Steiermark.) erfolgten, kann hier zunachst keine pflanzensoziologische
Beschreibung der Wiesen erfolgen. Die Einteilung erfolgt lediglich in (vgl. Kromus et al.
2002):

Dauerwiesen

Wechselwiesen (Feldfutterbau als Klee-Gras dominierter Bestand)
Samereienwiesen (Monokulturen)

Leguminosenanbau (Beispiel Luzerne)

All dieses Grunland kann ein wesentlicher und interessanter Rohstofflieferant fur die
Grine Bioraffinerie sein. Besonderes Augenmerk wurde bei der Auswahl auf die
Simulation von "Realbedingungen”, d.h. Bedingungen, wie sie fiir eine Griine Bioraffinerie
relevant sind, gelegt. Ziel der Versuche war es Silagen mit hohen Milchsaure- und
Proteingehalten zu erzeugen und eine prozesstechnische Vorauswahl zu treffen.

1.1  Bevorzugte Fldchen fiir die GBR-Rohstoffversuche in Feldbach

e Hugelland oder Seitentaler der Raab mit keiner bis mittlerer Hangneigung (0 — 10°)

¢ Bdden mit maRiger bis mittlerer Erosionsgefahr (Béden mit hoher Erosionsgefahr
kénnen bei Erfolg der Bioraffinerie zusatzlich einbezogen werden)

e Bdden sollten schwach sauer bis sauer sein (75 % der Béden in Feldbach)

¢ Die Bewirtschaftung sollte nicht durch zu grof3e Feuchtigkeit, Dichtlagerung und zu
grolte Hangneigung behindert werden

Fir die Versuche im Jahr 2001 wurden interessante Flachen ausgewahlt. Leider konnte
fur die Versuche 2001 keine entsprechende Dauerwiese (mittelintensiv ohne
Ampferproblem) gefunden werden. Daher wurde die Gelegenheit ergriffen eine hoher
gelegene (800 m) Dauerwiese in der Obersteiermark bei Admont in Kooperation mit der
BAL-Gumpenstein zu bewirtschaften. Es wurden insgesamt vier Flachen ausgewahilt:

1.2 Versuchsflachen in den Jahren 2001 und 2002

5. Gumpensteiner Bastard — Raygraswiese — Samereienwiese (verwendete
Abkurzung: BRGO01) (1. Schnitt nur Ertragsprobe) — 3. Schnitt Silierung

6. Kleegraswiese — Feldfutter — OAG-Mischung "IM" — 1. und 2. Schnitt Silierung
(verwendete Abkulrzung KLGO01) (3. Schnitt nur Ertragsprobe)

7. Dauerwiese-Obersteiermark bei Admont - Buchau (verwendete Abklirzung DWO01
bzw. DWBO01) — 1. Schnitt Silierung

8. Knaulgraswiese — Samereienwiese (verwendete Abkirzung KG01)

Besonders die OAG-Mischung IM eignet sich hervorragend fiir die Silierung. Der relativ
hohe Anteil an Raygrasern sorgt fur ein intensives Wachstum hohe Zuckergehalte (gute
Silierfahigkeit). Diese OAG-Mischung halt in milden Lagen bei nicht zu langer Schneelage
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zwei Winter durch (1 bis 2 Hauptnutzungsjahre). Diese Feldfutter-Intensivwiese kann 4 bis
6 mal pro Jahr gemaht werden.

Abb. 23: Wechselwiese Kleegras (KLG) in Auersbach, Stmk. —
Rohstofflieferantin der Jahre 2001 und 2002 (Foto: Joanneum
Research)

Silagen der oben beschriebenen Griinlandbiomasse wurden mit Silagestarterkulturen des
IFA Tulln beimpft (ca. 10° cfu/g FM).

Tab.7 Verwendete Silagestarter der
Saison 2001

IFA-M2 | Stammmischung des IFA-Tulln
IFA-S3 | Stammmischung des IFA-Tulln

Die Gewinnung der Rohstoffe im Jahr 2001 wurde bereits ausfuhrlich in Kromus et al.
(2002) diskutiert.

Im Jahr 2002 wurde als Erganzung zu den bewahrten Flachen (Bastardraygras einer
Samereienwiese und Kleegras Wechselwiese) eine Luzerneflache in Grof3steinbach (Bez.
Hartberg) einbezogen. Als Starterkultur wurde das kommerziell erhéltliche ,BonSilage®
(ca. 10° cfu/lg FM) der Firma LACTOSAN eingesetzt. Die Zusammensetzung der
einzelnen Rohstoffe, mit Fokus auf die Proteingewinnung, sind im Annex, Anhang C zu
finden.

Es wurden fur die Versuche 2002 sechs Siloballen Kleegras, 1. Schnitt und drei Siloballen
Bastardraygras, 1. Schnitt erzeugt. Fur die Versuche mit frischer Grinmasse wurden zwei
Ballen (ca. 500 bis 600 kg FM) Luzerne, 1. Schnitt, sechs Ballen Kleegras, 2. Schnitt und
drei Ballen Bastardraygras, 2. Schnitt erzeugt.
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Anhang C
Gewinnung von Protein reichen Saften in den
Jahren 2001 und 2002

1 Fraktionierung im Jahr 2001

Im bereits erwahnten Vorprojekt (Kromus et al. 2002) konnten wesentliche Technologien
theoretisch erhoben und zum Teil in der Praxis erprobt werden. Diese Vorarbeiten waren
die Grundlage fir die Auswahl der Fraktionierungstechnologie, wie sie in diesem Projekt
zur Anwendung kam.

Aufgrund der Vorversuche im September 2000 und Marz 2001 (Kromus et al. 2002)
konnte festgestellt werden, dass Schneckenpressen fir das Auspressen von
Anwelksilagen prinzipiell geeignet sind. Mit der Fa. HERNACH, einem Krenverarbeiter im
Sud-Westen des Bezirks Feldbach (Grasdorf) konnte ein im Fraktionieren von
Pflanzenrestmassen erfahrener Partner gefunden werden. Alle Pressversuche der Saison
2001 wurden deshalb bei der Fa. HERNACH durchgeflhrt.

Diese Kooperation war auch deshalb wichtig, da es fir die Produktabtrennungsversuche
unbedingt notwendig war entsprechende (halbtechnische) Mengen Presssaft zu
erzeugen. So konnten pro Pressung bis zu 300 kg Presssaft aus Frischmasse (Griner
Saft) und Silage (Silage Saft) erzeugt werden.

Durch die wichtigen Erfahrungen dieser Pressversuche war es moglich fir das Jahr 2002
bereits einen weiteren Optimierungsschritt zu gehen bzw. die Presstechnik
ausschreibungsreif vorliegen zu haben.
1.1  Vorbehandlung — Hédckseln
Bei der Futtermittelfirma Egger in Mitterlabill konnte ein leistungsfahiger Standhacksler
angemietet werden. Folgender Hacksler wurde benutzt:

e Buchmann, Epple Blasius 1040, Motordrehzahl 700 U/min

Das Gerat ist mit sechs Schneidemessern ausgestattet und wurde mit zwei
Umlaufgeschwindigkeiten der Schneidewalzen, betrieben.
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Abb. 24: Standhicksler der Fa. Egger-Futtermittel (Foto: Joanneum
Research)

1.2 Versuchsdurchfiihrung Pressversuche 2001

Es handelt sich bei der Presse der Fa. HERNACH um ein Modell der Fa. PONNDORF
Typ 403 BJ 1984 mit 9,3 kW,. Nachdem die Pressversuche generell sehr gut verlaufen
sind, wurde der Kontakt zur Fa. PONNDOREF intensiviert und Angebote flir GBR-Pressen
wurden eingeholt.

Abb. 25: Versuchspresse der Fa. Hernach in Grasdorf (Stmk.) (Foto:
Joanneum Research)

Pro Versuch wurden ca. 500 kg Material, Frischgras bzw. Silage abgepresst. Der
entstandene Saft (bis 300 kg) wurde sofort auf 10 bis 12° C abgekihlt und innerhalb einer
Stunde auf 4° C gebracht, in desinfizierte und lebensmittelechte 20 | HDPE Kanister
abgefiillt und fir ca. 12 bis 24 h bei —2° C gelagert bzw. gleich bei —21° C tiefgefroren. Es
ist anzunehmen, dass bei —21° C tiefgefrorener Saft zumindest ein Jahr lagerfahig ist.

Durch diese Arbeitsweise sollte Proteolyse verhindert werden. Somit wurde ein Saft
erhalten, der in anndhernd nativem Zustand analysiert werden kann - allerdings mit der
Einschrankung der Reaktionen, die durch das einfrieren hervorgerufen werden.
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Der Presskuchen wurde in Big Bags aufgefangen und zum JR-RIF Hartberg verbracht, wo
er zunachst luftgetrocknet und zwischengelagert wurde. Teile des getrockneten
Presskuchens wurden dann fir die Hydrolyseversuche des IFA-Tulln herangezogen.

1.3 Ergebnisse der Pressungen 2001

Es wurde sowohl Grinlandbiomasse als auch Grassilage verarbeitet. Die eingesetzten
Massen und wesentlichen Ergebnisse sind in Abb. 26 aufgezeigt.

Griinlandbiomasse Grassilage
2100 kg 3900 kg
(460 kg TM) (1450 kg TM)

* 1100 kg Gruner Saft mit * 1480 kg Silage Saft mit

* 36,1%TM * 16,1 % TM

» 1000 kg Gruner Presskuchen « 2430 kg Silage Presskuchen
mit mit

* 239% T™M * 951 %TM

* @ Abpressgrad: 63 % * @ Abpressgrad: 50 %
(Feuchte) (Feuchte)

Abb. 26: Griine Bioraffinerie Pressversuche 2001: eingesetzte Massen und
Ergebnisse (TM = Trockenmasse)

Es wurden in den Monaten Mai bis September 2001 14 erfolgreiche Pressungen
durchgefiihrt. Die gewonnene Saftmenge betrug pro Pressung zwischen 70 und
300 kg. Der durchschnittliche Abpressgrad bei der frischen Grinlandbiomasse betrug
63 %, der Abpressgrad bei Grassilage 50 %.

Das Inputmaterial Grin war mit einem durchschnittichen TM Gehalt von 22 %
eingebracht worden, die Silage mit 38 %. Der Grune Presskuchen war mit ca. 39 % TM
entsprechend feuchter als der Silagepresskuchen mit durchschnittlich 51 %.

Die gefundene Trockenmasse im Saft im Verhaltnis zur Trockenmasse des
Ausgangsmaterials war bei Griinmasse und Grassilage mit 15,8 bzw. 15,5 % annahernd
gleich. Die Relation TM Saft zu FM Input war aber fir Grin nur 3,2 % und fur Silage
immerhin 5,6 %. Dies bedeutet, dass im Falle der Verarbeitung von Griinmasse ca. 75 %
mehr Masse umgesetzt werden muss, um die selbe Menge Trockenmasse im Saft zu
erhalten.

Alle Silagepressungen mit einem TM Gehalt des Ausgangsmaterials bis 42 % waren als
problemlos einzustufen. Bei trockenerem Material bzw. Material mit hohen
Rohfaserwerten wurde dieses Modell einer Schneckenpresse teilweise Uberbeansprucht.
Im Rahmen des Griine Bioraffinerie Projekts kann aber nun davon ausgegangen werden,
dass Silage mit einem TM Gehalt von 30 bis 40 % problemlos abgepresst werden kann.
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1.3.1 Proteinbilanzen

Proteine sollten sowohl aus frischer Grinlandbiomasse als auch aus Silage gewonnen
werden. Zum Einsatz kam Rohmaterial von jeweils den oben beschriebenen Wiesen
(Anhang B).

Die Ausbeute an Rohprotein aus Grunlandbiomasse betrug im Mittel 22,1 %, die fur
Silage 26,9 % (Abb. 27 und 28). Dies zeigt, dass durch die vorherrschende Proteolyse in
der Silage trotz héherer Trockenmassegehalte héhere Rohproteinausbeuten zu erwarten
sind.

Rohproteinausbeute in % - Wiesenfrischmasse -
Pressversuche 2001

28,23 -
30,00 25,98 Mittelwert: 22,1 %

25,00

19,52

20,00

15,00

10,00

CP Ausbeute [%]

5,00

0,00-
KLG-01S1-G KLG-01S2-G DW-01S1-G BRG-01S3-G KG-01S2-G

Abb. 27: Rohproteinausbeute (= CP-Ausbeute) in % der abgepressten
Griinlandbiomasse — Pressversuche 2001
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Rohprotein (CP) Ausbeute in % - Silage - Pressversuche 2001
50,00 : 47,04
45,00 | mittelwert: 26,9 % |
— 40,00
% 35,00 31,98 29.89 29,97
‘é 30,00
o 25,00
2 20,00
o 15,00
© 10,00
5,00
0,00-
KLG- KLG- KLG- DW- DW- BRG- BRG- KG-
01S1- 01S1- 01S2- 01S1- 01S1- 01S3- 01S3- 01S2-
IFAM2!1 IFAS3!2 IFAS3!12 IFAM2!1 IFAS3!2 IFAM2!1 IFAS3!1 IFAS3!1
Abb. 28: Rohproteinausbeute (CP-Ausbeute) in % der abgepressten Silagen
— Pressversuche 2001
(a) Presssaft (b) Presskuchen
Rohprotein-Ausbeute im Rohprotein-Ausbeute im
Presssaft = f(TM,Feed) Presskuchen =f(TM,Feed)
200.0 200.0 17129,13 kg/t TM-Feed 126,80 kg/t TM-Feed
O Frischmasse 9, g/t TM-Fee 6,80 kg/t TM-Fee
_ (85,9 % RP-Feed) (86,3% RP-Feed)
= A Silage =
g 1500 & 1500
= = 1
2 ., I3292 kgt TM-Feed 4047 kgh TM-Feed| | |2
o 1000 (21,4% RP-Feed) (28,0% RP-Feed) 3 1000
3 A B
£ €
500 j \ \D 50,0
—————— M o Fr|sch masse
A Silage
0,0 T T T T T \ 0,0 T T T T T \
0,0 10,0 20,0 30,0 400 50,0 60,0 0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0
TM,Feed [% m,F] TM,Feed [% m,F]

Abb. 29: Rohprotein-Ausbeuten in Presssaft und Presskuchen als Funktion

von TM-Feed und Grasprobenart (in kg/t TS-Feed) (Wachter et al.
2002)
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In Abhangigkeit der Trockenmasse des Input-Rohstoffs zeigt sich bezogen auf eine

t TM ein sehr eindeutiges Bild.

Die durchschnittlichen Ausbeuten von Zucker und Rohasche liefern durchschnittlich die in
Abb. 29 und Abb. 30 dargestellten Werte. Obwohl im Falle der Zucker sehr grol3e
Unterschiede zwischen den Analytikmethoden von Feststoff und Presssaft bestehen sind
die Bilanzen nicht ungewohnlich unausgeglichen da bereits gezeigt werden konnte, dass
der wasserlosliche Zucker zum Grofteil aus Glucose und Fructose besteht und diese
Werte in beiden Fallen implizit bzw. explizit erhoben werden.

Abtrenngrad,K
[% mZ,F]

Gesamtzuckek Ausbeute,K [kg/t TM-Feed] 54,01 kg | 41,31 kg|| 40,02% | 60,58 %
Bilanz Anteil an TM,K[% m, TM,K] 6,30% 4,89% -
: Grin - Sil [
(M|tte|\Nerte) Presskuchen (K) masse e
Feed(F Grin - )
eed(F) e sie | Presse
Feedmenge [kg/t TM-Feed] 128,69 kg 71,67 kg
Anteil an TM,F [% m,TM,F] 12,87% 7,17% Griin - Abtrenngrad,S
Presssaft (S) masse Silage [% mZ,F] -
Ausbeute,S [kg/t TMFeed] 4322 kg | 28,10 kg 3222 % | 37,52 % |7
Anteil an TM,S [% m,TM,S] 30,97 % 18,24%
Abtrenngrad,Bil
Bilanzabweichung [% mZ,F]
|Ausbeute,BiI [kg/t TM-Feed] | 31,46 kg | 2,25 kg | | 27,76 % 1,90 %
Abb. 30: Gesamtzuckerbilanz fur Griinlandbiomasse und Silage auf Basis
des arithmetischen Mittels (exkl. AusreiBer) mit Feed-
Charakterisitk, Ausbeute des Zuckers im Presskuchen und
Ausbeute des Zuckers im Saft inkl. Darstellung der
Bilanzabweichung durch Analytik aller drei Strome —
Pressversuche 2001 (Wachter et al. 2002)
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Abtrenngrad,K

[% m,RA,F]
Rohasche- Ausbeute K[kg/t TMFeed] | 5628 kg| 6391kg|| 63.05% | 6581 %
Bilanz Anteil an TM,K[% m,TM,K] 6,51% 7,49% N
. Griin - Sil -
(Mittelwerte) Presskuchen (K) masse
Grin -
Feed(F) masse Silage . | Presse
Feedmenge [kg/t TM-Feed] 88,94 kg| 97,04 kg
- 0, 0, 0
Anteil an TM,F[% m,TM,F] 8,89% 9,70% Griin - Abtrenngrad,S
Presssaft (S) masse Silage [% m,RA,F] \
Ausbeute,S [kg/t TMFeed] 41,73 kg | 41,98 kg 45,97 % 43,23 % |7
Anteil an TM,S[% m, TM,S] 31,11% 28,32%
Abtrenngrad Bil
Bilanzabweichung [% m,RA,F]
|AusbeuteBiI [kg/t TMFeed] | -9,07 kg | -8,85 kg || -9,03% -9,04 %

Abb. 31: Gesamtrohaschebilanz fiir Griinlandbiomasse und Silage auf Basis
des arithmetischen Mittels (exkl. AusreiRer) mit Feed-
Charakterisitk, Ausbeute der Asche im Presskuchen und Ausbeute
der Asche im Saft inkl. Darstellung der Bilanzabweichung durch
Analytik aller drei Strome — Pressversuche 2001 (Wachter et al.
2002)

2 Fraktionierung im Jahr 2002

Anhand der Ergebnisse, die durch die Versuchsreihe 2001 erreicht wurden, kann ein fur
die Bewertung der Wirtschaftlichkeit wichtiges Ablaufschema erstellt werden (Abb. 32). In
diesem Bericht werden die Ergebnisse, die sich auf die Gewinnung der Proteine und
Aminosduren beziehen dargestellt. Die Erkenntnisse beziglich der Abtrennung der
Milchsaure werden im Rahmen eines anderen Projektes des ,Fabrik der Zukunft* Biindels
untersucht.

Die Versuche 2001 wurden als Einfachpressung durchgefiuihrt. Anhand dieser Ergebnisse
wurde unter Abwagung der Wirtschaftlichkeit beschlossen die zukilnftige Strategie auf
Doppelpressung (Versuche 2002) zu erweitern. Dadurch koénnte auf einen
vorhergehenden Zellaufschluss (Kromus et al. 2002) verzichtet werden. Diese Erkenntnis
ist speziell fur die Fraktionierung von Silage relevant, da die Substanzen Milchsaure und
hydrolysierte Proteine (siehe Anhang H) gut wasserléslich sind und angenommen werden
kann, dass deren Bindung im Zellkompartment nicht (Milchsdure) oder nur mehr teilweise
(Aminosauren) gegeben ist. Die Auswertung der Versuchsreihe Mai/Juni 2002 zeigt, dass
Optimierungsversuche gelungen sind.

Alternativ. zu dem Schema, das in Abb. 32 gezeigt wird, kann eine weitere
Feinzerkleinerung des Rohmaterials auch nach der Entnahme aus dem Silo erfolgen.
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l Starterkulturen

Silo

lSiIage

Griinland-
biomasse

PK = Presskuchen
PS = Presssaft

Pressung 2 Pressung 1

S

PK

Presskuchen 2
(Fasern) Presssaft 1+2
Milchsaure, Proteine, Aminosauren

Abb. 32: Schema der Fraktionierung mit Doppelpressung

Im Projekt ,Proteine aus Grasssaften® wurde mit der Presskampagne 2002 im
wesentlichen drei Ziele verfolgt:

4. Signifikante Steigerung der Protein- bzw. Aminosdurenausbeute vom Rohstoff in
den Saft gegentiber 2001.

5. Versuche zur Doppelpressung mit teilweise befeuchten bzw. bedampfen des
ersten Presskuchens mit dem Ziel die Ausbeute weiter zu steigern.

6. Herstellung von frischem Saft, der ohne Zwischenlagerung (Tiefklhlung) zur
Weiterverarbeitung (Koagulation/Zentrifugation bzw. Ultrafiltration) gelangt.

2.1 Versuchsdurchfiihrung Pressversuche 2002

Fur die Pressversuche 2002 konnte von der Fa. Ponndorf eine robuste Schneckenpresse
angemietet werden. Die Presse hat eine Durchsatzleistung in Abhangigkeit des Rohstoffs
bis 500 kg/h Frischmasse (FM). Die Presse PP7 (siehe Abb. 33) verflgte allerdings noch
nicht Uber einen hydraulisch einstellbaren Pressteller, um den Gegendruck zu optimieren,
sondern lediglich Uber ein konisches Austragsrohr, das im Verlauf der Versuche durch die
Werkstatte der Fa. LACTOPROT AG weiter verjungt wurde.

Nachdem bereits in den Vorjahren festgestellt wurde, dass Siloballenpressen im
Gegensatz zu Selbstfahrhackslern nur eine unbefriedigende Zerkleinerung des Rohstoffes
,Gras“ erlauben, wurden die Rohstoffe vor dem Pressen mit einem Standhacksler
zusatzlich zerkleinert. (In einer Full-scale Anlage kénnte dies wahrscheinlich entfallen.)
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Die Presse wurde manuell beschickt und je nach Versuchsanforderung (siehe Annex,
Anhang C) entweder mit Stufe 4 (3,75 U/min. der Schneckenwelle) bzw. Stufe 8 (10,34
U/min. der Schneckenwelle) betrieben. Alle Massenstrome wurden verwogen. Fur die
Auswertung der Massenbilanzen bzw. Errechnung der Abpressgrade (siehe Kromus et al.
2002) werden allerdings die Trockenmassewerte (TM) herangezogen. Die
Wiegeergebnisse dienen lediglich zur Berechnung der Durchsatzleistung und zur
Abweichungskontrolle.

Presse: |

Ponndorf GmbH - Kassel
PP7/R-L-S
BJ 94
Werk Nr. 20923

9,2|kW Pmax

Abb. 33: Versuchspresse der Fa. Ponndorf (Kassel, D) — Pressversuche
2002 (Foto: Fa. Ponndorf)

Der Saft wurde in der Versuchsregie 2002 sofort weiterverarbeitet (siehe Anhang D). Der
Presskuchen wurde auf einem mobilen Hordentrockner getrocknet und zwischengelagert.
Generell waren die Pressversuche 2002 neben der Optimierung der Milchsaure- und
Proteinausbeute auf die Erzeugung von ausreichenden Presskuchenmengen (Fasern)
ausgerichtet.
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2.2 Versuchsergebnisse der Pressungen 2002

Im Jahr 2002 wurden mit der Presse der Firma Ponndorf PP7 innerhalb von sechs
Wochen 5200 kg Grunlandbiomasse und 4650 kg Silage abgepresst (siehe Abb. 34). Die
durchschnittliche Trockenmasse betrug 20,6 % flir die Grinlandbiomasse und 20,3 % flr
die Silage.

Die Silage wurde demnach im Jahr 2002 nur duRerst kurz angewelkt. Einerseits war fur
die Optimierung der Fraktionierung ein TM Wert unter 30 % erwinscht und andererseits
ergab sich Aufgrund einer Schlechtwetterperiode und die, aus finanziellen Grinden, kurz
angesetzte Pressversuchsperiode sehr groRer Zeitdruck.

Dennoch zeichnen sich alle Siloballen durch hervorragende Qualitdt aus (hohe

Milchsaurewerte, keine Fehlgarung, hohe Proteingehalte, niedrige Zuckergehalte) (siehe
Annex, Anhang C).

FRAKTIONIERUNG 2002

Griunlandbiomasse Grassilage i}
teilw. 5200 kg 4650 kg DOppel

20,6 % TM 20,3% TM ! pressung

Abb. 34: Fraktionierung 2002 — gesamter Rohstoffinput in kg FM
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Fur die weiteren Versuche zur Proteingewinnung wurde allerdings nur ein kleinerer Teil
der gewonnenen Pressséafte (Abb. 35) herangezogen.

Abb. 35: Silagepresssaft der Pressversuche 2002 mit den Produkten
Milchsaure und Proteine (Aminosauren) (Foto: Kornberg Institut)
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2.21 Pressleistung und Stromverbrauch in Abhdangigkeit der
Trockenmasse

Durch den Einsatz eines breiten Spektrums an Trockenmassegehalten der Rohstoffe
konnte die Durchsatzleistung der Presse erhoben werden. Fig 36 zeigt Anhand einer
Regressionsgeraden die Abhangigkeit der Durchsatzleistung bei Stufe 4 (3,75 U/min.) von
dem Trockenmasseanteil des Inputmaterials Silage. Die hoheren TM Anteile wurden
durch Doppelpressung erreicht (siehe Abb. 32).

Pressversuche 2002: Durchsatz in Abhangigkeit der TM
300
L 4
250
— *
<
S 200 -
(19
2 .
= 150
&
2 | y=-63975x+379,97
[$) 7 2 .
5 R*=0,9671 N
(=
50
O T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Trockenmasse [%]

Abb. 36: Pressversuche 2002 mit der Presse PP7 — Fa. Ponndorf (D):
Silagedurchsatz in Abhangigkeit der Trockenmasse (TM) bei
Geschwindigkeitsstufe 4 (AusreiBer bereinigt)

Fur die Auslegung einer Pilotanlagenpresse ist der Bereich zwischen 20 und 35 % TM
relevant. D.h. fur eine Pilotanlage mit ungefahr 500 bis 800 kg/h FM Durchsatz muisste
eine Presse mit der 2,5 bis 3 fachen Leistung angeschafft werden. Als erste Alternative
kénnte hier eine Presse der Type PP20 der Fa. Ponndorf mit 22 kW Leistung und
einstellbarem hydraulischem Pressteller (Hydraulikaggregat mit Pumpe 0,75 kW)
angeschafft werden. Die Anschaffungskosten beliefen sich auf ca. € 85.000,- exkl.
Transport und Installation.

Fur die Durchsatzleistung fir Griinlandbiomasse ergibt sich leider kein einheitliches Bild.
Der Durchsatz liegt allerdings gegenuber den Silagen um ca. 40 % niedriger bei Stufe 4
und ca. gleich hoch bei Stufe 8. Dies kdnnte auf den Aufschluss des Pflanzenmaterials
durch die Silierung zurtckgefuhrt werden.

Der Stromverbrauch (kWh/t FM) in Abhangigkeit des Trockenmassegehaltes der Silage
bietet analog ebenfalls ein sehr gutes Bestimmtheitsmald fur die Regressionsgerade
(Abb. 37).
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Stromverbrauch in Abhangigkeit der Trockenmasse;
Pressversuche 02 bei 3,75 U/min - Silage
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Abb. 37: Pressversuche 2002: Stromverbrauch in Abhangigkeit der
Trockenmasse bei 3,75 U/min. Pressgeschwindigkeit — Silage

Nach Abb. 37 betragt der Stromverbrauch bei 25 % TM ca. 10 kWh/t FM und bei 33 % TM
ca. 15 kWh/t TM. Im Gegensatz zu friheren Annahmen (25 kWh/t FM) kann daher ein
geringerer Wert fir die Berechnung der Wirtschaftlichkeit bzw. Auslegung der Pilotanlage
herangezogen werden (15 kWh/t FM).

Der Stromverbrauch fir das Abpressen von frischer Griinmasse lag bei den Versuchen
2002 ca. 40 % als jener der Silage und ergab keinen Unterschied fur den Betrieb bei
Stufe 4 bzw. 8.

Weiter Details sind in Annex, Anhang C angeflihrt.
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2.3

Rohstoffe fiir die Weiterverarbeitung — Pressversuche 2002

Fir die Erstellung der Daten im Rahmen dieses Projekts wurden folgende Rohstoffe
eingesetzt:

1.

Bastardraygras, 1. Schnitt, BonSilage-Silage, Abpressdatum 27.05.02, Ballen Nr.
2 (dieser Silagesaft wurde flir den Ultrafilirationsversuch 2002 mit 1 kD
herangezogen) — Doppelpressung ohne anfeuchten

a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/13; B02/12; B02/11

b. Saftprobennummern: 02/19; 02/23

2. Bastardraygras, 1. Schnitt, BonSilage-Silage, Abpressdatum 28.05.02, Ballen Nr.
3 — Doppelpressung mit anfeuchten
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/16; B02/15; B02/14
b. Saftprobennummern: 02/24; 02/25
3. Kleegras, 1. Schnitt, BonSilage-Silage, Abpressdatum 31.05.02, Ballen Nr. 6 —
Doppelpressung mit anfeuchten
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/22; B02/21; B02/20
b. Saftprobennummern: 02/26; 02/27
4. Luzerne, 1. Schnitt, Grin (frisch), Abpressdatum 23.05.02 (dieser Griine Saft
wurde fur den Ultrafiltrationsversuch 2002 mit 15 kD herangezogen) -
Doppelpressung ohne anfeuchten bzw. bedampfen
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/08; B02/07; B02/06
b. Saftprobennummern: 02/01; 02/02
5. Luzerne, 1. Schnitt, Grin (frisch), Abpressdatum 24.05.02 (dieser Griine Saft
wurde flr den Koagulations-/Zentrifugationsversuch 2002 herangezogen) -
Einfachpressung
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/10; B02/09
b. Saftprobennummern: 02/06
6. Bastardraygras, 2. Schnitt, Grin (frisch), Abpressdatum 04.06.02 (dieser Griine
Saft wurde fir den Ultrafiltrationsversuch 2002 mit 15 kD herangezogen) —
Doppelpressung ohne anfeuchten bzw. bedampfen
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/27; B02/26; B02/25
b. Saftprobennummern: 02/08; 02/12
7. Bastardraygras, 2. Schnitt, Grin (frisch), Abpressdatum 11.06.02 (dieser Grline
Saft wurde fir den Koagulations-/Zentrifugationsversuch 2002 herangezogen) —
Doppelpressung mit bedampfen
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/43; B02/42; B02/41
b. Saftprobennummern: 02/13; 02/15
8. Kleegras, 2. Schnitt, Grin (frisch), Abpressdatum 13.06.02 — Doppelpressung mit
bedampfen
a. BAL-Gumpenstein Nummern: B02/51; B02/49; B02/48
b. Saftprobennummern: 02/16; 02/17
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2.4 Abpressgrad Pressversuche 2002

Es wurden in den Monaten Mai und Juni 2002 insgesamt 10 t Rohstoff verarbeitet. Fir die
oben angeflihrten acht Versuche wurden 3,3 t Rohstoff plus das Material fur die
Doppelpressungen verarbeitet. Der durchschnittliche Abpressgrad bei der frischen
Grunlandbiomasse betrug 56,1 % (2001: 63 %), der Abpressgrad bei Grassilage 78,5 %
(2001: 50 %). Der durchschnittliche Abpressgrad der zweiten Pressung (aus Presskuchen
1 teilw. befeuchtet bzw. bedampft) betrug 49,3 % bei Grinlandbiomasse und lediglich
36,0 % bei der Silage.

Das Inputmaterial Griin war mit einem durchschnittichen TM Gehalt von 20,7 %
eingebracht worden, die Silage mit 20,2 %. Der Grine Presskuchen war mit ca. 34 % TM
entsprechend feuchter als der Silagepresskuchen mit durchschnittlich 46 %.

Bei der Doppelpressung wurde die TM des zweiten Presskuchens Grun mit 48 % und bei
Silage mit 51 % gemessen.

Die gefundene Trockenmasse im Saft im Verhaltnis zur Trockenmasse des
Ausgangsmaterials war bei Griinmasse mit 14,6 % (2001: 15,8 %) ahnlich dem Ergebnis
des Jahres 2001, aber fur Silage mit 28,0 % (2001: 15,5 % betrachtlich héher als im
Vorjahr. Die Doppelpressung ergab fur Grin 7,6 % und fiur die Silage nur 3,9 %. Dies
bedeutet, dass Doppelpressung sehr ineffizient ist.

Die Relation TM Saft zu FM Input war aber fur Grin nur 2,9 % (2001: 3,2 %) und fur
Silage immerhin 5,6 % (2001: 5,6 %). Dies bedeutet, dass im Falle der Verarbeitung von
Silage trotz geringerem Trockenmassenanteil des Inputmaterials der Wert Konstant
gehalten werden konnte. Die Doppelpressung ergab fur Grin 2,5 % und fur Silage nur 1,5
%.

Der Massenstrom FM Saft zu FM Input war mit 47,5 % flr Grin und 68,3 % fur Silage
sehr hoch. Besonders interessant ist, dass die Silagesaftfraktion zwei Drittel der
Gesamtmasse ausmacht. Die Doppelpressung ergab fur Grin 35,2 % und fur Silage 23,4
%.

Die Detaildaten sind in Annex, Anhang C zu finden.
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2.5 Proteinbilanzen Pressversuche 2002

Die Ausbeute des Rohproteins aus der Silage betrug im Mittel bei Einfachpressung 47,7
%. Dies entspricht einer Steigerung von 77 % gegeniber den Versuchen 2001. Durch
die geanderte Versuchsdurchfliihrung ist man den Ausbeuten der Verfahren VEPEX und
PROXAN einen entscheidenden Schritt ndher gekommen (vgl. Kromus et al. 2002). Die
Werte der Fa. France Luzerne (vgl. Kromus et al. 2002) konnten wesentlich Gbertroffen
werden (Abb. 38).

Die Doppelpressung sowohl mit anfeuchten des ersten Presskuchens auf ca. 35 bis 40 %
TM als auch ohne anfeuchten des ersten Presskuchens ergibt lediglich eine
Ausbeutesteigerung gegenuber der Einfachpressung der Silage von 9 % auf 51,8 %
Rohproteinausbeute in den Saft. Diese verbesserte Ausbeute bedingt aber einen ca. 2,5
mal héheren Gesamtstromverbrauch (Abb. 39).

Pressversuche 02: Rohproteinausbeute - 1. Pressung - Silage

Mittelwert: 47,7 %

Bastardraygras-Silage 51,99
PP CostardraygrasSilage %o

Bastardraygras-Silage °
02119 Bastardraygras-Silage = EELRE

Probennummer Saft

Kleegras-Silage

02/26

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%

CP Ausbeute [%]
Abb. 38: Pressversuche 2002: Rohproteinausbeute (CP) — 1. Pressung —
Silage
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Pressversuche 02: Rohproteinausbeute gesamt - 1. u. 2. Pressung
(teilw. PK 1 befeuchtet) - Silage

Mittelwert: 51,8 % 57,3%

Bastardraygras-Silage PK 1 befeuchtet

02/24
02/25

Bastardraygras-Silage 52,2%

02/23

Kleegras-Silage PK 1 befeuchtet 46,1%

Probennummer Saft
02/19

02/26

02/27

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%
CP Ausbeute [%]

Abb. 39: Pressversuche 2002: Rohproteinausbeute gesamt — 1. u. 2.
Pressung (teilw. befeuchtet) — Silage

Im Gegensatz dazu waren die Rohproteinausbeuten der Grinlandbiomasse
enttduschend. Mit durchschnittlich 18,6 % nach der ersten Pressung, lagen sie sogar
unter den Ausbeuten des Jahres 2001 (22,1 %). Die Doppelpressung brachte eine
durchschnittliche Steigerung um 38 % auf 25,8 %. Trotz betrachtliche grélkerer Ausbeute
durch die Doppelpressung ist dieses Ergebnis ein weiterer Hinweis darauf, dass die
Gewinnung von Proteinen ausschlieRlich aus Silage erfolgen sollte (Abb. 40 und Abb. 41).
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Pressversuche 02: Rohproteinausbeute - 1. Pressung - Griin

[Mittelwert: 18,6 % |

02/01
& 23,6%
‘g 02/13 Bastardraygras
: H)
o
E 02/16 Kleegras 17,01%
>
c
c
g 02/06 Luzerne 16,40%
o
o

02/08 Bastardraygras 15,52%

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00%
CP Ausbeute [%]

Abb. 40: Pressversuche 2002: Rohproteinausbeute (CP) — 1. Pressung —
Griin (frisch)

Pressversuche 02: Rohproteingesamtausbeute - 1. u. 2. Pressung
(teilw. PK 1 bedampft) - Griin

Mittelwert: 25,8 %

Luzerne
Bastardraygras

PK 1 bedampft

Kleegras PK 1 bedampft FryX:DA

Probennummern Saft
02/08 | 02/16 | 02/13 | 02/01

02/12 | 02/17 | 02/15 | 02/02

0,0% 5,0% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0%

CP Ausbeute [%]

Abb. 41: Pressversuche 2002: Rohproteingesamtausbeute — 1. u. 2.
Pressung (teilw. PK bedampft) — Griin
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Die Auswertung der Daten zeigt auch, dass es zwischen den Rohstoffen keinen
signifikanten Unterschied bei der Rohproteinausbeute gibt. Auch scheint das bedampfen
des ersten Presskuchens keinen wesentlichen Einfluss zu haben.

2.6 Pressbilanzen fiir 1000 kg Trockenmasse Input

Zusammenfassend fur Grinlandbiomasse und Grassilage werden fir die Pressversuche
2002 die Pressbilanzen in Abb. 42 und 43 aufgestellt.

T™ % 20,7|%

™ 1000|kg

FM 4829(t/a

CP 173|kg

o]
v
Presssaft1 | Ausbeute m
TM % | 6,4|% % ™ % 34|%
™ 146 (kg ™ 8541kg
FM |2286|kg FM 25441kg
CcP 32]kg 18,6% CcP 140|kg
+
Presssaft 2 |Ausbeute
TM%| 7,3|% % auf TM % | + H20
™ 69(kg| Analytik < A 4 % kg
FM 935|kg : ¥ /a6 33,2 25
cP 12]kg 8,7% " .
]

Pressaft ges. |Ausbeute Pre :
TM% | 6,7|% % T™ % 48%
™ 215|kg | Errechnet ™ 785|kg
FM 3221]kg FM 1634 ]kg
CcP 44|kg 25,8% CcP 128|kg

Abb. 42: Pressversuche 2002: Durchschnittliche Fraktionierungsbilanz der
untersuchten Griinlandbiomasserohstoffe
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SILAGE

™ % 20,2|%

™ 1000| kg

FM 4959|t/a

CP 205(kg |

ff]
\/
Presssaft 1 | Ausbeute
T™M % | 8,3|% % T™ % | 46%
™ 280|kg ™ 720|kg
FM 3386|kg FM 1573]kg
CP 98[kg 47,7% CP 107 kg
+
Presssaft 2 |Ausbeute
TM%| 71\% % auf TM % | + H20
™ 29|kg| Analytik 47_ % kg
FM 416|kg : V /at 40,4 209
CP 9]kg 8,0% S
]

Pressaft ges. |Ausbeute Pre :
TM% | 8,1% % T™ % | 51%
™ 309|kg | Errechnet ™ 691|kg
FM 3803|kg FM 1366]kg
CP 107{kg 51,9% CP 99]kg |

Abb. 43: Pressversuche 2002: Durchschnittliche Fraktionierungsbilanz der
untersuchten Grassilagen

Abb. xy zeigt, dass durch die Doppelpressung von Grinlandbiomasse keine wesentlichen
Ausbeutesteigerungen zu verzeichnen sind. Auch die Ergebnisse der Doppelpressung der
Silagen lasst eine Doppelpressung unékonomisch erscheinen. Sowohl die Ausbeuten an
Rohprotein (CP) als auch generell der Trockenmasse in den Saft sind bei der
Silagefraktionierung bereits als sehr befriedigend anzusehen. Im Falle der Silagen sollte
die Optimierung allerdings bei der ersten Pressung ansetzen (TM-Input, Zerkleinerung,
Verweilzeit unter Druck).
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Annex: Anhang C

Tab. 8 Analytikergebnisse des BAL-Gumpenstein — GBR-Silageversuche 2001 — TEIL 1

Silage!
Wiese |Schnitt| G/S B:;:I%n TM | XA |[NH4-N| XP | CP | XF | XL |Zucker| Ms | ES | Bs | PS | P | K | ca|Mg|pH N':‘;‘s
r.
[g/kg FM] [g/kg TM]
KLGO1 | 1S | G 3423 91.0] 0,79 1854] 1805 299.4/ 18,00 44.7] 0,00 2.92 0,000 0,000] 3,34 31,25] 5.06] 1,97 6,07] x
KLGO1 | 1S | S | m21 357.9 1034 1,03 130,4 123.9] 300.6) 32,5 1123 151,43 13.69] 0,000] 0.838| 3,48| 32,72/ 5,59 2.19| 3,93 9/11
KLGO1 | 1S | s | s3n 456.1] 95.6] 1.12 122.6) 1156/ 297.4| 29,8 44,3 69,28 5,04 0,000 0,000| 3,31 29,81| 4.16] 2,06| 4,45 x
KLGO1 | 1S | S | sap 418.8] 994 1,43 169.5) 160,6/ 305.4] 30,5 19,6/ 106,02 6.69] 0,000 0,478| 3.55| 32,09| 6.51| 2,38| 4,33 9/12
KLGO1 | 2S | G 179.6] 904 0,67 167.9 163.7305,8 18.4 1609 0,00 3,34/ 0,000 0,000 3,89| 29,51/ 5,05/ 2,52/ 6.20] 9/1
KLGO1 | 28 | S | m2n 3800 1058 1,86 86,5 74.9297.4/32.4 452 0,00/217.92 0,000 0,000| 3,13 31,35| 6,56 2.73 4,12 9/14
KLGO1 | 2S | S | sar 414301023 1,88 128,1] 116,4 294.0[33,8] 62,0 79,40 8.45| 0,000, 0,000] 3,59 30,14| 5.24| 2,72/ 4,25 9/9
DW(B)01 1s | G 2898 659 0,62 1022 98,3 376,0[28,5 101,8 25,19 6.21] 0,000, 0,000] 2,37| 19,84 2.85| 1,44/ 4.62 9/2
WEB)01| 1s | G | o 4949 684 1331474 139,1307,4[ 34,8 86,5 50,72 7.48/0,404] 0,000] 2,35| 20,08| 4.45| 2,42/ 4.50] x
DW(B) 1S | SG | or 3831 88,0 1,59 1364 1264 325.7/30,8] 44.9] 63,96/ 10,70, 0,000 0,000| 2,35| 23 58| 6,22 3,39 4,24] x
DW(B)01| 1S | S | M2 4803 79.1] 1,25 185,0177.2 328.0[32.6] 91,0 61,62 7,70/ 0,000, 0,000| 2,73| 21,18| 5.96| 4,29| 4.26] 9/10
DW(B)1| 1S | SG | M212 4768 731 153 97.7] 88.1342,6(38,3 10,5 5579 5.45| 0,419 0,000 2,83| 23,814,309 1,98/ 4.34] x
DWEO1| 1S | S | S32 3775 74.6] 1.62 14851384 3425 38,7 77.6] 74.98 6,09 2,914 0,000 2,59 23,12 3,04] 1,65 4,14] 9/15
BRGO1 | 1S | G 166,00 91,7 0,54/ 136,0[ 132,6) 198,0{ 18.0] 318.7] 0,00 0,00/ 1,808 0,000| 3,87| 34.10| 5,23/ 2,02 6,50 x
BRGO1 | 3S | G 198,5| 98,3 0,96 1800 174,0] 302,1/30,9] 1633 0,00 5,54/ 0,000 0,000 3,57| 31,95/ 7,05 2,61/ 6.22| 9/8
BRGO1 | 3S | S | M21 2004] 975 1.30, 190.3 182.2] 299.2| 35,3 70.8] 0.,00] 260.50| 0,000] 0,000| 2.54] 32.43| 6.83| 2,34 3.80 1/7
BRGO1 | 3S | S | s3N 2638|1041 1,93/ 170,5/ 158 4| 265.9(41,1 74,3 0,00 281,25| 0,000] 0,000| 2,86| 27,53 7.17| 2,78/ 3,98 1/4
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Tab. 9 Analytikergebnisse des BAL-Gumpenstein — GBR-Silageversuche 2001 — TEIL 2
Silage! IFA
Wiese |Schnitt| G/S | Ballen ™ XA [(NH4-N| XP | CP | XF | XL |Zucker| MS ES BS | PS | P K | Ca|Mg| pH Nr.PS
Nr. )
[g9/kg FM] [g/kg TM]
KGO01 28 G 179,11 101,2]  0,78] 148,6| 143,7| 366,11 26,8 88,8 0,00[ 428,36/ 0,000/ 0,000| 3,37| 33,82/ 4,71/ 2,41/ 6,21] 9/3
KGO01 28 S S3!1 433,6/ 107,7] 1,20/ 173,4/ 165,9/ 338,91 39,4 40,1] 49,81 3,23| 0,000/ 0,000] 2,81| 36,70[ 5,37 3,154,43| 1/5
KGO01 28 S S31 534,6| 85,5 1,08] 147,5| 140,7| 356,6| 47,1 36,8 44,89 2,43|/0,000] 0,000] 2,33| 27,66| 5,51| 2,58/ 4,37 1/5
KGO01 28 S M2!1 461,4/107,5 0,74 192,6| 188,0] 348,6/ 34,2 31,4/ 0,00[176,19| 0,000/ 0,000]| 2,71| 34,52 7,02/ 2,10{4,72| 1/6
KLGO1 3S G 187,1] 95,1 1,07]123,9  117,2/338,3/23,9] 95,1 0,00 9,09 0,000 0,000] 3,30 30,33| 5,83/ 2,80/ 6,01] x
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Tab. 10 Legende zu den Analytikergebnissen des
BAL-Gumpenstein — 2001
Parameter Beschreibung

KLGO1 Kleegras und Jahr

DW(B)01 Dauerwiese Buchau und Jahr

BRGO1 Bastardraygras und Jahr

G Grln

S Silage

Silage/Ballen |Silagestarterkultur und Siloballennummer

™ Trockenmasse in g/kg Frischmasse (FM)

XA Rohasche in g/kg TM

XP Rohprotein in g/kg TM

CP Rohprotein minus Ammonium Stickstoff (Crude Protein)

pH pH Wert der Silage

XF Rohfaser in g’lkg TM

Gesamtzucker in g/kg FM bzw. TM (= Wasserldsliche

zucker (Z) i ohlenhydrate) I (

MS Milchsaure in g/kg FM bzw. TM

ES Essigséaure in g/kg FM bzw. TM

BS Buttersaure in g/kg FM bzw. TM

PS Propionsaure in g/kg FM bzw. TM

NH4-N Ammoniumstickstoff in g/lkg FM bzw. TM

XL Rohfett in g/kg TM

dOM \Verdaulichkeit der organischen Masse in %

NEL Nettoenergie-Laktation in MJ/kg TM

P Phosphor in g/lkg FM bzw. TM (nur 2001)

K Kalium in g/kg FM bzw. TM (nur 2001)

Ca Calcium in g/kg FM bzw. TM (nur 2001)

Mg Magnesium in g/kg FM bzw. TM (nur 2001)
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Tab. 11 Feststoffanalytik Jahr 2002 — BAL
Gumpenstein Teil 1 (Rohprotein)
. ™ NH4 |NH4 | RP CP
Codierung BAL(B) Saft [g/kg] [lng\lzg [o/kg| [g/kg | [g/kg | pH
11 TM] | TM] | TM]

BRG-070502-1S-AW-G B02/01 208,80, 0,13 0,62/228,71/225,68/6,23
KLG-070502-1S-AW-G B02/02 197,34 0,13 0,66(217,17/213,97/5,97
BRG-080801-220502-3S-IFAM2!12-PK2 B02/03 469,10, 0,21 0,45/128,53/126,35/3,80
BRG-080801-220502-3S-IFAM2!2-PK1 B02/04 461,79 0,36 0,78/138,57|134,78/3,92
BRG-080801-220502-3S-IFAM2!12-HG B02/05 312,83 0,37 1,18/175,76/170,01|3,81
LU-230502-1S-G-PK2 B02/06] 02/02 352,54 0,10/ 0,28 186,74/185,36/5,47
LU-230502-1S-G-PK1 B02/07] 02/01|287,97| 0,09 0,31[174,54/{173,02/5,60
LU-230502-1S-G-HG B02/08 194,07| 0,09 0,46/199,57/197,31/5,69
LU-240502-1S-G-PK1 (gepresst Stufe 8) |B02/09] 02/06| 286,35 0,10, 0,35204,94/203,24/5,65
LU-240502-1S-G-HG B02/10 216,39 0,11 0,51/203,22/200,75|5,88
BRG-070502-270502-1S-BonS!12-PK2 B02/11] 02/23 496,52 0,27 0,54/134,36{131,72/4,03
BRG-070502-270502-1S-BonS!12-PK1 B02/12 02/19| 445,77, 0,30/ 0,67/140,15/136,88/4,01
BRG-070502-270502-1S-BonS!2-HG B02/13 204,20, 0,44 2,15/214,06/203,58| 3,96
BRG-070502-280502 -1S-BonS!3-PK2 B02/14| 02/25 518,86/ 0,25/ 0,48/127,71/125,36/3,97
BRG-070502-280502 -1S-BonS!3-Pk1 B02/15] 02/24] 488,91 0,34 0,70/136,30[132,92/3,92
BRG-070502-280502 -1S-BonS!3-HG B02/16 203,88 0,45 2,21/195,38/184,65/3,94
KLG-070502-290502-1S-BonS!3-PK1 B02/17, 467,22 0,32 0,68/204,66/201,33/4,11
KLG-070502-290502-1S-BonS!3-PK2 B02/18 529,67, 0,27| 0,51/178,94{176,46/4,17
KLG-070502-290502-1S-BonS!3-HG B02/19 188,74 0,53 2,81/222,76/209,11/4,17
KLG-070502-310502-1S-BonS!6-PK2 B02/20] 02/27| 507,58 0,25 0,49 186,18183,79/4,17
KLG-070502-310502-1S-BonS!6-PK1 B02/21] 02/26| 441,90, 0,30, 0,68/184,16/180,86/4,10
KLG-070502-310502-1S-BonS!6-HG B02/22 196,86/ 0,41 2,08/238,03/227,91/4,12
BRG-030602-25-G-PK1 B02/23 356,69 0,10/ 0,28/165,17|163,81/5,57
BRG-030602-2S-G-HG B02/24 174,96/ 0,12 0,69178,07|174,74/4,43
BRG-040602-2S-G-PK2 B02/25 02/12/490,12 0,13 0,27/146,96/145,67/4,12
BRG-040602-2S-G-PK1 B02/26/ 02/08| 356,42 0,13 0,36|134,22/132,45/4,12
BRG-040602-2S-G-HG B02/27 212,24 0,15 0,71/159,51/156,07/5,07
KLG-050602-2S-G-PK1-B2 B02/28 278,41| 0,13 0,47/209,74/207,47/4,45
KLG-050602-2S-G-HG-B2 B02/29 176,95 0,11 0,62/208,17/205,15/5,27
KLG-050602-S2-G-PK1 B02/30 306,58 0,14 0,46/174,60[172,38/4,49
KLG-050602-S2-G-HG B02/31 172,75 0,11| 0,64{174,20[171,11/5,54
\Weizengras-060602-G-PK2 B02/32| IFA7/10) 479,77| 0,28 0,58/167,81/164,97/6,06
\Weizengras-060602-G-PK1 B02/33 435,91 0,34] 0,78/164,47/160,68|5,87|
KLG-070502-070602-1S-BonS!1-PK2 B02/34 491,05 0,27 0,55/174,36(171,69/4,35
KLG-070502-070602-1S-BonS!1-PK1 B02/35 462,34 0,35/ 0,76/174,34{170,66/4,24
KLG-070502-070602-1S-BonS!1-HG B02/36 186,06] 0,54| 2,90[232,20[218,09/4,23
KLG-070502-080602-1S-BonS!5-PK1 B02/37 401,09 0,47 1,17/195,13189,43/4,07
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Tab. 12 Feststoffanalytik Jahr 2002 — BAL
Gumpenstein Teil 2 (Rohprotein)

_ ™ NH4 |NH4 | RP CP
Codierung BAL(B)| Saft [a/kg] [a/kg|[g/kg| [g/kg | [a/kg | pH
FM] | TM] | TM] | TM]

KLG-070502-080602-1S-BonS!5-HS B02/38 224,89 0,51 2,27/219,28/208,25/4,05
KLG-070502-100602-1S-BonS!2-PK1 B02/39 486,21 0,43 0,88/188,78184,484,08
KLG-070502-100602-1S-BonS!2-HG B02/40 219,40 0,55 2,51/145,41/133,22/3,99
BRG-110602-2S-G-PK2 B02/41] 02/15 600,26| 0,12 0,20[137,12/136,14/4,71
BRG-110602-2S-G-PK1 B02/42] 02/13) 448,79 0,14] 0,31/137,99/136,48,5,39
BRG-110602-2S-G-HG B02/43 249,16, 0,16| 0,64/148,44/145,31/5,19
KLG-120602-2S-G-PK1-B2 B02/44 394,46| 0,14] 0,35/165,02/163,30/4,35
KLG-120602-2S-G-HG-B2 B02/45 253,45 0,14 0,55166,34/163,66/4,45
KLG-120602-2S-G-PK1 B02/46 392,49 0,09 0,23]151,54/150,43/5,42
KLG-120602-2S-G-HG B02/47 248,38 0,09 0,36/150,16/148,40/5,86
KLG-130602-2S-G-PK2-B1 B02/48, 02/17| 484,39 0,04/ 0,08150,85/150,45/6,13
KLG-130602-2S-G-PK1 B02/49 02/16] 339,24| 0,05 0,15/134,22/133,51|5,97
KLG-130602-2S-G-PK1 (gepresst Stufe 8) | B02/50 351,24 0,06| 0,17/133,40132,57/4,58
KLG-130602-2S-G-HG B02/51 163,46| 0,04| 0,24{164,64/163,455,67
Legende:
BRG=Bastardraygras
KLG=Klee/Gras
LU=Luzerne
Bsp.: 080801=Datum1=Ernte nur Datum1 - Ernte- = Pressdatum

Bsp.: 220502=Datum2=Pressdatum

Bsp.: 1S = Schnittzahl der Vegetationsperiode
IFAM2 bzw. BonS = Starterkultur fir die Silierung
Bsp.: 12 = Ballen Nr. 2

HG = Hackselgut

PK1 = Presskuchen 1

PK2 = Presskuchen 2 (Presskuchen 1 wurde nocheinmal ausgepresst)
B2 = 2. Rundballen am selben Presstag

AW = Grun-angewelkt vor Silierung

G = Grin (nicht siliert)

[TM = Trockenmasse

NH4 = Ammonium

RP = Rohprotein

CP = Rohprotein minus Ammonium (Crude Protein)

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 96
Kornberg Institut
Tab. 13 Pressversuche 02: Errechnung der
Durchsatzleistung in Abhdngigkeit des
Trockenmassegehaltes - Silage
Silage| U/min | Zeit 1 | Zeit 2 ZD?fI: Input| Durchsatz | TM Input Pressung
[h] [ka] [ka/h] [%]
B02/36] 3,75 14,5 17,0 2,5 662 265 18,6/1. Pressung
B02/19 3,75 10,00 12,5 2,5 582 233 18,91. Pressung
B02/16] 3,75 13,3 16,3 3,00 754 251 20,4/1. Pressung
B02/13] 3,75 14,00 16,0 2,00 559 280 20,411. Pressung
B02/05 3,75 11,5 12,8 1,3 209 167 31,31. Pressung
B02/21| 3,75 14,8 15,8 1,0 94 94 44 22. Pressung
B02/35, 3,75 18,8 21,0 2,3 168 75 46,22. Pressung
B02/17] 3,75 15,00 16,0 1,0 93 93 46,72. Pressung
B02/15 3,75 16,5 17,8 1,3 89 71 48,92. Pressung
Tab. 14 Pressversuche 02: Errechnung der
Durchsatzleistung in Abhéngigkeit des
Trockenmassegehaltes - Griin
.. . . . Zeit | Input |Durchsatz| TM Input
Griin U/min|Zeit 1|Zeit 2 Diff [h]| [kg] [kg/h] [%] Pressung
B02/51 3,75 13,8 15,0 1,3 225 180 16,3/1. Pressung
B02/24 3,75 12,8 17,8 5,0 504 101 17,51. Pressung
B02/27 3,75 14,3 18,3 4,0 478 120 21,2/1. Pressung
kein B (LU-240502) 3,75 15,00 17,5 2,5 373 149 21,6/1. Pressung
B02/47 3,75 16,5 17,5 1,0 163 163 24,81. Pressung
B02/43 3,75 13,8 17,3 3,5 332 95 24,911, Pressung
B02/49 3,75 19,00 19,5 0,5 70 140 29,6)2. Pressung/Dampf
B02/26 3,75 18,5 20,3 1,8 100 57 35,6)2. Pressung
B02/42 3,75 18,5 19,3 0,8 68 91 38,92. Pressung/Dampf
. . . . Zeit | Input |Durchsatz| TM Input
Griin U/min|Zeit 1| Zeit 2 Diff [h]| [kg] [kg/h] [%] Pressung
kein B (KLG-130602) 10,34 16,3] 17,8 1,5 458 305 16,3/1. Pressung
kein B (KLG-130602) 10,34 21,3] 23,3 2,0 576 288 16,3/1. Pressung
B02/31 10,34 14,8/ 18,3 3,5 480 137 17,31. Pressung
B02/29 10,34 19,8 22,5 2,8 405 147 17,711. Pressung
B02/08 10,34 12,3 12,8 0,5 173 346 19,4/1. Pressung
kein B (LU-230502) 10,34 17,7, 18,3 0,7 262 393 19,4{1. Pressung
B02/10 10,34 12,3] 13,3 1,0 187 187 21,61. Pressung
kein B (KLG-120602-B1) | 10,34 17,8 18,8 1,0 194 194 24.8/1. Pressung
B02/45 10,34, 19,5 21,5 2,0 390 195 25,3/1. Pressung
B02/07 10,34 13,3 13,7 0,3 65 195 28,82. Pressung
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Tab. 15 Pressversuche 02: Errechnung des
Stromverbrauchs in Abhangigkeit des
Trockenmassegehaltes - Griin
GRUN 1
BAL (B)U/minDurchsatz [kg/h]JTM Input [%]kWh/{
B02/51 | 3,75 180 16,3 9
B02/24 | 3,75 101 17,5 13
B02/27 | 3,75 120 21,2 13
keine B| 3,75 149 21,6 17
B02/47 | 3,75 163 24,8 11
B02/43 | 3,75 95 24,9 17
B02/49 | 3,75 140 29,6 12
B02/26 | 3,75 57 35,60 26
B02/42 | 3,75 91 38,9 23
GRUN 2
keine B | 10,34 305 16,3 10
keine B | 10,34 288 16,3 11
B02/31 |10,34 137 17,3 18
B02/29 10,34 147 17,7 16
keine B | 10,34 393 19,4 7
B02/08 | 10,34 346 19,4 8
B02/10 | 10,34 187 21,6 8
B02/07 | 10,34 195 28,8 16
B02/33 | 10,34 115 43,60 29
Tab. 16 Pressversuche 02: Errechnung des
Stromverbrauchs in Abhédngigkeit des
Trockenmassegehaltes - Griin
SILAGE
BAL (B)U/minDurchsatz [kg/h]JTM Input [%]kWh/t
B02/36 | 3,75 265 18,6 6
B02/19 | 3,75 233 18,9 6
B02/22 | 3,75 338 19,7 6,87
B02/16 | 4,50 251 20,4 7
B02/13 | 3,75 280 20,4 8
B02/05 | 3,75 167 31,3 17
B02/21 | 3,75 94 44,2 17
B02/35 | 3,75 75 46,20 28
B02/17 | 3,75 93 46,7 23
B02/15 | 3,75 71 48,9 23
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Tab. 17 Zusammenfassung der Fraktionierungsversuche 2002

TM PK1 .
_| TMSaft zu | TM Saft | FM Saft | cp-Ausbeute im | CP-Ausbeute im [yiittal.cD. Steigerung
BAL (B)| Saft TN;,,}: fSt bazr‘:\?e;‘:ggme:t TN[I,,/S]aﬂ A?:;e{.;sl TMInput | zu FM | zu FM |saft err. Anhand Input| ~ Saft err. anhand M:lt;ileﬁ':::e CP-Gesamtausb. durch
o . [%] P ol 19 0 [%] |Input [%]|Input [%]| u- Saft-Werten Feststoff Doppelpress.
SILAGE

B02/13 20,4

B02/12 | 02/19 44,6 8,6 77,1 28,2 5,7 67,1 46,44% 51,70% 49,1%)|

B02/11 | 02/23 49,7 9,0 20,5 2,5 1,1 12,5 6,13% 6,19% 6,2%)| 52,2% 6,4%
B02/16 20,4

B02/15 | 02/24 48,9 39,0 8,2 80,8 28,3 5,8 70,1 55,43% 48,38% 51,9%

B02/14 | 02/25 51,9 5,7 43,1 4,0 1,6 27,9 13,05% 9,51% 11,3% 57,3% 10,3%
B02/22 19,7

B02/21 | 02/26 44,2 37,6 8,0 77,6 27,6 54 67,7 41,93% 42,52% 42,2%|

B02/20 | 02/27 50,8 6,5 44,5 5,2 1,9 29,7 9,62% 3,62% 6,6%)| 46,1% 9,1%
Mittel 20,2

Mittel 45,9 40,4 8,3 78,5 28,0 5,6 68,3 47,7%

Mittel 50,8 | 7,1 36,0 3,9 1,5 23,4 8,0% 51,8% 9%)
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Tab. 18 Zusammenfassung der Fraktionierungsversuche 2002

T™M PK1 .
_| TMSaft zu | TM Saft | FM Saft | cp-Ausbeute im | CP-Ausbeute im |yiittal.Cp. Steigerung
BAL (B)| Saft TN{; ]e st bazr\‘n?e;iggme:t TN[I,,/S]aﬂ Al::crlelf/s] TMInput | zu FM | zu FM |safterr. Anhand Input| ~ Saft err. anhand X:;ilegfe CP-Gesamtausb. durch
o : [%] P ol |9 o [%]  |Input [%]|Input [%]| u-Saft-Werten Feststoff Doppelpress.
GRUN

B02/51 16,3

B02/49 | 02/16 33,9 29,6 5,1 69,2 19,1 3,1 61,0 17,01% 33,90%kein MW

B02/48 | 02/17 48,4 5,8 59,2 8,7 2,6 44,3 7,12% -2,92%lkein MW 22,9% 34,7%
B02/43 24,9

B02/42 | 02/13 449 38,9 6,5 64,7 13,5 3.4 52,0 22,51% 18,71% 20,6%

B02/41 | 02/15 60,0 7.4 60,8 7,7 3,0 40,1 11,05% 7,89% 9,5%) 28,1% 36,3%
B02/27 21,2

B02/26 | 02/08 35,6 6,2 58,3 14,2 3,0 48,9 15,52% 27,20%kein MW

B02/25| 02/12 49,0 8,5 46,9 7,8 2,8 33,0 8,79% -1,38%kein MW 22,9% 47,9%)
B02/10 21,6

B02/09 | 02/06 28,6 7,4 39,0 11,3 2,4 33,0 16,40%) 10,22%kein MW keine Doppelpressung

B02/08 19,4

B02/07 | 02/01 28,8 6,8 49,4 15,1 24 42,8 21,72% 25,55% 23,6%

B02/06 | 02/02 35,3 7,7 30,4 6,3 1,8 234 9,60% -0,41%kein MW 29,2% 23,7%
Mittel 20,7 56,1

Mittel 34,4 33,2 6,4 56,1 14,6 2,9 47,5

Mittel 48,2| 7,3 49,3 7,6 2,5 35,2 8,75%) 36%
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Anhang D
Gewinnung von Proteinen aus Grunen bzw. Silage Saften
Jahre 2001 und 2002

1 Proteine aus Grunlandbiomasse und Silage
(Blattproteine)

Proteine sind Makromolekule, aufgebaut aus aneinandergeketteten Aminosauren. Die

zwanzig verschiedenen Aminosauren bilden einen Code der eine enorm machtige Anzahl

von verschiedenen Proteinen ermoglicht. Bei einer kurzen Kette bis zu 10 Aminosauren
wird in diesem Bericht von Oligopeptiden gesprochen.

Bei einer Kettenlange von 10 bis 100 Aminosauren spricht man von Polypeptiden. Ab
einer Kettenlange von 100 Aminosauren (rund 11kD) sind in diesem Bericht Proteine
angesprochen.

Die Proteine um die es sich in diesem Projekt handelt sind Blattproteine (engl. Leaf
Protein). Der Rohstoff Gras (Familie der SuRgraser, Poaceae/ Gramineae) und Klee
(Untergruppe der Fam. der Schmetterlingsblitler, Fabaceae) besteht je nach
Erntezeitpunkt zu einem grofiem Teil aus solchen Blattern.

Zur Beschreibung/Klassifikation der Proteine gibt es eine Vielzahl von Methoden. Sinnvoll
fur dieses Projekt ist die Einteilung in:

e Molmasse, (1 Kilo Dalton (kD) entspricht ein Oligopeptid mit 9 Aminosauren)

¢ Chloroplastproteine und Cytoplasmaproteine,

e Enzyme und Nichtenzyme,

e die Unterscheidung zwischen grinem (chlorophyllhdltigem) und weillem
Proteinen,

e die Klassifizierung nach Extrahierbarkeit und

e die Einteilung in Fraktionen nach der Loslichkeit (z.B.: in Fraktionen die nach
Hitzebehandlung nach 50°C und 85°C koagulieren und unléslich sind).
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Tab. 19 Blattproteine (Boulter und Parthier 1982,
Nultsch 2001)

"’{g':l‘t":fn?e Art Griin/Weilt

Rubisco' 550.000 | Enzym Weil
Grosse Untereinheit von Rubisco’ 55.000 | Enzym Weil}
kleine Untereinheit von Rubisco' 14.000 | Enzym Weil}
ATPasen? 59.000, 55.000... | Enzym Weil}
P-700-chlorophyll proteins, PSII’ 68.000 | Enzym Grin
P-680-chlorophyll proteins, PSI? ~56.000 | Enzym Griin
LHC-II-Protein? 28.000 - 25.000 | Enzym Grin
LHC-I-Protein? 19.000 - 23.000 | Enzym Grin
Alpha und Beta Tubulin? ~100.000 | Strukturprotein | -
32.000 Mr-Membrane Protein’ 32.000 - -
Ribosomal Protein? - -| Weil}
Actin? 42.000 | Strukturprotein | -
Proteasen Enzym Weil}
Phytasen Enzym Weil}

1...Boulter und Parthier 1982

2...Nultsch 2001

Die meisten bisherigen Untersuchungen wurden mit Luzerne (Alfalfa; Medicago sativa)
durchgefiihrt. Daneben gibt es auch Literaturwerte zu Raygras (damit sind meist Lolium
Perenne und Lolium Multiflorum gemeint). Raygras gilt in diesem Projekt als Referenzgras
und wenn moéglich werden auf Werte dieser Art (Artengruppe) Bezug genommen.

Die Identifizierung und Quantifizierung der Proteine in den Fraktionen (Frischgras,
Silagegras, Presssaft, Proteinprodukt) ist sehr aufwendig. Meist sind nur indirekte
Bestimmungen méglich.

Eines der wichtigsten indirekten Bestimmungsmerkmale ist der Stickstoffgehalt. In
Proteinen, bzw. in den Proteinbausteinen - den Aminosauren, ist unverhaltnismafig viel
Stickstoff eingebaut. Geht man davon aus, dass der Grossteil des Stickstoff einer Probe in
Proteinen eingebaut ist, so lasst sich proportional zum Stickstoffgehalt eine ungefahre
Proteinmasse bestimmen. In der Praxis wird der (organische) Stickstoff nach Kjeldhal
bestimmt. Der ungefahre Proteingehalt ergibt sich aus Stickstoffmasse mal 6,25 und wird
als Rohprotein (CP) bezeichnet. Fir alle Berechnungen in diesem Projekt wurde der Wert
aus der Kjeldahlmessung um den separat gemessenen Ammoniumgehalt bereinigt.

Zur Quantifizierung der Proteinanteile im Frischgras kénnen die Proteine aus der
Frischmasse extrahiert werden (Messman et. al. 1994). Der Rohproteingehalt des
Ausgangsmaterials flr die Zahlen in Tab. 20 betragt bei Alfalfa 24,3% und 23,1% bei
Raygras. Bei der Laborextraktion wird eine Stickstoff-Ausbeute von 82% (Alfalfa/Luzerne)
und 91% (Raygras) erreicht (Messmann et al.1994).

Das Extrakt beinhaltet neben dem Proteinstickstoff nicht in Proteinen eingebundenen
Stickstoff (Non-Protein-Nitrogen, NPN), der nach Abtrennung der Proteine aus dem
Extrakt bestimmt wird. Multipliziert man diesen Stickstoffanteil ebenfalls mit 6,25 und zieht

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften®
Kornberg Institut

diesen Massenanteil von der Rohproteinmenge des Extrakts ab so bekommt man den

»1rue Protein® genannten Anteil.

Tab. 20 Aufteilung des Rohproteins in Luzernen
(Alfalfa) und Raygras (Messmann et al. 1994)

Nicht-Protein-
Rohprotein, Stickstoff Anteil, extrahierbares
% der NPN, "True" Protein,
Trockenmasse Stickstoff*6,25, % des Rohproteins*
% der Trockenmasse
Alfalfa 24,3 2.1 73
Raygras 23,1 2,2 72
*Rohprotein minus nicht extrahierbarer Anteil und minus NPN

In Raygras wurden 7 verschieden Proteine mit nennenswerten Massenanteilen
identifiziert. Die Anteile der einzelnen Proteine sind:

= Rubisco, 42%
= 30kD-Fraktion, 13%
= 47kD-Fraktion, 10 %
= Andere, <7%

Alle Werte beziehen sich auf Total Electrophoretically Identified Protein - TEIP (Intensitat
Uber alle Elektrophoresebanden - das entspricht nach Ansicht der Autoren in etwa dem
extrahierbaren , True Protein®.

In anderen Quellen (Makoni et al, 1993) werden folgende Fraktionen in erntefrischen
Alfalfablattern beobachtet (Elektrophoresebanden):

=  Rubsico, 560kD, Fraktion 1

= verschieden Proteine von 21 bis 48kD — Fraktion 2

= verschieden Proteine, Banden Uber 10kD, vereinzelt bis 260kD — Fraktion
2B

=  Banden bei 15-18kD, 28-30kD, 60kD — Fraktion 3, Griine Fraktion
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2 Verwendete Methoden und Daten

Dieses Projekt basiert beinahe ausschliel3lich auf empirischen Untersuchungen.
Zur Proteinabtrennung kamen primar 2 Methoden zur Anwendung:

8. Hitzekoagulation
9. Ultrafiltration

Die erzeugten Proteinkonzentrate wurden sprihgetrocknet oder gefriergetrocknet.
Besonderes Augenmerk wurde allerdings auf die Sprihtrocknung gelegt, die auch
grofdtechnisch sinnvoll ware.

In einem Einzelversuch wurden der Versuchsaufbau variiert und die mit der Ultrafiltration
verwandten Methoden Diafiltration (Spllen des Ultrafiltrationsretentats mit Wasser) und
Mikrofiltration (Crossflowfiltration an einer Membran mit wesentlich héheren Cut-Off)
angewendet.

Zusatzlich zu den oben genannten Methoden wurden verschiedene Standardmethoden
der Chemie zur Produktaufbreitung und zur begleitenden Analytik angewendet:

o Gefriertrocknung des koagulierten Proteins nach Abtrennung vom Saft
durch Zentrifugation

o Stickstoffbestimmung nach Kjeldhal

e Aschebestimmung

e Bestimmung von org. Sauren und monomeren Zuckern mittels HPLC und
UV-Detektion.

e Bestimmung der Aminosauren mittels HPLC und Floureszenzdetektion der

derivatisierten Aminosauren

Bestimmung der Kationen

Bestimmung der Kationen und Anionen mit lonenchromatographie

Loslichkeitsbestimmung von Proteinkonzentraten in pulvriger Form

Mikrobielle Untersuchungen (Gesamtkeimzahl...)

Bestimmung der Proteine nach Lowry und mit SDS-PAGE

Chronologisch sind die Versuchsreihen zu den Saften der Saison 2001 und Saften der
Saison 2002 zu unterscheiden. Die ersteren Versuche wurden ausschliel3lich mit Saften,
die nach der Pressung eingefroren und gelagert wurden. Fir die
Proteinabtrennungsversuche wurden diese in 20 Liter Kanistern gefrorenen Safte Uber
einen Zeitraum von 10 bis 15 Stunden aufgetaut.

Im Gegensatz dazu wurden die Safte von 2002 direkt am Ort der Pressung in Hartberg
auch weiterverarbeitet. Verfalschungen durch Anderung der Proteinkonfiguration beim
Einfrier- oder Auftauprozess, bzw. Veradnderung bei der Lagerung kénnen hier
ausgeschlossen werden. Die 2 Koagulations- und 2 Ultrafiltrationsversuche des Jahres
2002 mit Grinem Saft stellen den Abschluss der Proteinabtrennungsversuche dar. Alle
Erfahrungen der vorhergehenden Versuche wurden berlcksichtigt und flossen in die Wahl
der Versuchsparameter und sonstiger handwerklichen und logistischer Ablaufe ein.
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2.1 Proteingewinnung durch Hitzekoagulation und Zentrifugation
211 Theorie zur Hitzekoagulation

Mit Koagulation wird die irreversible Verklumpung der Kolloidteilchen zu groflien
Aggregaten bezeichnet. Koagulation tritt ein, wenn sich die Teilchen so nahe kommen,
dass sie auf der Potentialkurve in das wahre Minimum der potentiellen Energie bei kleinen
Abstanden kommen, wo die anziehenden van der Waals-Krafte dominieren. (gegentber
der elektrostatische AbstolRung der elektrischen Doppelschicht der einzelnen
Kolloidteilchen) (Atkins 1996).

potentielle Energie, Epot

Abb. 44: Die potenzielle Energie der Wechselwirkung als Funktion des
Abstands der Zentren zweier Teilchen sowie des Verhaltnisses von
TeilchengroBe a zur Dicke rp der elektrischen Doppelschicht. Die
mit Koagulation und Flockung bezeichneten Bereiche sind die
minimaler potentiellen Energie, in welchen die jeweiligen Prozesse
eintreten. (Atkins 1996)

Ein Hitzeeintrag durch Dampfeinblasung ist die einfachste Methode zur Koagulation von
Proteinen (Kolloidteilchen). Alternativ dazu ware Koagulation durch Verringerung des pH-
Werts auf ca. 4,0 mdglich. Da das Endprodukt aber als Futtermittel mit natlrlichem
Charakter verkauft werden soll ist ein Eintrag von Chemikalien zu vermeiden.

Je nach Maximaltemperatur wahrend der Koagulation koaguliert ein Anteil der I6sliche
Proteine. Die nun entstandenen gréReren unldslichen Teilchen kdnnen mittels eines
Gravitationsgradienten in einer Dekanterzentrifuge leicht abgetrennt werden.

Die fur die Koagulation notwendige Zeitdauer betragt 10 Sekunden (Ostrowski-Meissener
1983) bis 5 Minuten (Koch 1983).

Durch Variation der Prozessparameter (Temperatur und pH-Wert) koénnen die
Saftproteine fraktioniert werden. Man spricht von 2 Fraktionen.

Fraktion 2 (Grines Protein; in anderen Quellen auch in Fraktion 2, 2B und 3 unterteilt,
(siehe Telek und Graham 1983) koaguliert schon ab 50° C. Ab 80° C sind auch alle
Anteile an Fraktion 1 (weil3es Protein) koaguliert. Die Trenngrenze zwischen Fraktion 1
und Fraktion 2 verschiebt sich mit steigendem pH-Wert von 55°C (pH 5,3) auf Uber 63°C
(pH 8,52) (Jones und Mangan 1976).
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Die Firma France Luzerne wendet die Hitzekoagulation zur Gewinnung eines
Proteinkonzentrats aus Luzernepresssaft an.

Nach einer schonenden Kaltpressung wird der Presssaft zuerst auf 40°C erwarmt und
dann per Dampfeinblasung kurz auf 85° erhitzt. Der koagulierte Saft wird in
Dekanterzentrifugen in ein Proteinkonzentrat und einen entproteinisierten Saft
aufgetrennt.

Das feuchte Konzentrat (42%-TM) wird in einem Wirbelschichtbetttrockner schonend
getrocknet und unter Stickstoffatmosphare gelagert. Als Konservierungsmittel wird
lediglich in geringer Menge ein Antioxidans (z.B. Ethoxyquin 150 ppm) eingesetzt (France
Luzerne 2000).

REEN
LUCERNE

HEATING

DRYING
Brown

Juice
CENTRIFUGATION
SCHEMA OF PX MANUFACTURING

Abb. 45: Schema der Produktion von Super PX (France Luzerne 2000)

Ein Vergleich der gangigen bzw. historischen Technologien zur Abtrennung von Proteinen
aus Griinem Saft erfolgte bereits ausfiihrlich in Kromus et al. (2002).
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2.1.2 Versuchsaufbau zur Proteingewinnung durch Hitzekoagulation

Die Dampfeinblasungsversuche fanden ausnahmslos in Hartberg bei der Fa.
LACTOPROT statt. Die darauffolgende Zentrifugation und Gefriertrocknung wurde mit
einer Ausnahme am Institut flr Biotechnologie an der TU-Graz durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass nur mit einer Becherzentrifuge eine genaue Massenbilanz zur Berechnung der
Proteinausbeute moglich ist. Der erste Versuch an der Universitat fir Bodenkultur in Wien
zeigte, dass die Abtrennung von koaguliertem Protein aus dem Saft zwar einfach mit
kontinuierlich betriebenen Technikumsseparatoren bzw. Zentrifugen sehr gut funktioniert,
aber eine exakte Bestimmung des abgetrennten Proteinkonzentrats nicht méglich ist.

Die Experimente wurden im 10 Liter Mal3stab durchgefihrt.

20

Ldcher Im Rolhr 2ur Dampfelnblasung

Abb. 46: Steaminjection Einheit: Eigenkonstruktion zur Hitzekoagulation
von Grassaftproteinen — mit Unterstiitzung der Fa. LACTOPROT
AG
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Abb. 47: Steaminjection-Einheit — Sonderanfertigung bei der Fa.
LACTOPROT AG in Hartberg

Die Versuche dienten zur Bestimmung der mdglichen Proteinausbeute, die mit dieser
Technologie erreichbar ist. Die dabei gewonnen Proteinkonzentrate (Leaf Protein
Concentrates - LPCs) dienten als Vergleichsprodukte fir:

a. in der Literatur beschriebene LPC, die mit einem gleichwertigen Verfahren
gewonnen wurden,

b. Proteinkonzentrate die in diesem Projekt mit der Alternativtechnologie
Ultrafiltration gewonnen wurden.
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2.1.2.1 Versuchsablauf zur Hitzekoagulation im Jahr 2001

Dieser erste Versuch zur Proteinabtrennung mittels Hitzekoagulation wurde im September
2001 im Technikum des Instituts flr Lebensmitteltechnologie an der Universitat fur
Bodenkultur in Wien durchgefiihrt. Hauptziel dieses Versuches war die Abtrennung der
Fraktion der leichtkoagulierbaren Proteine und damit Bereitstellung eines Rohstoffs zur
Gewinnung einer gut I8slichen Proteinfraktion.

Proteine koagulieren in Abhangigkeit von ihrer spezifischen Aminosaurensequenz bzw.
raumlichen  Struktur bei unterschiedlichen Temperaturen. In diesem ersten
Dampfeinblasungsversuch wurde Griiner Saft mit Dampf auf 55°C erhitzt und das
koagulierte Protein mit einem Separator (Westfalia Seperator, LWA 205) bei 12.000
U/min. abgetrennt. Der teilentpoteinierte Saft diente als Ausgangsrohstoff flr die in
Anhang D beschriebene Ultrafiltration zur Gewinnung einer ,weilen® Proteinfraktion.

Als Rohstoff wurde tiefgefrorener, bei —20°C, in 20 Liter Kanistern gelagerter, Saft
(Kleegras 1.Schnitt, gruner Saft, 61,5 Liter — Probennummer 01/01) eingesetzt. Die
Kanister wurden Uber Nacht in einem Wasserbad bei anfangs 35°C aufgetaut, und
danach durch Schitteln homogenisiert.

In drei Durchgangen wurde ein rund 40 Liter fassender Edelstahlbehalter mit ca. 20 Litern
Saft beflllt. Innerhalb von 30 Sekunden wurde der Saft mit Dampf auf 55°C erhitzt und
nach weitern 30 Sekunden mit einem in der Milchwirtschaft gebrauchlichen
EintauchklUhler auf 10°C gekihlt. Die Dampfeinbringung erfolgte mit einem einfachen
Rohr, welches wahrend der Dampfeinbringung per Hand geschwenkt wurde.

Der Saft wurde nach der Koagulation mit einem Westfaliaseparator, (LWA 205) bei 12.000
U/min.) und 10 Liter per Stunde Durchsatz abgetrennt. Das griine Proteinkonzentrat
sammelte sich in einer Kammer des Separators und es ist nicht méglich die Masse des
Konzentrats auch nur anndhernd zu bestimmen.

Proben des Uberstands und des Konzentrats wurden fiir Ausbeuteberechnungen
analysiert.

2.1.2.2 Versuchsablauf zur Hitzekoagulation im Jahr 2001

Die Dampfeinblasungsversuche mit Saft der Saison 2001 wurden im Zeitraum von
September 2001 bis Janner 2002 in Hartberg durchgefihrt.

Als Rohstoff wurde tiefgefrorener, bei —20°C, in 20 Liter Kanistern gelagerter Saft
eingesetzt. Der Kanister wird Uber Nacht in einem Wasserbad bei anfangs 35°C
aufgetaut, und danach durch Schutteln homogenisiert.

Der Behalter der Steaminjection-Einheit (Abb. 47) wird mit rund 8 Liter Saft befiillt
(Mindestmenge fur den zur Kihlung eingesetzten Eintauchkihler) und gewogen.

Die Dampfeinbringungseinheit mit Verteilerring der 2 cm tGber dem Boden positioniert ist
(Abb. 47) wird mit Dampf vorgeheizt und an der Topfwand fixiert. Nun wird allmahlich
Dampf eingeblasen. Innerhalb von rund 40 Sekunden werden 90°C erreicht und die
Dampfzufuhr abgedreht. Die Zeitdauer und Intensitdt der Dampfeinblasung ist ein
Erfahrungswert als Kompromiss zwischen Gefahr des Uberschdumens und maximaler
Geschwindigkeit.

Der aufgeschaumte, heiRe Saft wird nach 2 Minuten bei Temperaturen um 85° C direkt im
Edelstahlbehalter der Steaminjection-Einheit gekuhlt. Es kommt dabei ein handelstiblicher
Eintauchmilchkihler zum Einsatz. Der Saft wird innerhalb von 10 Minuten auf 10° C
gekuhlt, die volle Steaminjection-Einheit wird zur Bestimmung der zugesetzten
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Dampf/Wassermenge gewogen und beim Erreichen von 5°C wird er Saft direkt in die
Zentrifugenbecher abgefullt. Dabei wird der untere Auslass gedffnet und zuerst die ersten
2 Liter abgefullt. Danach werden 3 bis 4 Liter als Reserve enthommen. Der weitere Saft
wird bis auf einem Liter in Zentrifugenbecher abgefiillt. Der Rest mit eventuellem
Bodensatz wird mit dem zuvor enthommenen ,Reserve“-Saft allmahlich gespult und
ebenfalls abgeflllt. Die Differenz zwischen der Gesamtmenge des koaguliertem Safts und
der in Zentrifugenbehalter abgefillten Menge sollte nun eine Teilmenge des in Reserve
gehaltenen Safts sein.

Die Zentrifugation und die Gefriertrocknung der koagulierten Safte wurden im Technikum
der TU-Graz unter Betreuung von R. Bona des Instituts flir Biotechnologie durchgeflihrt.
Es wurde eine Beckman-Becherzentrifuge eingesetzt. Die rund 900 ml fassenden Becher,
deren Leergewicht vorher im trockenen Zustand genau bestimmt wurde wurden
entsprechend ihres Bruttogewichts austariert und bei 3000 U/min. 10 Minuten lang
zentrifugiert. Der braunliche, klare Uberstand wurde per Hand abdekantiert. Der viskose,
tiefgriine, feste Bodensatz wurde im Zentrifugenbehalter als Vorbereitung fir die
Gefriertrocknung eingefroren.

Abb. 48: Zentrifugierversuche des Jahres 2001 (TU-Graz): Foto a)
Zentrifugenpellet im Zentrifugenbecher (Proteinkonzentrat); Foto b)
Zentrifugeniiberstand (Brown Juice)

Die Zentrifugenbecher mit dem gefrorenem Bodensatz werden ohne Deckel
gefriergetrocknet. Es zeigte sich, dass zur Trocknung 2 Durchgange im Lyophilisator
notwendig sind und im zweiten Durchgang die Becheréffnung mit einem luftdurchlassigen
Tuch abgedeckt werden muss um ein Austreten von Konzentratstaub zu verhindern. In
einem Durchgang kann der Inhalt von 4 Bechern getrocknet werden.

Die Becher mit dem gefriergetrockneten Produkt werden nun gewogen. Das Produkt wird
im Moérser zerstoRen und verrieben. Das entstandene Pulver wird abgepackt und bis zur
weiteren Untersuchung (Trockenmassebestimmung und weitere Analytik) unter
Luftabschluss bei —20°C gelagert.
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2.1.2.3 Versuchsablauf zur Hitzekoagulation im Jahr 2002

Im Jahr 2002 wurde, aufbauend auf die Ergebnisse des Jahres 2001, versucht im
grolReren Maldstab zu arbeiten. Allerdings zeigte es sich, dass die Gefriertrocknung von
einer grolten Zentrifugenbehaltermenge ein Flaschenhals der Verarbeitungsschiene ist.
Aus diesem Grund war es schwierig 2 Versuche mit groRen Mengen innerhalb eines
Monats durchzufuhren. Es kamen bis zu 17 Behalter mit jeweils rund 900 ml
Fassungsvermdgen zum Einsatz.

Im Gegensatz zu den Versuchen der Saison 2001 wurde 2002 nur frischer griner Saft
verwendet. Das soll gewahrleisten, dass die Produkteigenschaften bzw. die Ausbeuten
nicht durch Gefriervorgange, Lagerungsveranderungen oder Veranderungen beim
Auftauen verfalscht werden. Pressung und Dampfeinblasung fanden am selben Tag in
Hartberg bei der Firma LactoProt statt. Der frisch gepresste Saft wurde sofort auf 4°C
gekihlt und erst wahrend der Steaminjection erwarmt.

Der weitere Versuchsablauf entspricht dem der Saison 2001.
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2.2 Proteingewinnung durch Ultrafiltration
2.21 Theorie zur Ultrafiltration

Ultrafiltration ist ein druckgetriebenes Membranverfahren zur Trennung von
niedermolekularen gelésten Stoffen und Makromolekilen. Dabei ist zur klaren Trennung
ein deutlicher GréRenunterschied zwischen den zu fraktionierenden Stoffen notwendig.
Als typisches Beispiel fur die Ultrafiltration ist die Auftrennung von Molke in Proteine
(Konzentrat, Retenat) und Salze & Lactose (Permeat) zu nennen.
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Abb. 49: Zuordnung der druckgetriebenen Membranverfahren (Rautenbach
1997)

Ublicherweise wird die Ultrafiltration als Querstromverfahren realisiert. Dabei wird die
réhrenformige Membran parallel zur Porenmembran durchstrémt (Cross Flow).

Typisch fur die Ultrafiltration ist die Ablagerung von Partikeln an der Membraninnenseite.
Diese Deckschicht beeinflusst die Wirksamkeit und Effektivitat des Verfahrens. Einerseits
erzeugt diese Deckschicht eine sekundare Trenngrenze, die vom urspringlichen Cut Off
stark abweichen kann und andererseits wird der Permeatflux verringert.

Rautenbach (1997) trifft bezuglich der Ultrafiltration folgende Aussage:

,Fur —eine  sichere Anlagenauslegung bei der deckschichtbildenden
Querstromfiltration - und diese umfasst insbesondere die Ultra- und
Mikrofiltration  kolloidaler ~ Suspensionen — st der Versuch unter
Originalbedingungen, d.h. insbesondere mit dem Originalstoffsystem,
unerlasslich.”
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Abb. 50: Geschwindigkeits- und Konzentrationsprofil vor der
Ultrafiltrationsmembran (Rautenbach 1997)

Die Hohe des Permeatfluxes (der Strom des entproteinierten Saftes) ist ausschlaggebend
fur die Dimension bzw. Investitionskosten der Anlage.

In der Vergangenheit (Ostrowsky-Meissner 1983) ist schon 6fters versucht worden mittels
Ultrafiltration Proteine aus einem Pflanzensaft aufzukonzentrieren. Positiv werden die
funktionellen Eigenschaften wie Ldslichkeit und Emulgierbarkeit von
Ultrafiltrationsproteinprodukten erwahnt (Fuhrmeister 2001). Die Wirtschaftlichkeit hangt
sehr von dem erzielbaren Permeatflux und der damit verbundenen AnlagengréfRe ab.

Zur Bestimmung von realistischen Parametern (Flux bei unterschiedlichen Druck und
Uberstromgeschwindigkeit) ist es daher unbedingt notwendig unter Bedingungen zu
arbeiten, die jenen einer Produktionsanlage gleichen.
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2.2.2 Versuchsaufbau zur Proteingewinnung durch Ultrafiltration

Fur die Ultrafiltrationsversuche wurde eine Technikumsanlage des Instituts flr
Lebensmitteltechnologie und Biotechnologie der Universitat fur Bodenkultur angemietet.
Wesentlich ist, dass die dabei eingesetzten Ultrafiltrationsmembrane identisch mit jenen in
Grofianlagen eingesetzten sind. Die dabei gewonnen Erkenntnisse lassen sich daher auf
GroRanlagen ubertragen.

YL 4 g

Abb. 51: Ultrafiltrationsanlage, UF Modul, 0,35 m? 1 - UF-Modul, 2 -
Permeatabfluss, 3 — Manometer Membranausgang, 4 -Manometer
Membraneingang, 5 — Durchflussziahler, 6 — Drehzahlregelbare
Pumpe, 7 — Entleerungsklappe, 8 — Behalter, 9 —Drosselventil, 10 —
Probenentnahme

Die gemietete Ultrafiltrationsanlage besteht aus einer dreistufigen Kreiselpumpe
angetrieben von einem drehzahlregelbaren 3 kW, Motor. In den Pumpkreislauf kdnnen
variabel verschiedene Ultrafiltrations- oder Mikrofiltrationsmembranmodule angeschlossen
werden. In diesem Projekt wurden ausschliel3lich keramische Membrane der Firma TAMI
(D/F) verwendet (Fig 52). Durch gleichzeitiges Regeln der Pumpendrehzahl und des
Pumpstromes (Drossel 9) kann der Betriebspunkt zwischen 2 und 5 bar bzw. 1 bis 5 m/s
eingestellt werden.

Fir den Betrieb des Kreislaufs werden rund 6 Liter FlUssigkeit gebraucht. Ohne
Zusatzbehalter fasst der Kreislauf 12 Liter. Die komplette Entleerung der Anlage ist nur
schwer moglich. Im Normalfall (einfache Entleerung durch Offnen der Klappe 7)
verbleiben 1 bis 1,5 Liter Konzentrat im Kreislauf.
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Abb. 52: Ultrafiltrationsanlage im Technikum der BOKU-Wien (Foto:
Kornberg Institut)

Wesentlich zur Reproduzierbarkeit der Versuche ist die Reinigung der Membranmodule
nach jedem Versuch bzw. jeder Versuchsreihe. Dazu wird die Membran mit 5 %
Natronlauge bei 80°C 30 Minuten gespult. Danach wird mit Wasser gespult bis ein pH-
Wert von 8 erreicht wird.

Zur Uberpriifung des Reinigungsvorgangs wird wahrend der gesamten Lebenszeit der
Membran der Permeatflux von Wasser bei bestimmten Parametern protokolliert. Wird
weniger als 50 % des urspringlichen Wasserfluxes gemessen so ist eine zusatzliche
Reinigung mit Sdure (3 % Salpetersaure, 10 Minuten 50°C) erforderlich. Diese
Reinigungsvorschriften wurden, wenn nicht anders beschrieben exakt eingehalten.

Die Ultrafiltration wird vorzugsweise bei 25° C durchgefihrt. Da die Temperatur im
Ultrafiltrationskreislauf aber nur schwer konstant zu halten ist und insbesondere bei
hoherer Viskositat (am Ende der Ultrafiltration) und bei héherer Uberstromgeschwindigkeit
steigt, schwankte die Temperatur von 20 bis 30° C. Der Einfluss der Temperatur auf den
Flux wurde mit einem temperaturabhangigen Faktor kt korrigiert.
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Abb. 53: Korrekturwert zur Berechnung des Einflusses der Temperatur auf
den Permeatflux. (Tami 2001).

2.2.2.1 Versuchsdurchfiihrung unter Variation des Eingangsdrucks

Diese Versuchsreihe wurde mit Griinem Saft von Kleegras 2.Schnitt 2001 (Probe 01/14,
01/15, 01/16) durchgefihrt. Zwei Kanister mit je 19 Liter wurden von Juni bis September
2001 bei minus 20°C gelagert und am Vortag des Versuches im 30° C warmen
Wasserbad aufgetaut.

Jeweils 38 Liter wurden auf 6 bis 8 Liter aufkonzentriert. Nach jedem Durchgang wurde
Retentat und Permeat wieder zusammengefihrt und als Feed fir einen neuen
Ultrafiltrationsdurchgang mit verandertem Eingangsdruck verwendet. Zwischen den
einzelnen Durchlaufen wurde nicht pausiert und weder mit Wasser noch mit
Reinigungslésungen gespuilt.

Die Ultrafiltrationsdurchgénge im einzelnen werden in Tab. 21 angefuhrt.

Tab. 21 Ultrafiltrationsdurchgédnge mit variiertem
Eingangsdruck

Durchgang 1* 4 bar, 4 m/s
Durchgang 2 4 bar, 4 m/s
Durchgang 3 3 bar, 4 m/s
Durchgang 4 5 bar, 4 m/s

Durchgang 1 wurde wiederholt da dieser Durchgang mit einer vorher unbenutzten
Membran durchgeflihrt wurde. Ein reprasentatives Fluxverhalten kann allerdings erst nach
einer gewissen Einfahrzeit beobachtet werden.

Proben von Retentat (01/22, 01/23) und Permeat (01/21) des ersten und zweiten
Durchgangs wurden analysiert und dienten zur Auswertung von Ruckhaltung und
Ausbeute.
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2.2.2.2 Versuchsdurchfiihrung unter Variation der Uberstromgeschwindigkeit.

Diese Versuchsreihe wurde mit Griinem Saft von Knaulgras 2.Schnitt 2001 (Probe 01/37)
durchgefuhrt. Zwei Kanister mit je 20 Liter wurden von Juni bis September 2001 bei minus
20°C gelagert und am Vortag des Versuches im 30°C warmen Wasserbad aufgetaut.

Jeweils 40 Liter wurden auf 6 bis 8 Liter aufkonzentriert. Nach jedem Durchgang wurde
Retentat und Permeat wieder zusammengefihrt und als Feed fir eine neuen
Ultrafiltrationsdurchgang mit veranderter Durchflussgeschwindigkeit
(Uberstromgeschwindigkeit) verwendet. Zwischen den einzelnen Durchgéngen wurde
nicht pausiert und weder mit Wasser noch mit Reinigungsldsungen gespult.

Die Ultrafiltrationsdurchgange im einzelnen:

Tab. 22 Ultrafiltrationsdurchgange mit variierter
Uberstromgeschwindigkeit

Durchgang 1* 4 bar, 4 m/s
Durchgang 2 4 bar, 5 m/s
Durchgang 3 4 bar, 3 m/s
Durchgang 4 4 bar, 2 m/s

2.2.2.3 Versuchdurchfiihrung unter Variation des Molecular Weight Cut Off's (MWCO)

Diese Versuchsreihe wurde mit Griinem Saft von Bastardraygras 3.Schnitt 2001 (Probe
01/29, 01/30) durchgefiihrt.

Fur den ersten Durchgang (15 kD) wurden 39 Liter Saft verwendet. FuUr den zweiten
Durchgang (50 kD) wurden 98 Liter verwendet. Fur den dritten Versuch diente das
Permeat des zweiten Versuchs als Ausgangsrohstoff.

Der eingesetzte Saft wurde nach der Pressung im August bei —20° C gelagert und am
Vortag im 30° C Wasserbad aufgetaut. Im dritten Versuch wurde das Permeat des
zweiten Versuchs einen Tag lang bei 8°C gelagert.

Die Versuchsreihe setzt sich aus 3 Durchgangen zusammen. Es wurde jeweils mit der
oben beschriebenen Ultrafiltrationsanlage bei 4 bar und 4 m/s ultrafiltriert. Dabei kamen
baugleiche Membrane mit unterschiedlichem Cut Off zum Einsatz. Im ersten Versuch
wurde mit einem Cut Off von 15 kD gearbeitet, im zweiten mit 50 kD und im dritten mit 1
kD.

Tab. 23 Ultrafiltrationsdurchgange mit variierter
Uberstromgeschwindigkeit

Durchgang 1* 4 bar, 4 m/s
Durchgang 2 4 bar, 4 m/s
Durchgang 3 4 bar, 4 m/s

Proben von Retentat (01/32, 01/35, 01/34) und Permeat (01/31, 01/33, 01/36) aller drei
Durchgange wurden analysiert und dienten zur Auswertung von Rickhaltung und
Ausbeute. 6,3 Liter Retentat vom 2 Durchgang wurden zusammen mit Retentat aus einem
anderen Versuch in dem Versuchssprihturm der Fa. LACTOPROT AG getrocknet. (siehe
Anhang F)
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2.2.2.4 Versuchsdurchfiihrung unter Variation der Rohstoffe

Diese Versuchsreihe wurde mit Grinem Saft von Dauerwiese 1.Schnitt 2001 (Probe
01/08, 01/09, 01/10) durchgefihrt. 2 Kanister mit je 21,5 Liter wurden von Mai bis
September 2001 bei minus 20°C gelagert und am Vortag des Versuches im 30°C warmen
Wasserbad aufgetaut.

Die 43 Liter Ausgangsmaterial wurden bei 4 bar Eingangsdruck und 3 m/s
Uberstromgeschwindigkeit auf 8 Liter aufkonzentriert.

Retentat- (01/13) und Permeatproben (01/12) wurden zur Berechnung der Riickhaltung
und Proteinausbeute analysiert. 5,7 Liter Retentat wurden zusammen mit Retentat eines
weiteren Versuchs (Raygras, 50 kD) in einem Spruhturm getrocknet. Proben des
gemischten Produkts (01/28) wurden mikrobiologisch untersucht.

2.2.2.5 Versuchsdurchfiihrung mit Silage als Ausgangstoff

Diese Versuchsreihe wurde mit Silagesaft der Kleegraswiese 1. Schnitt, (Durchgang 1,
Probe 01/38, 01/39, Durchgang 2, Probe 01/44, 01/45) durchgefihrt. Je 2 Kanister mit je
21 Litern wurden von Mai bis September bzw. Oktober 2001 bei minus 20°C gelagert und
am Vortag des Versuches im 30°C warmen Wasserbad aufgetaut.

Je 42 Liter Ausgangsmaterial wurden bei 4 (5) bar Eingangsdruck und 4 (3) m/s
Uberstromgeschwindigkeit auf 7 (12) Liter aufkonzentriert.

Tab. 24 Ultrafiltrationsdurchgange mit variierter
Uberstromgeschwindigkeit

Durchgang 1* 4 bar, 4 m/s
Durchgang 2 5 bar, 3 m/s

Retentat- (01/40) und Permeatproben (01/41, 01/42, 01/43) wurden zur Berechnung der
Ruckhaltung und Proteinausbeute analysiert. Besondere Aufmerksamkeit wurde auf die
Permeatkonzentration wahrend des 2. Durchgangs gelegt. Hier wurden insgesamt 5
Permeatproben (01/46, 01/47, 01/48, 01/50, 01 /51) und 2 Retentatproben (01/49,
01/52) analysiert.

2.2.2.6 Versuchsdurchfiihrung mit einem teil-entproteiniertem Griinen Saft als
Ausgangsprodukt

Dieser Versuch wurde mit dem teil-entproteinierten Saft der Kleegraswiese 1. Schnitt,

durchgefiihrt. Insgesamt wurden 59 Liter Saft (01/03) verwendet

59 Liter Saft wurden auf 8 Liter bei 4 bar Eingangsdruck und 4 m/s aufkonzentriert. Als
Membran wurde ein Keramikmodul mit einen MWCO von 15 kD eingesetzt

Retentat- (01/04) und Permeatproben (01/05, 01/06, 01/07) wurden zur Berechnung der
Ruckhaltung und Proteinausbeute analysiert.
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2.2.2.7 Versuchsdurchfiihrung mit Luzerne und Raygras 2002

Die Versuche in der Saison 2002 dienten primar Darstellung eines Referenzprozesses.
Die in den vorhergehenden Versuchen bestimmten optimalen Prozessparameter (Druck,
Uberstromgeschwindigkeit) wurden in einer Versuchsanordnung wie sie in einer
Pilotanlage gegeben ware umgesetzt. Um tatsachlich pressfrischen Saft einsetzen zu
konnen wurde die Technikumsanlage der BOKU nach Hartberg zur Fa. LactoProt
transportiert.

Als Ausgangsrohstoff fur diesen Referenzprozess wurde Presssaft von Bastardraygras 2.
Schnitt 2002 (02/08) ausgesucht. Nach Erfahrungen des Vorjahres scheint dieser
sortenreine Rohstoff am besten geeignet um reprasentative, nachvollziehbare Ergebnisse
zu ermitteln.

Zum Vergleich wurde als zweite Rohstoffquelle Luzerne gewahlt. Zu Luzerne und
Presssaft aus Luzerne (02/01) gibt es Literaturangaben und ein vergleichbares
Proteinprodukt welches am franzdsischen Markt positioniert ist.

Um einen moglichen Pilotprozess zu simulieren wurden 2 Membranmodule in Serie
geschalten.

Die Eingangsdriicke der 2 Module waren 4,5 bzw. 3,6 bar. Die Uberstromgeschwindigkeit
betrug 3 m/s. Beide Module hatten einen NMWCO von 15 kD.

Die 63 Liter Raygrassaft wurden auf 9 Liter aufkonzentriert.

Die 69 Liter Luzernesaft wurden auf 11 Liter aufkonzentriert.

Bei beiden Versuchen wurde von einer weiteren Aufkonzentration abgesehen da eine
sehr hohe Viskositat beobachtet wurde.

Retentat- (02/04) und Permeatproben (02/03) wurden zur Berechnung der Rickhaltung
und Proteinausbeute analysiert. Beide Retentate wurden im Anschluss an die
Ultrafiltration spriihgetrocknet. (siehe Anhang F)

2.2.2.8 Versuchsdurchfiihrung mit Silagesaft 2002

Dieser Versuch wurde im Hinblick auf eine Nutzung des Silagesaft als Quelle fir
Milchsadure und Aminosauren durchgefiihrt. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf das
Langzeitverhalten des Fluxes gelegt.

Als Ausgangsrohstoff diente Presssaft von Silagegras der Bastardraygraswiese 1.Schnitt
(02/19).

108 Liter Silagesaft wurde auf 9,5 Liter aufkonzentriert. Es wurde eine keramische
Membran mit 1 kD MWCO eingesetzt.

Retentat- (02/22) und Permeatproben (02/20, 02/21) wurden zur Berechnung der
Rickhaltung und Proteinausbeute analysiert. Das Permeat wurde flir weitere Versuche
zur Milchsaure- und Aminosaurengewinnung unter sterilen Bedingungen eingefroren.
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2.2.3 Diafiltration und Mikrofiltration

Nach Auswertung der ersten Ultrafiltrationsversuche zeigte sich, dass zwar eine gewisse
Proteinmenge zurickgehalten wird, aber die maximale Proteinkonzentration 50 % nie
Uberschreitet. Das konnte an der Rickhaltung von unbekannten Substanzen bzw. an der
Ruckhaltung bekannter Substanzen durch andere Effekte als die Trennung auf Grund des
Molekulargewichtes verursacht werden.

In diesem Einzelversuch wurde nach der oben beschriebenen Methode mit der
beschriebenen Ultrafiltrationsanlage filtriert. Im Unterschied zu den
Ultrafiltrationsversuchen wurde nach einem gewissen Konzentrationsfaktor nicht gestoppt
sondern das Retentat im Ultrafiltrationskreislauf mit Wasser gesplilt. Die im Retentat auf
Grund ihrer GrofRe rickgehaltenen Proteine bleiben auch bei ausdauernder Spllung
(Wasser zu Retentat 1:3) im Retentat im Gegensatz dazu sollten, bisher auf Grund nicht
genugender Aufkonzentrierung zurlickgehaltene Substanzen (Asche, Zucker...),
ausgespult werden.

Um ein zu erwartendes Bakterienwachstum zu verhindern wurde dieses Konzentrat
mikrofiltriert (NMWCO 400 kD) um bereits vorhandene Mikroorganismen abzutrennen.

Diese Versuchsreihe wurde mit Griinem Saft von Bastardraygras 3.Schnitt 2001 (Probe
01/29, 01/30) durchgefiihrt.

Fur die Ultrafiltration/Diafiltration wurden 41 Liter Saft verwendet.

Der eingesetzte Saft wurde nach der Pressung im August bei —20°C gelagert und am
Vortag im 30°C Wasserbad aufgetaut.

Fur die Mikrofiltration wurde das diafiltrierte Retentat (6 Liter) auf 12 Liter gestreckt.

Es wurde jeweils mit der oben beschriebenen Ultrafiltrationsanlage bei 4 bar und 3 m/s
ultrafiltriert. Dabei kamen baugleiche Keramikmembrane mit einem MWCO von 50 kD
zum Einsatz.

Es kam die selbe Versuchordnung wie bei der Ultrafiltration zum Einsatz. Bei einem
Konzentrationsfaktor von 7 (5,85 Liter Retentat) wurde sieben mal mit jeweils 2 Liter bei 4
bar Eingangsdruck und 3 m/s Uberstrémgeschwindigkeit diafiltriert.

Es wurde eine organische Mikrofiltrationsmembran (,Wickelmodul“) mit einem MWCO von
400 kD eingesetzt. Hier wurde nicht die oben beschriebene Ultrafiltrationsanlage benutzt,
sondern eine etwas kleinere Universalanlage. Im Cross-Flow — Betrieb wurden 12 Liter zu
3 Liter aufkonzentriert.

Proben von Retentat und Permeat aller Durchgéange wurden gesammelt. Aus
Budgetgriinden wurden nur, die flir eine erste grobe Aussage notwendigen Proben
analysiert. (siehe Schlussfolgerungen)
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3 Ergebnisse der Proteinabtrennung mit Hitzekoagulation/
Zentrifugation und Ultrafiltration

Primares Zielprodukt ist ein Proteinkonzentrat mit einem Rohproteinanteil von ca.
50 %, verwendbar als Futtermittel in Konkurrenz zu Sojaprodukten und Tiermehl. Das
Produkt sollte als Proteinquelle wertvoller als Sojaschrot (ca. 45 % Rohprotein) und von
der Herkunft unbedenklicher als Sojaisolate (Verdacht auf genmanipulierte
Ausgangsstoffe) und Tiermehl (BSE) sein. Als spezielle, wirtschaftlich interessante,
Produktvariante ware die Produktion eines Milchaustauschers zu sehen fir welchen sich
die Fa. LactoProt sehr interessiert. Anhand von Analytik und Versuchen wurde das
Potenzial aufgezeigt. Die entsprechenden Technologien wurden beleuchtet und
umfassende Daten fiir die Wirtschaftlichkeitsberechnungen werden hier erstellt.

Das Gras stammt von intensiv bewirtschafteten Flachen (Feldfutterbau),
Samereienwiesen und extensiv bewirtschafteten Dauerwiesen (2 bis 3 Schnitte).

Gras ist bekannt als proteinreiches Grundfutter (12 bis 20 % Rohprotein in der TM) flr
Rinder und dient vor allem in der Milchwirtschaft als wichtige Futterbasis. Bei einem
maoglichen Jahreshektarertrag von 7 bis 12 t TM/ha ist Gras ein wesentlich effizienterer
Proteinproduzent als Soja (siehe Tab. 25).

Tab. 25 Rohproteinertrage verschiedener Pflanzen
(Kohler et al. 1983, eigene Daten)

Soja- Luzerne GBR-

Samen Wiese
Ernteertrag [kg TM/ha] 2.750 10.125 9.350
Rohproteinertrag [kg CP/ha] 1.056 2.025 1530

Wie in Tabelle 25 dargestellt produzieren Luzerne (Alfalfa) und Gras eine groRe Menge
an Proteinen. Der Vorteil von Soja liegt aber darin, dass das Protein in den Samen
(Bohnen) in hohen Konzentrationen vorhanden ist (~45 %). Bei der Betrachtung der
Proteinausbeuten aus Griinlandbiomasse wird nun nicht mehr die Proteinausbeute des
Produkts ,Gras als Futter sondern die Ausbeute des Produkt ,Proteinkonzentrat als
Proteinquelle flr Milchaustauscherfutter betrachtet.

Das Proteinkonzentrat wird aus dem Saft der gepressten Grinlandbiomasse durch
Hitzekoagulation oder Ultrafiltration gewonnen. Die Ausbeute ist einerseits von der
Pressung und andererseits von der Proteinabtrennung vom Saft abhangig.

In diesem Projekt wird zur Beurteilung der Trenntechnologie hauptsachlich der Schritt
Proteinabtrennung aus dem Saft untersucht. Beim Vergleich der Ausbeuten wird
jeweils auf ein Kilogramm Trockenmasse im Saft Bezug genommen.
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3.1 Proteinausbeuten der Versuche zur Hitzekoagulation/
Zentrifugation und Ultrafiltration von Griinen Séaften
Tab. 26 Proteinausbeuten aus Griinem Saft,
Trenntechnologie Hitzekoagulation und
Zentrifugation
Kleegras |Dauerwiese| Luzerne Bastard- | Referenz:
2.Schnitt,| 1.Schnitt, | 1.Schnitt raygras Fa. France
2001 2001 2002 2.Schnitt 2002|Luzerne (F)
Koagulationstemperatur 90 90 90 85 85
01/14
01/15 01/09 02/06 02/13
Probennummern 01/16 01/11 (02/01) (02/08)
01/27 02/07 02/14
01/26
Saftmenge [kg] 18,97 13,24 13,47, 15,50 10,00
Eingangstrockenmasse [kg] 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Rohprotein [g] 237,33 136,14 290,87 243,30 275,00
AA [g] 152,05 105,49 199,15 120,71 -
Konzentratmenge [kg] 0,20 0,12 0,42 0,27 0,31
Konzentrattrockenmasse [g] 183,44 113,80 377,02 237,95 275,00
Rohprotein [g] 93,62 36,28 151,21 110,12 143,00
AA [g] 96,55 39,27 145,45 113,26 -
Ausbeute in % d. TM 18 %] 11 %] 38 % 24 % 28 %
IAusbeute Rohprotein in % 39 % 27 % 52 % 45 % 52 %
IAusbeute Aminosaure 64 % 37 % 73 % 94 % -
Rohprotein % der TM 51 % 32 % 40 % 46 % 52 %

Tab. xy zeigt, dass durch Hitzekoagulation und anschlieRende Zentrifugation bei Luzerne
ahnliche Proteinausbeuten aus dem Saft (nicht aus dem urspriinglichen Rohstoff) erreicht
werden konnten, wie dies der Fall bei dem Referenzprodukt der Fa. FRANCE LUZERNE
ist. Diese Proteinausbeute ist vergleichbar mit dem gefundenen Lowry-Protein (Anhang
E). Die Werte in Tabelle xy zeigen aber auch sehr deutlich, dass doch ein groRer
Unterschied zwischen den Rohstoffen Luzerne und Ubriger Griinlandbiomasse besteht.
Es muss daher angenommen werden, dass ein Proteinkonzentrat nur aus Luzerne
wirtschaftlich gewonnen werden kann. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Erkenntnissen der Ultrafiltrationsversuche.

Bei der verwendeten Standardmethode zur Quantifizierung der Aminosduren (Hydrolyse
mit HCI und OPA-Derivatisierung) werden nur 16 der 20 proteinogenen Aminosauren
gemessen Prolin, Methionin, Cytstein und Tryptophan werden nicht erfasst. Um die
Aminosdurenmasse mit dem Rohproteinwert zu vergleichen wurde die Gesamtmasse der
20 proteinogenen Aminosauren an Hand der gemessenen 16 Aminosauren interpoliert.
Als Berechnungsgrundlage dient das Hauptprotein in griinem Blattmaterial — Rubisco. Der
Anteil der 16 Aminosauren von Rubisco wurde an Hand der Aminosaurensequenz (NCBI
2003, Ogihara et. al 2002) berechnet und mit der Summe aller 20 proteinogenen
Aminosauren in der Gesamtsequenz in Verhaltnis gesetzt. Mit dem sich daraus
ergebende Faktor 1,1311 Iasst sich die Gesamtaminosaurenmenge ausgehend von den
gemessenen 16 durch Multiplikation hochrechnen.
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Tab. 27 Proteinausbeuten aus Griinem Saft,
Trenntechnologie Ultrafiltration MWCO 15
kD
. Bastard- Bastard-
Kleegras | Dauerwiese raygras Luzerne raygras
Feed 2.Schnitt 1.Schnitt 3.Schnitt 1.Schnitt 2 Schnitt
01 01 02
01 02
Cut Off [kD] 15 15 15 15 15
01/14
01/15 01/10 o130 | 0201 | 02/08
02/03 02/09
Probennummern 01/16 01/12 01/31
01/21 01/13 01/32 83;8451 (8551 (1))
01/22
Saftmenge [kg] 18,97 13,50 12,71 14,60 16,21
Eingangstrockenmasse [kg] 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Rohprotein [g] 237,33 122,94 223,28 283,97 170,34
AA [g] 152,05 103,27 182,62 199,15 120,71
Konzentratmenge [kg] 3,22 2,59 2,51 2,27 2,28
Konzentrattrockenmasse [g] 332,60 484,16 352,35 329,13 355,55
Rohprotein [g] 128,89 80,42 117,28 150,81 101,17
AA [g] 120,15 75,98 116,90 136,66 92,12
Ausbeute in % d. TM 33% 48% 35% 33% 36%
Ausbeute Rohprotein in % 54% 65% 53% 53% 59%
Ausbeute Aminosaure in % 79% 74% 64% 69% 76%
CPin % der TM 39 % 17 % 33% 46 % 28 %
UF-Faktor 5,89 5,22 5,06 6,43 7,11

Wenn man die Ergebnisse vergleicht erkennt man, dass beide Technologien ein dhnliches
Ergebnis ergeben. Die Ursache liegt an der Trenneigenschaft der Proteine.
Hitzekoagulation und Ultrafiltration von Proteinen funktioniert nur, wenn das Rohprotein
(Summe der organischen Stickstoffverbindungen) als makromolekulares Protein vorliegt.
Bei Griinem Grassaft liegt rund ein Drittel des Rohproteins als makromolekulares Protein
vor. Beide Trenntechnologien trennen nur dieses Anteil ab.
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Abb. 54: Direkter Vergleich der Proteingewinnung aus Griinem Saft durch
Ultrafiltration und Hitzekoagulation/Zentrifugation

Die Abweichung bei der Dauerwiese, 1. Schnitt konnte nicht naher verifiziert werden, und
gilt als Ausreil3er.
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3.2 Proteinausbeuten der Versuche zur Ultrafiltration von Silage-
Séften
Tab. 28 Protein und Aminosaurenausbeuten durch
Ultrafiltration von Silagesaften
Bastardraygras Kleegras Kleegras
1.Schnitt 02 1.Schnitt 01 1.Schnitt 01
Cut Off [kD] 1 15 1
Probennummen 02/19, 02/20, 01/38, 01/43, 01/44, 01/45,
02/21, 02/22 01/40 01/46, 01/52,
Saftmenge [kg] 11,67 5,22 6,56
Eingangstrockenmasse [kg] 1 1 1
Rohprotein [g] 336 220 221
AA [g] 292 165 144
Konzentratmenge [kg] 1,03 0,87 2,09
Konzentrattrockenmasse [g] 156 209 405
Rohprotein [g] 49 46 88
AA, [g] 40 31 84
IAusbeute TM 16 % 21 % 41 %
IAusbeute Rohprotein 14 % 21 % 40 %
IAusbeute Aminosaure 14 % 19 % 58 %
CP in der TM 31 % 22 % 22 %
UF-Faktor 11,29 6,01 3,13
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3.3 Vergleich der Proteinausbeuten und der Proteinmessungen nach
Lowry

Jener Anteil am Rohprotein (CP) der mit beiden Trenntechnologien abtrennbar ist Iasst
sich durch die Proteinbestimmung nach Lowry quantifizieren.
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Abb. 55: Vergleich der theoretischen Proteinausbeute (dargestellt als Lowry
Protein im Feed mal UF Faktor) mit tatsachlicher Proteinausbeute
(CP) (Rohprotein im Retentat)

Im obigen Balkendiagramm sind pro Ultrafiltrationsdurchgang jeweils der Gehalt an
abtrennbarem Protein (Lowry-Protein), die gemessene Lowryproteinmenge im Retentat,
die Rohproteinmenge im Retentat und die theoretische Ausbeute, wenn das gesamte
Lowry-Protein abgetrennt wird dargestellt.

Ein Grund fir die Differenz zwischen Lowryprotein im Retentat und der theoretischen
Ausbeute ist der enzymatische Proteinabbau im frischem Grinen Saft. Besonders bei
Luzerne scheint dieser Effekt sehr stark ausgepragt zu sein. Das Verhaltnis zwischen
Rohprotein und theoretischer Ausbeute kann sich zu Gunsten des gemessenen
Rohproteinanteils verschieben, da bei der Ultrafiltration immer eine Restmenge der
urspriinglichen Ausgangslosung im Retentat verbleibt. Hinzu kommt eine eventuelle
Ruickhaltung von anderen Stickstoffverbindungen die nicht mit der Methode nach Lowry
erfasst werden.

Zu beachten ist auch eine eventuelle Ungenauigkeit der Lowry-Messung im Feed, die sich
bei der theoretischen Ausbeute entsprechend des Ultrafiltrationsfaktors (UF-Faktor)
vervielfacht.
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An den beiden Durchgangen mit Bastardraygras 3.Schnitt 2001 (01/29, 01/30) lassen sich
diese Effekte gut kommentieren. Beim Durchgang mit der 15 kD Membran wurde nur
Faktor 5 aufkonzentriert. Der Anteil der unfiltrierten Ausgangsldésung ist hoch und der
Proteinabbau wahrend der Ultrafiltration ist auf Grund der kirzeren Dauer gering. Beim
Durchgang mit 50 kD wurde mit Faktor 12 aufkonzentriert. Der Anteil der Ausgangsldsung
im Retentat ist damit geringer. Die Differenz zwischen gemessener Rohproteinmenge und
theoretischer Ausbeute (Lowry-Protein mal UF-Faktor) ist hier zu Gunsten der
theoretischen Ausbeute verschoben. Hier kdnnte es also einen starkeren Proteinabbau
gegeben haben. Der starkste Proteinabbau ist bei Luzerne zu beobachten gewesen.
Diese Tatsache stimmt mit der Beobachtung eines bei hoher Konzentration wieder
steigenden Fluxes (siehe Anhang D, Kapitel 3.5.2) Uberein.

3.4 Detailergebnisse repréasentativer Ultrafiltrationsversuche des
Jahres 2001
3.41 Ultrafiltration von Griinem Saft, Bastardraygras mit 50 kD Membran

Die Versuchsmethodik wurde ausftihrlich in Anhng D, Kapitel 2.2 beschrieben.
Probennummern:

¢ Ausgangssaft (Feed): 01/30 und 01/29
e Permeat: 01/33
e Retentat: 01/34

In diesem Durchgang wurde Griner Saft aus gepresstem Bastardraygras (01/29, 01/30)
bei einem MWCO von 50 kD ultrafiltriert.
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Abb. 56: Permeatfluxverlauf Feed 01/30, Konzentrationsfaktor 11,78

In diesem Versuch wurde Uberprift, ob man mit einem hdéheren Cut-Off (50 statt 15 kD)
einen héheren Flux bei gleicher Proteinausbeute erzielen kann.

Ingesamt wurden 98 kg Saft zu 8,3 kg Retentat (Konzentrat) aufkonzentriert.

Der Fluxverlauf zeigt einen raschen Abfall und dann einen weiteren langsamen Abfall des
Permeatfluxes. Bestimmend fliir diese Phanomene ist die Bildung eines Belags
(Deckschicht) an den Innenseiten der Membrankanale. Diese Schicht bildet sich innerhalb
von wenigen Minuten aus und fuhrt zum raschen Abfall des Permeatfluxes. Mit Dauer der
Ultrafiltration und steigender Konzentration im Retentat kommt es zu einem weiteren
mittelfristigen Abfall.

Des weiteren ist ein langfristiges Sinken des Fluxes im Dauerbetriebes zu erwarten.

Es zeigt sich, dass auch bei dieser hoheren Ausschlussgrenze die Deckschicht
bestimmend ist. Die eigentliche Ausschlussgrenze wird dadurch wahrscheinlich auf weit
unter 15 kD verschoben. Das heifldt auch bei 50 kD ist die gleiche Proteinausbeute zu
erzielen, wie dies mit der 15 kD Membran der Fall ist. Dies wird durch den Vergleich der
Rohprotein- und Lowryproteinwerte der Durchgénge mit Bastardraygras (Anhang D,
Kapitel 3.5.1) bestatigt.

Der Flux ist bei 50 kD zwar anfangs hdher, es ist aber zu erwarten, dass im Dauerbetrieb
der Flux bei beiden Ausschlussgrenzen um die 20 bis 25 L/hm? liegt.
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Die ideale Veranderung im Proteingehalt und Trockenmassegehalt ware eine 1178 %

Steigerung an Protein und eine Steigerung der Trockenmasse,

die nur vom

aufkonzentrierten Protein stammt (341 %- Trockenmassenzugewinn).
Die Trockenmasse im Konzentrat stieg von den urspringlichen 79 g/L um 248 % auf

195 g/L. Der

Rohproteingehalt stieg von 18 g/L um 431 % auf 76 g/L.
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Abb. 57: Zunahme der Trockenmasse (Drymatter, DM) und Rohprotein
(Crude Protein, CP); Versuch mit 01/30 Feed und 50 kD

Die Erklarung fur die aufkonzentrierte Proteinmenge liefert die Lowry-Protein Messung.
Nur jener Teil, der als Rohprotein gemessenen Stickstoffverbindungen, die als
Polyaminosauren (Peptide) Uber 1,2 kD (Povoden 2002) im Rohsaft vorliegen werden mit
dieser Proteinmessmethode erfasst. Gleichzeitig ist das aber auch die Bedingung flr die
Aufkonzentration wahrend der Ultrafiltration. Die Proteinmenge nach Lowry stieg von
7,1 g/L (41 % d. Rohproteins) auf 63,5 g/L (894 %). Das kommt den Idealwerten schon
sehr nahe.

unbekannte N
Verbindungen
25% Lowry-Protein

41%

Oligopeptide,
freie AA
34%

Abb. 58: Zusammensetzung des Rohproteins im Rohsaft, Probe 01/30
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Neben dem Massenzugewinn im Retentat durch aufkonzentriertes Lowry-Protein kommt
es zu einem zusatzlichen Massenzugewinn im Retentat dessen Ursprung nicht exakt
geklart werden konnte. Die Beobachtung der Aschenzusammensetzung zeigt, dass kleine
Molekile (Asche besteht hauptsachlich aus anorganischen lonen wie Kalium und Chlorid)
kaum ruckgehalten werden. Der Gehalt an monomeren Zuckern und organischen Sauren
steigt ebenfalls kaum an. Eine Untersuchung von Ultrafiltrationsretentat von Grinem Saft
hinsichtlich des Fasergehalts brachte ebenfalls kein positives Ergebnis.

Moglicherweise werden wahrend der Ultrafiltration Oligosaccheride aufkonzentriert. In der
wissenschaftlichen Literatur (Pollak und Cairns 1991; Pavis et al. 2001), aber auch aus
Alltagswissen von Pferdezlichtern (Pferdekrankheit - Pferderehe) und Herstellern von
Siliermitteln ist bekannt, dass Gras reich an Polyfructose des Levan-Typs und des
gemischten Typs (Graminan-Fructan) ist. Es wurde in diesem Projekt versucht diese
Uberlegungen durch Analytikergebnisse zu verifizieren. Dies ist aber mit den zur

Verfligung stehenden Methoden nicht gelungen und die Entwicklung von
Spezialmethoden hatte den Rahmen des Projekts gesprengt.
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Abb. 59: Verdnderung des Aschegehalts und der gemessenen Proteinmasse
nach Lowry wahrend der Ultrafiltration ; Feed 01/30 mit 50 kD
Membran

Zusammenfassend lasst sich das Ergebnis folgendermallen ausdriicken:

e Es lasst sich nur ein Teil (das Lowry-Protein, 41 %) des im Rohsaft vorhanden
Rohpoteins (CP) aufkonzentrieren

¢ In diesem Versuch betragt die Rohproteinausbeute 38 %.
sodass der

e Neben Protein werden weitere Substanzen aufkonzentriert,
Rohproteinanteil im Konzentrat 50 Prozent nie lberschreitet.

e Flux und Proteinausbeute sowie Gehalt an unbekannten Begleitstoffen ist bei
unterschiedlichen Ausschlussgrenzen (15, 50 kD) identisch und wird hauptsachlich
durch die Deckschicht bestimmt.

e Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Vorbereitung (monatelange
Lagerung bei -20°C) des eingesetzten Safts einen Einfluss auf die
Proteinabtrennung hat. Es ist daher unbedingt notwendig einen
Ultrafiltrationsversuch mit frischem Grinem Saft, mdglichst nahe an realen
Produktionsbedingungen (2 Module in Serie bei den in obigen Versuchen
ermittelten optimalen Betriebsparametern) durchzufihren. Dieser Versuch wurde
im Jahr 2002 durchgeflihrt.
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3.4.2 Ultrafiltration von Silagesaft aus Kleegrassilage mit einem
MWCO von 15 kD

Der Versuchsaufbau wurde in Anhang D, Kapitel 2.2 ausflihrlich dargestellt.
Folgende Saftproben wurden eingesetzt:

Ausgangssaft (Feed): 01/39; 01/38

Permeat am Beginn des Versuchs: 01/43
Permeat am Ende des Versuchs: 01/42
Permeat gesamt (Durchschnittsprobe): 01/41
Retentat: 01/40

In diesem Versuch wurde Silagesaft aus gepresster Kleegrassilage, 1. Schnitt, siliert mit
Milchsaurebakterien (IFAS3) bei einem Molecular Weight Cut Off (MWCO) von 15 kD

ultrafiltriert.
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Abb. 60: Permeatfluxverlauf des Silagesaftversuchs, Feed 01/39 bzw. 01/38,
Membran 15 kD

In diesem Versuch wurde untersucht, ob mittels Ultrafiltration ein Proteinkonzentrat aus
Silagesaft gewonnen werden konnte.

Ingesamt wurden 41 kg Saft auf 7 kg aufkonzentriert (Faktor 6).
Der Fluxverlauf zeigt den typischen raschen Abfall auf rund 30 L/hm? in den ersten 60
Minuten. Danach kommt es zu einem weiteren Absinken des Fluxes bis knapp Uber 20

L/hm>.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften®

Kornberg Institut

131

300

200

60 -
250 - e .
———————— 50 e
EZOO’&-”— e ———
—_— —_—
N ST .
£ 150 1— B -
5 « 30
O 100 A . s
— — Linear (DM-Retentat, [g/L]) & 20 — — Linear (CP-Retentat, [g/L])
507 — - -Linear (DM-Permeat, [g/L])
0 . ; ; , 107 — - -Linear (CP-Permeat, [g/L])
0 50 100 150 200 0 ; : . .
Zeit, [min] 0 50 100 150

Zeit, [min]

Abb. 61: Verdnderung der Trockenmasse und des Rohproteingehalts -
Silagesaftversuch; Feed 01/39 bzw. 01/38, Membran 15 kD

Wie in Fig 61 erkennbar, kommt es nur zu einer geringen Erhdhung der Trockenmasse im
Retentat. Betrachtet man die einzelnen Komponenten isoliert, so erkennt man, dass es zu
einer geringen Aufkonzentration von allen Komponenten kommt. Es kann keine
bevorzugte Komponente die den Hauptanteil an dem Massenzugewinn im Retentat hat
identifiziert werden.

Da auch in Silagesaft noch ein Restanteil an Peptiden vorhanden ist, ist zu vermuten,
dass diese zwar zu einem unbekannten Teil aufkonzentriert werden, aber keinen
wesentlichen Beitrag zum Massenzugewinn im Retentat liefern.

Vielmehr ist die Differenz zwischen Retentat und Permeat Uber den Ultrafiltrationslauf
nahezu konstant, was dafir spricht, dass die Rickhaltung nicht selektiv sondern
allgemeiner Art ist und als ,Widerstand“ der Membran interpretiert werden kann.
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Abb. 62: Veranderung des Aschen- und Milchsduregehalts —
Silagesaftversuch; Feed 01/39 bzw. 01/38, Membran 15 kD
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Zusammenfassend lassen sich die Erkenntnisse dieses Durchgangs folgendermalen
ausdricken:

3.4.3

Der Ve

Es gibt keine selektive Rlckhaltung einer beobachteten Komponente. Die
Gewinnung eines Proteinkonzentrates aus Silage durch Ultrafiltration mit einer
Molekilmassen Ausschlussgrenze von 15 kD ist nicht mdglich.

Auch Silagesaft mit einem hohen Trockenmasseanteil von 240 g/L (Retentat) lasst
sich ultrafiltrieren.

Fur genauere Aussagen ob und in welchem Ausmal} Peptide riickgehalten werden
sind weitere Untersuchungen notwendig. Es wurden daher auch ein
Ultrafiltrationsversuche bei einer Ausschlussgrenze von 1 kD mit einer gréReren
Anzahl von Proben untersucht (siehe Anhang D, Kapitel 3.4.3)

Ultrafiltration von Silagesaft aus Kleegrassilage mit einem
MWCO von 1 kD

rsuchsaufbau wurde in Anhang D Kapitel 2.2 ausfiihrlich dargestellt.

Folgende Saftproben wurden eingesetzt:

In dies

Ausgangssaft (Feed): 01/44; 01/45
Permeat: 01/46, 01/47, 01/48, 01/50, 01/51
Retentat: 01/49, 01/52

em Versuch wurde Silagesaft aus gepresstem Kleegras-erster Schnitt, siliert mit

Milchsaurebakterien (IFAM2) bei einem MWCO von 1 kD ultrafiltriert.

Flux, [L/hm?]
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Abb. 63: Permeatfluxverlauf des Silagesaftversuchs, Feed 01/44 bzw. 01/45,

Membran 1 kD
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In diesem Ultrafiltrationsdurchgang wurde untersucht, ob durch den kleiner gewahlten
Cut-Off von 1 kD eine selektive Rickhaltung von einzelnen Komponenten (insbesondere
Peptide, Oligopeptide) erreicht werden kann.

Ingesamt wurden 42 Liter Silagesaft zu 13 Liter Retentat aufkonzentriert (Faktor 3).

Der Silagesaft hat eine Trockenmasse von 155 g/L. Die gemessene Lowry-
Proteinkonzentration betragt 4 g/L. Die Grenze fiir die Erfassung von Proteinen bzw.
Peptiden durch die Lowry-Methode betragt rund 1,2 kD, was ungefahr der
Ausschlussgrenze der Membran entspricht. Ungefahr hier deshalb weil es sich um eine
nominelle Angabe des Membranherstellers handelt und insbesondere in diesem
Grolenbereich kann es abhangig von der Molekilstruktur zu Abweichungen kommen. Bei
den angesprochenen kettenformigen (Oligo)-Peptiden ist eher eine Verschiebung der
Ausschlussgrenze nach oben bis zu 2 kD zu vermuten.

Der Fluxverlauf zeigt einen &hnlichen Verlauf wie bei dem Versuch mit 15 kD. Ingesamt ist
der Flux aber etwas geringer, was auf die allgemein geringere (Wasser)-Durchlassigkeit
der feineren Membran zurlickzufiihren ist. Der Fluxabfall am Ende des Durchgangs
musste genauer untersucht werden. Der Trockenmasseanteil im Retentat am Ende des
Durchgangs betrug 193 g/L - also wesentlich weniger als im Durchgang bei 15 kD (240

g/L).

Die Ruckhaltung der Gesamttrockenmasse und der einzelnen Komponenten wurde
anhand von 3 Retentatproben und 5 Permeatproben untersucht.
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Abb. 64: Verdnderung im Trockenmasse- und Rohproteingehalt —
Silageversuch, Feed 01/44 bzw. 01/45, Membran 1 kD

Die Differenz zwischen Trockenmasse im Retentat und Permeat steigt wahrend des
Durchgangs von 26 auf 44 g/L. Die riickgehaltene Rohproteinmasse steigert sich von 5
g/L auf 10 g/L. Unter Berlicksichtigung der allgemeinen nicht selektiven Riickhaltung der 1
kD Membran ist dieser Wert sehr niedrig. Die Lowry-Messung ergab einen Proteingehalt
von 4 g/L im Ausgangssaft (Nach diesen Werten ist fur diesen Fall eine Bestatigung der
Annahme, dass das gesamte Lowry-Protein bei der Ultrafiltration von Silagesaft
rickgehalten wird, nicht mdglich).
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Abb. 65: Vergleich der riickgehaltenen Trocken- und Proteinmassen
(dargestellt sind Massendifferenzen) — Silageversuch, Feed 01/44
bzw. 01/45, Membran 1 kD

Die Beobachtung der Rickhaltung von Milchsdure und Asche zeigt eine geringe
Erhdhung wahrend des Ultrafiltrationslaufs. Das wird durch den nicht selektiven
Widerstand der feinen Membran erklart.
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Abb. 66: Verdnderung in Asche- und Milchséauregehalts - Silageversuch,
Feed 01/44 bzw. 01/45, Membran 1 kD

Zusammenfassend lassen sich die Erkenntnisse dieses Durchgangs folgendermalen
ausdrucken:

e Auch bei einer nominellen Ausschlussgrenze von 1 kD gibt keine selektive
Rickhaltung einer beobachteten Komponente. Die Gewinnung eines
Proteinkonzentrates aus Silage durch Ultrafiltration mit einer Moleklilmassen
Ausschlussgrenze von 1 kD ist nicht méglich.

e FUr genauere Aussagen uber den Flux bei langerem Betrieb sind weitere
Versuche notwendig und wurden durchgefuhrt (siehe Anhang D, Kapitel 3.5.3).
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3.5 Detailergebnisse der Ultrafiltrationsversuche unter
produktionsnahen Bedingungen des Jahres 2002

3.56.1 Ultrafiltration von Griinem Saft aus Bastardraygras, MWCO 15kD

Der Versuchsaufbau wurde in Anhang D, Kapitel 2.2 ausflihrlich dargestellt.
Folgende Saftproben wurden eingesetzt:

e Ausgangssaft (Feed): 02/08
e Permeat: 02/09
¢ Retentat: 02/10

In diesem Durchgang wurde Griner Saft aus gepresstem Bastardraygras (02/08) bei
einem MWCO von 15 kD ultrafiltriert.
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Abb. 67: Permeatfluxverlauf; obere Kurve fiir das erste Modul von 2 in Serie
geschalteten Ultrafiltrationsmodulen — Griiner Saft, Feed 02/08,
Membran 15 kD

In diesem Versuch ging es um die Erzeugung eines Proteinkonzentrats aus dem Saft des
Referenzgrases (Bastardraygras) mit besonderem Augenmerk auf die Frischverarbeitung.
Des weiteren wurde versucht einem mdglichen Produktionsbetrieb mdglichst nahe zu
kommen (Pilotanlagenversuch). Es wurden 2 Module in Serie geschalten. Die
Betriebsparameter wie Druck und Uberstrémgeschwindigkeit ergaben sich aus den
Versuchen zu den Ultrafiltrationsparametern (Anhang D, Kapitel 3.4).

Der Fluxverlauf zeigt nach dem anfanglichen schon bekannten Abfall einen mit
zunehmender Ultrafiltrationszeit und zunehmender Konzentration im Retentat fallenden
Permeatflux. Wahrend des Durchgangs wurde die Konsistenz des Retentat standig
beobachtet. Ab Minute 180 schien das Retentat maximal eingedickt zu sein, was nach der
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bisherigen Erfahrung auf einen Trockenmassegehalt von tiber 200 g/L hindeutete (siehe
Anhang D, Kapitel 3.4). Der Versuch wurde daher bei einem UF-Faktor 7,1 abgebrochen.

Insgesamt wurde 63 kg Saft ultrafiltriert. Das Verhaltnis Gesamtmenge zu Retentatmenge
betrug 7,1 (UF-Faktor). Der Trockenmassegehalt erhdhte sich um 253 % von 62 auf
156 g/L. Der Rohproteingehalt stieg um 391% von 11 g/L auf 41 g/L.
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Abb. 68: Verlauf des Trockenmassegehalts und des Rohproteingehalts —
Griner Saft, Feed 02/08, Membran 15 kD

Wie auch in den vorhergehenden Durchgangen kam es wieder zu einer guten Abtrennung
zwischen Asche und makromolekularen Peptiden bzw. Proteinen.
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Abb. 69: Verlauf des Aschegehalts — Griiner Saft, Feed 02/08, Membran 15

kD

Der Rohproteinanteil der Retentatmasse ist allerdings mit 26,31 % niedrig. Im Vergleich
zu der Rohproteinmassenanteil an der Trockenmasse im urspringlichen Saft (17,0 %) ist
das eine ungenigende Konzentrierung. Vergleicht man diese Werte mit dem Saft aus
Bastardraygras 3. Schnitt 2001 (22,3 %, 01/29, 01/30) so erkennt man, dass hier ein Saft
mit unterdurchschnittlichem Proteingehalt zur Verfligung stand.
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3.5.2 Ultrafiltration von Griinem Saft aus Luzerne, MWCO 15kD
Der Versuchsaufbau wurde in Anhang D, Kapitel 2.2 ausflhrlich dargestellt.

Folgende Saftproben wurden eingesetzt:

e Ausgangssaft (Feed): 02/01
e Permeat: 02/03
¢ Retentat: 02/04

In diesem Durchgang wurde Griiner Saft aus gepresster Luzerne (02/08) bei einem
MWCO von 15 kD ultrafiltriert.
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Abb. 70: Permeatfluxverlauf; obere Kurve fiir das erste Modul von 2 in Serie
geschalteten Ultrafiltrationsmodulen — Griiner Saft Luzerne Feed
02/01, Membran 15 kD

Der Fuxverlauf zeigt den charakteristischen Abfall am Anfang. Nach 30 Minuten bleibt er
relativ konstant, um dann nach 90 Minuten wieder sprunghaft abzufallen. Nach 120
Minuten steigt der Flux wieder leicht an was auf einen auflerordentlichen Vorfall hindeutet.
Es konnte sich hier um einen enzymatischen Proteinabbau handeln. Luzerne ist bekannt
daflir besonders starke proteolytische Aktivitat aufzuweisen (Messman et al 1994). Nach
einer hohen Konzentration bis Minute 90 kdnnte der enzymatische Abbau einen Grossteil
der Proteine zu Peptiden und Oligopeptiden abgebaut haben was zu einer Fluxerhdhung
fuhren konnte. Der geringe Lowry-Wert bestatigt das (siehe Proteinausbeute in Anhang D,

Kapitel 3.2)
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Abb. 71: Verlauf des Trockenmasse- und Rohproteingehalts — Griiner Saft
Luzerne Feed 02/01, Membran 15 kD

Insgesamt wurde 69 kg Saft ultrafiltriert. Das Verhaltnis Gesamtmenge zu Retentatmenge
betrug 6,4 (UF-Faktor). Der Trockenmassegehalt erhdhte sich um 211 % von 68 auf 145
g/L. Der Rohproteingehalt stieg um 320 % von 19 g/L auf 62 g/L.

Im Gegensatz zum obigen Versuch (Bastardraygras 2002) tragt hier die zurlickgehaltene
Proteinmasse einen hdheren Beitrag zum Trockenmassezugewinn im Retentat. Der
Rohproteinanteil im Retentat/Konzentrat betragt 43 % im Vergleich zu 26 % bei
Bastardraygras 2002.

Dies lasst sich eindeutig auf den héheren Lowry-Proteingehalt von 13,4 g/L (68,9 % des
Rohproteins) zurickfiihren. Die Annahme, dass ein hoher Fructananteil in Bastardraygras
zum Missverhaltnis zwischen aufkonzentrierter Proteinmasse und aufkonzentrierten
sonstigen unbekannten Substanzen flihrt, wird damit relativiert, da Luzerne frei von
Fructan ist (Andersen und Kiel 2000).
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Abb. 72: Verlauf des Lowry-Proteins und Aschegehalts — Griiner Saft
Luzerne Feed 02/01, Membran 15 kD

Die Rickhaltung von Asche ist, wie in obiger Darstellung ersichtlich, nahezu Null.
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Ingesamt lassen sich die Erkenntnisse der zwei Ultrafiltrationsversuche 2002
folgendermalRen zusammenfassen:

e Die Serienschaltung von 2 Modulen bei einer Uberstromgeschwindigkeit von 3 m/s
liefert ein gleichmafiges Fluxverhalten Gber die gesamt Strecke.

e Der Flux sinkt im realen Betrieb bei hoher Aufkonzentrierung unter 20 L/hm?

o Der Proteinabbau wahrend der Ultrafiltration bei 30 °C spielt eine beachtliche
Rolle.

e Im Vergleich zur Technik Hitzekoagulation/Zentrifugation werden nahezu
identische Ausbeuten erreicht.

3.5.3 Ultrafiltration von Silagesaft aus Bastardraygrassilage mit einem
MWCO von 1 kD

Der Versuchsaufbau wurde in Anhang D, Kapitel 2.2 ausflihrlich dargestellt.
Folgende Saftproben wurden eingesetzt:

e Ausgangssaft (Feed): 02/19
e Permeat: 02/20; 02/21
¢ Retentat: 02/22

In diesem Durchgang wurde Grliner Saft aus gepresster Bastardraygrassilage, siliert mit
BonSilage der Firma Lactosan, (02/19) bei einem MWCO von 1 kD ultrafiltriert.

40,00

Flux, [1/hm?]

20,00

0 100 200 300 400 200 600
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Abb. 73: Permeatfluxverlauf wahrend der Ultrafiltration von Silagesaft Feed
02/19, Membran 1 kD

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 140
Kornberg Institut

Dieser Durchgang sollte zeigen, wie das Fluxverhalten wahrend eines Dauerbetriebes
und bei hohen Konzentrationsfaktoren ist.

Der eingesetzte Saft hat im Gegensatz zu den Silagesaften von 2001 eine niedrigere
Trockenmasse. Es wurden insgesamt 108 Liter bis zu einem Ultrafiltrationsfaktor von 11,3
aufkonzentriert.

Der Fluxverlauf zeigt nach dem typischen Anfangsabfall einen lehrbuchmaRigen,
langsamen weiteren Abfall der durch die erhdhte Konzentration im Retentat und durch die
Einsatzdauer der Membran bedingt ist. Nach 600 Minuten bzw. UF-Faktor 11,3 herrscht
noch immer ein akzeptabler Flux von tber 20 L/hm>.

Der Trockenmassegehalt erhdhte sich um 176 % von 86 auf 151 g/L. Der
Rohproteingehalt stieg um 163 % von 29 g/L auf 47 g/L.

Bezuglich der Aufkonzentration von eventuellen Proteinen/Peptiden lasst sich folgende
kurze Rechnung aufstellen: Von den 47 g/L Rohprotein im Endretentat stammen 29 g/L
von dem nichtfiltrierten Anteil der Ausgangslésung. Das macht einen Zugewinn von 18
g/L. Dividiert man diese 18 g/L durch den UF-Faktor, so bekommt man 1,6 g/L, die pro
Liter Ausgangslosung aufkonzentriert werden.
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Abb. 74: Rohprotein- und Trockenmassegehalt wahren der Ultrafiltration
von Silagesaft Feed 02/19, Membran 1 kD

Besondere Bedeutung bei der Ultrafiltration von Silagesaft hat die Rickhaltung von
Milchsdure da sie ein zusatzliches Produkt darstellt und im Permeat wiedergefunden
werden soll. Wie in vorhergehenden Versuchen gezeigt, ist nur eine geringe bis gar keine
Rickhaltung zu erwarten. Die Werte zu diesem Versuch werden nur aus
Vollstandigkeitsgrinden angeflhrt, da sie sich widersprechen. Wahrscheinlich ist ein
Milchsauregehalt der Ausgangslosung von rund 30 g/L der sich wahrend der Ultrafiltration
um O bis 30 % erhoht (entsprechend den Aschewerten). Das Permeat sollte
dementsprechend einen Gehalt von rund 28 g/L haben. Der Milchsdurewert des
Gesamtpermeats spielt im Parallelprojekt der Grinen Bioraffinerie (Milchsdure aus
Grassilage) eine Rolle und wird im Rahmen dieses Projekts auch nochmals Uberpruft
werden.
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Abb. 75: Milchsaure und Aschengehalt wahrend der Ultrafiltration von

Silagesaft Feed 02/19, Membran 1 kD

Zusammenfassung der Erkenntnisse des Durchgangs:
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Die Ultrafiltration von Silagesaft ist bis zu hohen Konzentrationsfaktoren (> 11)

madglich

Es kommt zu keiner selektiven Abtrennung von Proteinen oder Peptiden.

Der durchschnittliche Flux fur einen realen Betrieb liegt bei 20 bis 25 L/hm?
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Anhang E
Analyse des Proteinabbaus in Grassaften in
Abhangigkeit von Temperatur und Zeit hinsichtlich einer
optimalen Proteinausbeute
(Diplomarbeit von Gunter Povoden)

1 Proteinabbau in Pflanzen

Der Proteinabbau in Pflanzen kann entweder so erfolgen, dass Aminosauren am Ende
der Proteinkette abgespalten werden (mit Hilfe von Exopeptidasen, auch
Carboxypeptidasen genannt), oder dass das Protein in der Mitte gespalten wird (mit Hilfe

von Endopeptidasen).

Der Reaktionsmechanismus mit Carboxypeptidasen sieht folgendermalien aus (Abb. 76):

v —NH—CH—C—NH—CH—C—NH—CH—C00

H,O Carboxypeptidase

s+ —NH—CH—C—NH—CH—COO
+
R,

+ | _
H;N —CH— COO

Abb. 76: Proteinabbau mittels Carboxypeptidase (Voet und Voet 1994)

W FABRIK

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck
der Zukunft

Februar 2003



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 143
Kornberg Institut

Als Produkt entstehen hier die freien Aminosauren. Im Rahmen der Probenvorbereitung
fur die Proteinbestimmung nach Lowry wird mit TCA gefallt, wodurch die freien
Aminosauren nicht mehr erfasst werden. Der Proteingehalt misste dadurch geringer als
bei der Vergleichsprobe sein. Da bei den Versuchen der Lowry—Proteingehalt, im
Vergleich zu dem Protein, wie es am SDS-PAGE Gel zu sehen war, viel weniger
abnahm, liegt die Vermutung nahe, dass hauptsachlich Endopeptidasen am Abbau
beteiligt sind, was auch in der Literatur bestatigt wird (Nsereko und Rooke 2000).

Der Reaktionsmechanismus des Abbaus mittels Endopeptidasen ist am Beispiel von
Trypsin in Abb. 77 dargestellt.

Trypsin greift am Carboxy-Ende von Lysin oder Arginin im Protein an, vorausgesetzt, es
befindet sich kein Prolin am anderen Ende der Carboxy-Gruppe.

crr
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CH. {oder ;‘\rg}
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CH,
|

CH,

CH, (l) R cIT"
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Abb. 77: Proteinabbau mittels Endopeptidase (Voet und Voet 1994)
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2 Analytische Methoden

Da die Standardmethode zur Bestimmung des flr ein Futtermittel relevanten
Proteinanteils nur auf Quantifizierung des organischen Stickstoffs beruht, kann diese
Methode (Kjeldahl-Test) keine ausreichenden Aussagen treffen.

Gesucht war jener Anteil am organischen Stickstoff der in Form von in Polypeptiden
eingebauten Aminosauren als ,echtes“ Protein im Saft vorhanden ist. Ebenfalls von
grolRer Bedeutung st die Lagerfahigkeit der Proteine in unterschiedlichen
Temperaturbereichen unter Variation der Lagerdauer.

Mit der Pramisse einer einfachen Analytik, die den Proteinabbau in Grassaften méglichst
gut verfolgbar macht, wurden folgende zwei Methoden in Kombination angewendet,
namlich die Lowry-Methode (Lowry et al. 1951) und SDS-PAGE.

Bei beiden Methoden wurde eine identische Probenvorbereitung durchgefihrt, besonders
erwahnenswert dabei ist die Fallung der Proteine mit TCA (Trichloressigsaure). Die
Fallung bewirkt einerseits eine Reinigung der Proteine von Matrixbestandteilen,
andererseits werden damit wirklich nur mehr Proteine bzw. Peptide > ca. 1200 Dalton
(Nsereko et al. 2000) erfasst. Die Vorteile dieser Kombination sind wie folgt:

e Auf dem Gel der SDS-PAGE sind Proteine in definierten Banden zwischen 14 und
100 kD zu sehen und deren Abbau kann direkt ermittelt werden, indem man die
unterschiedlich behandelten Proben nebeneinander laufen lasst. Der Abbau ist sofort
einerseits mit freiem Auge sichtbar, das komplette Verschwinden von Banden bedarf
keiner weiteren Auswertung mehr, andererseits besteht die Moglichkeit, mittels
Scanner den Abbau bezlglich der Referenzprobe (= Nullprobe ohne
Temperatur/Zeitbehandlung) zu quantifizieren.

o Die SDS-PAGE erlaubt durch Auftragen der Wanderungsstrecke der Proteine gegen
den log der Molmassen-Standards, die ebenfalls auf dem Gel mitlaufen, die
ProteingréRen in den Saften abzuschatzen.

e Mit der vergleichenden Lowry-Analyse, die ja auch Proteine erfasst, die auf dem Gel
nicht mehr zu sehen sind (Proteine < 14 kD und > 1200 D), sieht man, ob die Proteine
gleich in die freien Aminosduren abgebaut werden, was sich durch wesentlich
niedrigere Messwerte bemerkbar machen wiirde, oder ob durch Endopeptidasen die
Proteine eher in der Mitte gespalten und in Peptide abgebaut werden. In diesem Fall
wlrden sich die Lowry-Messwerte nur unwesentlich bis gar nicht in Bezug auf die
Frischprobe andern. Auch ein mdgliches Bakterienwachstum ist wahrend der
Probenlagerung bei den entsprechenden Zeit/Temperatur Parametern zu beachten.
Der Hauptgrund der Lowry—Analyse liegt jedoch darin, die einzelnen frischen Proben
hinsichtlich ihres Proteingehaltes untereinander zu vergleichen, um diejenigen Silage—
und Frischgraser mit dem grofiten Proteingehalt zu identifizieren. Auch in der Literatur
(Peterson 1977), (Peterson 1979) wird die Lowry-Methode zur Quantifizierung von
Blattprotein angewendet. Sie ist eine Standardmethode, um den Proteingehalt von
Proben festzustellen, die man in weiterer Folge einer SDS—-PAGE unterziehen moéchte
(Daum 2002). Der Proteingehalt bestimmt die Menge der Einwaage, um jene
Konzentration auf dem Gel zu erreichen, die gerade noch scharfe Banden liefert (etwa
10 ug Protein). Zuviel Protein flhrt zu Bandenverbreiterung und zu wenig wirde die
etwas heikle, aber empfindlichere Silberfarbung des Geles nétig machen. Aus eigener
Erfahrung ist diese Art der Gelfarbung bei Grassaften durch den starken Untergrund
nicht zu empfehlen.
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2.1 Proteinbestimmung nach Lowry

Das mit TCA gefallte und wieder aufgeloste Protein wird bei standardisierten
Bedingungen in einem Photometer mit Licht der Wellenlange 546 Nanomter
durchleuchtet. Die Extinktion/Absorption ist ein Mal} fir die Proteinmasse. Die Werte
werden mit der Kalibrationskurve, erstellt mit Rinderserum Albumin (BSA), verglichen.

Kalibrationskurve Lowry

0,9
0,8 1
0,7 1
0,6 1

05 |

0,4 1

Absorption

0,3
0,2

0,1
/

O T T T T
0 50 100 150 200 250

pg BSA /2.6 mL

Abb. 78: Kalibrationskurve SDS-Page, Elektrophertische Trennung der
Proteine

2.2 SDS-Page, Elektrophertische Trennung der Proteine

Parallel zur Lowry-Analyse wurden die Proben mittels SDS-PAGE analysiert. Gewahlt
wurde die Methode nach Laemmli (Laemmli 1970).

Bei der SDS Gel-Elektropherese werden die Proteine nach ihrer GréRRe aufgetrennt. Das
SDS bewirkt, dass alle Proteine eine einheitliche Ladung bekommen, da sonst auch die
Ladung bestimmt, wie weit die Proteine auf dem Gel wandern. Das Gel besteht im oberen
Teil aus dem Sammel-Gel, bei dem die Proben sozusagen fokussiert werden, die
eigentliche Trennung passiert dann im darunter anschlieRenden Trenn-Gel. Nach
Beendigung der Elektrophorese wird das Gel in einer Farbelésung mit Coomassie blue
gefarbt. Beim anschlielenden Entfarben bleibt die Farbe lediglich an den Proteinen haften
und erzeugt so definierte sichtbare Banden, die umso dicker sind, je mehr Protein
vorhanden ist.
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Abb. 79: Versuchsaufbau der SDS-PAGE

3 Zusammenfassung der Ergebnisse
3.1 Gesamtproteingehalt in Grasséften nach Lowry

Tab. 29 zeigt einige wichtige Ergebnisse beziiglich der Analysen des Proteingehalts,
inklusive den Vergleich zur Trockenmasse und zum Aminosduregehalt nach der

Totalhydrolyse.
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3.11

Tab. 29 Zusammenfassung der Gesamtprotein —
Analysen nach der Lowry Methode

(Povoden 2002)

. Lowry- Protein in d.
ieszggsn;:;tgs PE';/tE]in [g-l;lllng] F;/ON;

01/14 (KLG-01S2) 4.3 51,4 7,6
01/08 (DW-0151) 5,2 70,0 6,8
01/54 (DW-01S1-IFAM2-1) 4.8 2025 2,2
01/01 (KLG-01S1) 6,75
01/57 (KLG-01S2-IFAM2-1) 59| 157,9 3,4
01/37 (KG-01S2) 2,2 44,2 45
01/29 (BRG-01S3) 7,1 78,7 8,2
01/44 (KLG-01S1-IFAM2-1) 4] 1514 2,4
01/56 (KLG-01S2-IFAS3-2) 3| 177,7 1,5
01/55 (DW-01S1-IFAS3-2) 3| 150,6 1,8
01/63 (BRG-01S3-IFAS3-1) 21 115,7 1,7
01/64 (BRG-01S3-IFAM2-1) 2,8 119,6 2,1
01/59 (KG-01S2-IFAS3-1) 4| 176,2 21
02/01 (Luzerne) 13,4
01/32 (BRG Ret cut off 15) 30| 140,3 19,4
01/34 (BRG Ret cut off 50) 63,5 1951 29,6

Lowry Protein in Griinen Saften

Der Proteingehalt in Frischgrassaften ist in folgender Grafik (Abb. 20) dargestellt.

Protein

Proteingehalt Frischgrassaft

[g/L]

KLG-01S2 DW-0181 KLG-0181

KG-0182

BRG-01S3

Luzerne

Abb. 80: Lowry-Protein Gehalt im Frischgrassaft (Povoden 2002)
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Deutlich zu sehen ist der vergleichsweise hohe Proteingehalt im Luzerne-Saft, der etwa
13.4 g/L betragt. Der Proteingehalt im BRG-Saft ist mit 7.1 g/L etwa halb so groB3.

Knaulgras hat mit 2.2 g/L den niedrigsten Proteingehalt der Frischgras—Proben.
Interessant ist, dass im KLG-Saft des 1. Schnitts mit 6.75 g/L bedeutend mehr Protein
enthalten ist als beim 2. Schnitt (4.3 g/L).

Um die Proben untereinander vergleichbarer zu machen, ist es sinnvoll, den Proteingehalt
auf die Trockenmasse umzurechnen. Das Ergebnis zeigt folgende Grafik (Abb. 81):

Proteingehalt in Frischgrassaften im Verhaltnis zur
™

Proteingehalt
[%]

KLG-01S2 DW-01S1 KG-01S2 BRG-01S3

Abb. 81: Lowryprotein in Griinen Saften im Verhaltnis zur Trockenmasse
(Povoden 2002)

3.1.2 Lowry-Proteingehalt der Griinsaft-Retentate aus der Ultrafiltration

Die Ultrafiltration wurde mit unterschiedlichem MWCO durchgefiihrt, namlich einmal mit
15 kD, und einmal mit einem MWCO von 50 kD. Abb. 82 zeigt deutlich die Anreicherung
an Protein.
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Proteingehalt Retentate im Vergleich zur Urprobe
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BRG-01S3 BRG Ret cut off 15 BRG Ret cut off 50

Abb. 82: Lowry-Proteingehalt der Retentate nach Ultrafiltrationen mit
verschiedenem Molecular Weight Cut Off (MWCO) (Povoden 2002)

Interessant ist vor allem, dass der Anreicherungsfaktor der Ultrafiltration fast identisch ist
mit der Zunahme an Lowry—Protein. Das Retentat mit einem MWCO von 15 kD enthielt 30
g Protein/L entsprechend etwa einem Faktor 4, das Retentat mit MWCO 50 kD enthielt mit
63.5 g Protein/L etwa 9 mal soviel Protein wie die Urprobe. Das ist insofern eine wertvolle
Information, da bei der Lowry—Messung alle Proteine > 1200 Da erfasst werden, und
somit scheint klar, dass bei der Ultrafiltration ebenfalls Proteine > 1200 Da angereichert
werden.

3.1.3 Lowry-Proteingehalt des Silagesaftes

Im Durchschnitt sind in den meisten Silageséaften geringere Proteinmengen als im grinen
Saft zu finden. Folgende Grafik (Abb. 83) zeigt den unterschiedlichen Proteingehalt in den
Silagesaften.
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Proteingehalt Silagesaft

Proteingehalt
[g/L]

DW- KLG- KLG- KLG- DW- BRG- BRG- KG-01S2-
0181- 01S2- 0181- 01S2- 0181- 0183- 01S3-  IFAS3-1
IFAM2-1  IFAM2-1 IFAM2-1 IFAS3-2 [IFAS3-2 IFAS3-1 IFAM2-1

Abb. 83: Lowry-Proteingehalt in Silageséften (Povoden 2002)

Die Werte reichen von 2.1 bis 5.9 g Protein pro Liter Grassaft.

Dass bezogen auf die Trockenmasse wesentlich weniger Lowry-Protein enthalten ist als
bei Frischgras, zeigt die Grafik (Abb. 84), die den Lowry-Proteingehalt auf die
Trockenmasse bezieht.

Protein / Trockenmasse Silage
3,5+
3,0
2,5
Protein 2]
0,
[%]
1,0
0,5+
0,0
DW-0181- KLG- KLG- KLG- DW-0181- BRG- BRG- KG-01S2-
IFAM2-1 01S2- 01S1- 01S2- IFAS3-2 01S3- 01S3-  IFAS3-1
IFAM2-1  IFAM2-1  IFAS3-2 IFAS3-1 IFAM2-1

Abb. 84: Lowry-Proteingehalt Silageséafte im Verhaltnis zur Trockenmasse
(Povoden 2002)
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Wie in Abb. 84 zu sehen ist, macht der Proteingehalt je nach Grasart und Starterkultur,
nur 1.5% — 3.4% der Trockenmasse aus. Das entspricht nur etwa einem Viertel bis
maximal der Halfte des Proteingehalts im Frischgrassaft. Die Proteine sind demnach
zumindest in diesem Ausmall abgebaut. Wie die Versuche mit Hilfe der SDS-PAGE
zeigen werden, sind jedoch praktisch keine groRen Proteine > 14 kD mehr vorhanden. Bei
den erfassten Proteinen handelt es sich also grof3teils um Peptide bzw. kleine Proteine.

3.2 Bestimmung des Proteinabbaus mittels SDS-PAGE

Die Durchfuhrung erfolgte wie im Anhang E, Kapitel 2.2 beschrieben.
Als Referenz fiir den Proteinabbau dienten die Presssafte folgender Frischgras-Proben,
die unmittelbar nach dem Auftauen (Lagerung bei —30°C) vermessen wurden:

1. 01/29 (BRG-01S3) Bastard Raygras, 3. Schnitt 2001
2. 0114 (KLG-01S2) Kleegras, 2. Schnitt 2001
3. 01/08 (DW-01S1) Dauerwiese, 1. Schnitt 2001

Zusatzlich liefen bei einigen Versuchen die Retentate der ultrafiltrierten Proben von
Bastardraygras mit, um zu sehen, welche Proteine sich bei dieser Methode der
Aufkonzentrierung anreichern, und wie grof3 der Proteinabbau wahrend der Ultrafiltration
ist.

3.2.1 SDS-PAGE Referenzproben, Gel 1

Referenz-Probe
BRG

Abb. 85: SDS-PAGE frischer Proben (DW, KLG, BRG), Gel 1. (Povoden 2002)
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Welche Mengen und welche Proben auf die einzelnen Lanes aufgetragen wurden,
beschreibt Tabelle 30.

Tab. 30 Lane-Beschickung von Gel 1,
Referenzproben (Povoden 2002)

LANES Beschreibung der aufgetragenen Proben

STD Standardproteingemisch, 94, 67, 43, 30, 20, 14 kDa. 8 pyL

aufgetragen

RET 10 Retentat/Koagulat, aus 1:10 verdlnnter Probe, 10 uL aufgetragen

RET 25 Retentat/Koagulat, aus 1:10 verdlnnter Probe, 25 uL aufgetragen

KLG 25 Kleegras-Saft, aus 1:10 verdlinnter Probe, 25 uL aufgetragen

KLG 50 Kleegras-Saft, aus 1:10 verdinnter Probe, 50 uL aufgetragen

DW 25 Dauerwiese-Saft, aus 1:10 verdinnter Probe, 25 uL aufgetragen

DW 50 Dauerwiese-Saft, aus 1:10 verdinnter Probe, 50 uL aufgetragen

BRG 25 Bastard Raygras-Saft, aus 1:10 verdinnter Probe, 25 pL aufgetragen

O] O N| O] Of | W N

BRG 50 Bastard Raygras-Saft, aus 1:10 verdinnter Probe, 50 uL aufgetragen

Die Frischgrasproben von BRG- und KLG-Saft zeigen sehr definierte Proteinbanden mit
einer eindeutigen Hauptbande bei 54 kD (man beachte besonders Lane 4, 5, 8 und 9!) in
Abb. 85. Dieser Hauptbande gilt das besondere Augenmerk in den weiteren
Untersuchungen.

Die Proben mit den Retentaten (Lane 2 und 3) zeigen deutlich, dass hier fast das
gesamte RUBISCO zu kleineren, am Gel nicht mehr zu sehenden Proteinen (< 14 kD),
Peptiden oder freien Aminosauren abgebaut wurde, und nur diese angereichert werden
konnten. Statt des RUBISCO reichern sich zwar einige andere Proteine (87, 67, 44 und
36 kD) an, allerdings in sehr bescheidenem Ausmal3.

Die extrem schwachen Banden der Proben aus dem Saft der Dauerwiese (Lane 6 und 7)
zeigen, dass hier kaum noch Protein vorhanden ist. Aus diesem Grund konzentrierten
sich die weiteren Versuche hauptsachlich auf den Proteinabbau im BRG-und KLG-Saft.

3.2.2 Zum Vergleich: Proteingehalt in Luzernen, Gel 6

Obwohl Luzerne-Gras im Rahmen der Grinen Bioraffinerie nicht primar als Rohstoff
vorgesehen ist, wurde der Saft trotzdem zu Vergleichszwecken analysiert.

Der Proteingehalt im frisch gepressten Luzerne—-Saft ist etwa doppelt so hoch (13.4 g
Protein/L Saft) wie im BRG-Saft. Das bestatigen einerseits die Lowry—Messungen und
andererseits die Scanner—Auswertung des Gels der SDS-PAGE. Sehr schoén ist die
Rubisco-Bande bei 54 kD zu sehen (Abb. 86):
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Abb. 86: SDS-PAGE Luzerne-Saft, Gel 6 (Povoden 2002)

Auf Lane 1 und 7 ist der Standard aufgetragen, die anderen Lanes zeigen Proben in
unterschiedlichen Konzentrationen (5 bis 50 pL aufgetragen).
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3.2.3 Zusammenfassung der Untersuchungen beziiglich des
Proteinabbaus von Proteinen in Grassaften mittels SDS-PAGE

Aus den gewonnen Daten |aRt sich folgendes Diagramm erstellen:

. . v @30°C
Proteinabbau in Grassaften 020°C
m4°C
mo°C
100

5 —_

2

o "]

= 3

= =

<

= =

L 9

0 2

= =

g E

]

gz

0°C
Zeit [h]
48 ' 30°C Temperatur

Abb. 87: Zusammenfassung — Proteinabbau in Grassiften mittels SDS-Page
nach den Parametern Zeit und Temperatur (Povoden 2002)

Demnach kann man bei Grassaften von einem Erhalt von etwa 80% der Proteine
innerhalb von 24 Stunden ausgehen, wenn man eine Lagerungstemperatur von 0°C
einhalt. Bei einer Kihlung auf —20°C kam es zu keinem Abbau der Proteine. Bei
Raumtemperatur (20°C) wurde im gleichen Zeitraum fast das gesamte Protein abgebaut,
im Kuhlschrank (4°C) blieben noch 65% der Proteine erhalten, wie in Abb. 87 deutlich zu
sehen ist.

3.24 Proteinabbau bei Silage-Saft, Gel 5

In den zur Verfugung stehenden Proben von Silage-Saften konnten mittels SDS-PAGE
nur Spuren von Proteinen nachgewiesen werden. Am folgenden Gel sind die Silage-
Proben auf Lane 6 und 7 aufgetragen. Auf Lane 8 direkt daneben als Vergleich eine
frische Probe von BRG-Saft. Ebenfalls zum Vergleich sind frische Retentat-Proben
aufgetragen, die wahrend der Ultrafiltration schon einige Zeit bei Temperaturen zwischen
10 und 20°C verbracht hatten.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften” 155
Kornberg Institut

Abb. 88: SDS-PAGE Silagesaft, Gel 5 (Povoden 2002)
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse in Hinblick auf optimale
Lager- und Prozessbedingungen

Die Lager- und Prozessbedingungen fir eine optimale Proteinausbeute lassen sich wie
folgt zusammenfassen.

Lagerbedingungen:
e Lagerung langer als 24 Stunden: -20°C
e Lagerung weniger als 24 Stunden: Auch 0°C mdglich, innerhalb 24 Stunden
Abbau von 20%

Prozessbedingungen:
e Hitzekoagulation ist uneingeschrankt mdglich, allerdings findet dabei
Denaturierung statt. Die weiteren Verarbeitungsschritte sind nur unter Kihlung
(0°C — 4°C) durchzufihren.
¢ Wenn RUBISCO in nativer Form als Produkt gewlinscht wird, oder lI&sliche
Proteine gewonnen werden sollen, bietet sich als schonende Methode die
Ultrafiltration an. Diese ist keinesfalls bei Raumtemperatur durchzufiihren, es
muss unbedingt gekihlt werden (je nach Dauer auf 0 — 4°C). Auch die weiteren
Verarbeitungsschritte wie Zentrifugieren sind ebenfalls unter Kihlung
durchzufihren.

Die grundsatzliche Frage, ob eine zentrale oder dezentrale Presse (beim Bauern bzw.
Klein,-oder Mittelbetrieb) sinnvoll ist, kann man auf Grund der Ergebnisse der Versuche
wie folgt beantworten: Aufgrund der Notwendigkeit, unmittelbar nach dem Pressen die
Proteine unter Kihlung abzutrennen und die Verarbeitung bis zu einem stabilen Produkt
(eventuell nach Spruhtrocknung) durchzuziehen, ist eher ein zentraler GroRbetrieb dafur
geeignet.

Was die Prozessbedingungen fiir Silage betrifft, sollte man hier weg von den Proteinen
eine andere Technologie in Richtung Peptide/Aminosauren einschlagen, was zur Zeit
Gegenstand von Forschungen ist. Mangels Proteinen in Silagesaften konnte zwar kein
diesbezlglicher Abbau festgestellt werden, jedoch war bei den entsprechenden
Temperaturbehandlungen gut zu sehen, dass auch die Haltbarkeit der Silagesafte
Grenzen hat. Bei 30°C beispielsweise war schon nach 24 Stunden eine merkliche
Gasentwicklung festzustellen, die Probe entwickelte unangenehmen Geruch und zeigte
Zersetzungserscheinungen. Aus diesem Grund empfiehlt sich auch hier bei einer
Zwischenlagerung zumindest Kihlschrank—Temperatur (4°C), bei der diese Effekte nicht
auftraten.

3.4 Zusammenfassung — Vergleich der Ergebnisse mit
Literaturdaten

Der Abbau von Proteinen in Grassaften ist in der Literatur nicht dokumentiert, da
samtliche Autoren immer von frischem, bzw. siliertem Gras ausgingen und nicht von
Presssaften. Der Abbau der Proteine wurde generell mittels Extraktion und
anschlielRender Analyse festgestellt. Dabei gab es widersprichliche Ergebnisse. R.
Fairbairn et al. (1988) berichten davon, dass nach 2 Tagen Silierzeit kein RUBISCO in
Alfalfa-Proben mehr zu finden war, da es in kleinere Peptide abgebaut worden war.
Natdrlich ist zu berlcksichtigen, dass der Abbau in Presssaften wesentlich schneller vor
sich geht als in den intakten Pflanzen, da im Saft die Proteasen sehr rasch an die
Proteine gelangen. Daher deckt sich dieses Ergebnis mit den Resultaten der hier
vorliegenden Arbeit, wo man sehen konnte, dass auf dem Gel die Proteine bei 20°C
innerhalb von 24 Stunden beinahe (noch 2% Ubrig), und nach 48 Stunden komplett
verschwunden waren, jedoch mit der Methode nach Lowry immer noch zu einem grof3en
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Teil nachgewiesen werden konnten. Auch M. A. Messman et al. (1994) dokumentieren,
dass nur etwa 10% des RUBISCO nach 110 Tagen Silierzeit zu finden war.

Zum genau gegenteiligen Ergebnis kommen hingegen D. R. Davies et al. (1998) : Nach
90 (!) Tagen Silierung von Perennial Raygras waren noch 51% des RUBISCO vorhanden.
Interessanterweise wurde jedoch in allen Fallen gleich siliert, ndmlich mit vorherigem
Trocknen auf einen Trockenmassegehalt von etwa 30 — 40%.

Durch die aufwendigen und umfassenden Arbeiten im Rahmen dieses Projekts konnten
nun Referenzwerte erstellt werden. Es kann nun fir die Weiterentwicklung der Griinen
Bioraffinerie von verlasslichen Werten ausgegangen werden. Diese Werte zeigen
allerdings fur die Silage keine ausreichend abtrennbaren Proteinmengen. D.h. auch die
Untersuchungen von G. Povoden (2002) fihren zu dem Ergebnis, dass in Zukunft an der
Abtrennung der freien Aminosauren gearbeitet werden sollte.

Alle weiteren Details zu diesen Arbeiten sind der Diplomarbeit von G. Povoden (2002) zu
entnehmen.
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Anhang F
Weiterverarbeitung der Proteinkonzentrate zu Produkten
fur Milchaustauscher Futtermittel

1 Haltbarmachung durch Trocknung

1.1 Spriihtrocknung

Die Sprihtrocknung ist eine schonende Trocknung und liefert ein feinpulvriges Produkt.
Diese typischen Eigenschaften sind bestens dazu geeignet ein I6sliches
Proteinkonzentratpulver zu erzeugen. Bei dem verwendeten Sprihtrockner handelt es
sich um einen Turm in Pilotanlagengréfe, der fur Versuche und fir die Produktion von
Kleinmengen eingesetzt wird. Laut der jahrzehntelangen Erfahrung der
Spruhturmexperten der Firma LactoProt ist dieser Turm bestens geeignet, um die
groldtechnische Eignung zur Versprithung neuer, unbekannter Stoffe zu erproben.

Abb. 89: Versuchsspriihturm der Fa. LactoProt — Hartberg (Foto: Kornberg
Institut)

1.1.1 Spriihtrocknungsversuch im Februar 2002

Es wurden 12,04 kg Saft (Retentat (01/13, 01/34) aus Saft der Dauerwiese 1.Schnitt und
Bastardraygraswiese 3.Schnitt) mit einer durchschnittlichen Trockenmasse von 19 %
verspriuht. Das Retentat wurde zwischen Ultrafiltration und Spruhtrocknung 30 bzw. vier
Stunden bei 4°C gelagert. Ingesamt wurde 2,18 kg Pulver (01/28) gewonnen.

Spriihparameter:
Einlasstemperatur: 158-160°C
Auslasstemperatur : 88-90°C
Dauer: 2h
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1.1.2 Spriihtrocknungsversuch Mai (Luzerne) und Juni (Raygras) 2002

Im Gegensatz zum ersten Sprihversuch wurde das eingesetzte Ultrafiltrationsretentat
noch in der Nacht des Presstages verarbeitet (nach der Ultrafiltration) und
spruhgetrocknet. Das gewonnene Pulver kann als Frischeprodukt bezeichnet werden.

Die Spruhparameter entsprachen jenen des ersten Versuchs.

In allen drei Durchgdngen kam ausschlieRlich Grassaftretentat ohne chemische od.
biologische Zusatze zum Einsatz. Die Sprihversuche waren nach einer
Einstellungsphase als problemlos einzustufen. Es bildete sich ein feines Pulver, das als
Produkt ,abpackfertig” ist (Abb. 90).

Eingesetzte Retentate 2002:
e Retentat aus Saft von gepresstem griinem Bastardraygras 2002 (02/10) — Produkt

(02/11)
¢ Retentat aus Saft von gepresster griner Luzerne 2002 (02/04) — Produkt (02/05)

Abb. 90: Proteinkonzentrat aus Griinen Saften (Ultrafiltration) —
spriihgetrocknet (,,abpackfertig”) — a) Luzerne (02/05); b)
Bastardraygras (02/11) (Foto: Kornberg Institut)
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1.2 Gefriertrocknung

Die Produkte, die durch Koagulation und Zentrifugation gewonnen wurden, wurden
gefriergetrocknet, da nicht genligend Menge fir den Sprihtrockner erzeugt werden
konnte.

Es zeigte sich, dass zur Trocknung 2 Durchgange im Lyophilisator notwendig sind und im
zweiten Durchgang die Becherdffnung mit einem luftdurchlassigen Tuch abgedeckt
werden muss um ein Austreten von Konzentratstaub zu verhindern. In einem Durchgang
kann der Inhalt von 4 Bechern getrocknet werden.

Abb. 91: Lyophilisiertes Proteinkonzentrat aus Grassaften
(Hitzekoagulation/Zentrifugation) — a) Luzerne (02/07); b)
Bastardraygras (02/14) (Fotos: Kornberg Institut)

Die Beispiele in Abb. 91 zeigen, dass durch die Gefriertrocknung lediglich ein relativ
grobkoérniges Produkt gewonnen werden kann. Dieses Produkt misste vor dem Verkauf
einer Mahlung unterzogen werden.

2 Loslichkeit getrockneter Proteinkonzentrate aus
Grassaften

Neben der Zusammensetzung und Hygiene eines Proteinproduktes ist der physikalische
Parameter ,Lo6slichkeit” sicherlich der wichtigste Qualitatsfaktor. Milchaustauscherfutter
Pulver mussen nach dem anrthren durch den Landwirten mit warmem Wasser (ca. 35° C)
eine stabile (ca. ein bis zwei Stunden) Suspension ergeben. Nur so kann eine optimale
Aufnahme durch Kalber erreicht werden und die Akzeptanz fir ein derartiges Produkt
geschaffen werden.

Als Methode wurde der ADPI Standard (American Dairy Products Institute Bulletin) 916-
Revised gewahlt. Diese Methode stellt den weltweiten Standard fur die Bewertung von
Milch- und Molkepulvern dar. Die Ldslichkeit von Milchpulvern ist ebenfalls ein sehr
wichtiger Faktor, da wenig |8sliche Pulver Probleme bei der Weiterverarbeitung auslésen
kénnen. Die wesentlichen Einflussfaktoren flr die Léslichkeit von Milchpulvern sind der
Gehalt an Milchsaure und die Trocknungsbedingungen.

Die Léslichkeit wird dadurch gemessen, dass das entsprechende Pulver in Wasser
aufgel6st wird und nach einer Rastzeit von 15 Minuten wird die L6sung zentrifugiert. Nach
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der Zentrifugation wird das Sediment im Zentrifugationsrohrchen als Loslichkeitsindex
gemessen (in ml).

Nachdem in Milchaustauschfutter immer auch eine gewisse Menge Magermilchpulver
bzw. Molkenpulver enthalten ist wurde dieser Standard flr die Proteinkonzentrate aus
Grasséften angewandt. Die Ldslichkeit wurde mit gangigen Milchaustauscherfuttern der
Fa. LactoProt verglichen.

Hier werden die Ergebnisse sowohl fur hitzekoagulierte Produkte als auch fur ultrafiltrierte
Produkte des Jahres 2002 dargestellt.

Tab. 31 Loslichkeitsindex ausgewahlter
Proteinkonzentrate aus griinen Grassaften
im Vergleich zu Handelsprodukten

Produkt Verarbeitungsart Loslichkeits-
index [ml]

Bastardraygras (02/14) | koaguliert/gefriergetrocknet 30
Bastardraygras (02/11) | ultrafiltriert/spriihgetrocknet 13
Luzerne (02/07) koaguliert/gefriergetrocknet 18
Luzerne (02/05) ultrafiltriert/spriihgetrocknet 9
Taumil 16/0 fertiger Milchaustauscher 3,5
Taumil 18/50 fertiger Milchaustauscher 3,0
Mirimi SFR 17 fertiger Milchaustauscher 2,5
Mirimi GVA 40 fertiger Milchaustauscher 3,0

Der Vergleich der Léslichkeitsindizes zeigt sehr deutlich den Unterschied zwischen
hitzekoaguliertem und ultrafiltriertem Proteinkonzentrat. Wenn man annimmt, dass die
Gefriertrocknung das schonendere Verfahren ist so ist eindeutig festzustellen, dass durch
die Ultrafiltration das Produkt geschont wird und die Ldslichkeit wesentlich besser erhalten
bleibt als bei der Hitzekoagulation.

Die Unterschiede zu den handelsitblichen Milchaustauscherprodukten kénnte daran
liegen, dass durch die Mischung der Zutaten (z.B. Molkepulver, Pflanzenfett und
Sojaprotein) eine gegenliber dem reinen Proteinkonzentrat bessere Loslichkeit entsteht.

Die Weiterentwicklung vom Proteinkonzentrat in ein fertiges Milchaustauschfutter kann
allerdings erst dann erfolgen, wenn Futterungsversuche durchgefihrt werden kdénnen.
Dazu bedarf es allerdings bereits einer Pilotanlage und dem prinzipiellen Nachweis der
Wirtschaftlichkeit. Es kann aber davon ausgegangen werden, dass die Léslichkeit durch
die Auswahl der weiteren Zutaten zumindest fur ein ultrafiltriertes Proteinkonzentrat
entsprechend angepasst werden kann.
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3 Mikrobiologische Aspekte eines Proteinkonzentrats aus
Grassaften

Nachdem Futtermittel heute zum Teil strengere Auflagen erflllen mussen als
Lebensmittel und der Bereich ,Fltterung von Jungtieren (Kalbern)“ kritisch ist, da das
Immunsystem der Tierbabys noch nicht optimal ausgepragt ist spielen die
Hygieneaspekte eine entscheidende Rolle.

Hier ergeben sich im Bereich Hitzekoagulation bei 85 bis 90° C weniger Probleme.
Allerdings konnte sich bei der Ultrafiltration ein Konflikt zwischen Keimfreiheit und
Loslichkeit ergeben.

Im Rahmen dieses Projekts wurde exemplarisch eine Probe aus der Ultrafiltration naher
untersucht, um eine Basis fiir theoretische Uberlegungen und die Planung einer
Pilotanlage zu erhalten. Als Probe wurde das sprihgetrocknete Produkt aus der Mischung
Dauerwiese und Bastardraygras herangezogen (01/28).

Eine Untersuchung dieser sprihgetrockneten nicht pasteurisierten Probe auf relevante
Keime bzw. Pilze im analytischen und mikrobiologischen Labor der Firma LactoProt in
Pasching bei Linz ergab folgende, die in Abb. 92 dargestellten Ergebnisse.

METHODE:
Aerobe mesophile Gesamtkeime: ONORM N 2504
Enterobacteriaceae: § 35 LMGB 05.00-5: 1990
Coliforme: PA 09EO011
Hefen und Schimmel: IMV 94 B: 1990
Sulfidreduzierende Clostridien: PA 09E050
BEURTEILUNG DER PROBE:
Gesamtkeimzahl (GKZ) >30.000.000/g
Enterobacteriaceae >10 und <100/g
Coliforme >10 und <100/g
Hefen und Schimmel 90/g

Sulfidreduzierende Clostridien 40/g

Abb. 92: Ergebnis der mikrobiellen Untersuchung der spriihgetrockneten
Produktprobe (01/28) (Fa. LACTOPROT AG)

Bei dieser Probe sind einige unginstige Bedingungen zu berlicksichtigen. Der Saft wurde
vor der Lagerung in einem Gefrierhaus einen Tag bei 4 bis 0°C gelagert. Wahrend der
Auftauprozedur (bis zu 15 Stunden) kann es ebenfalls zu mikrobiellem Wachstum
kommen. Weiters kam es zwischen Ultrafiltration und Sprihtrocknung zu weiteren
Verzdgerungen durch Transport.

Dennoch misste fiir eine weitere Produktentwicklung eine Methode zur Entkeimung des
Produkts gefunden werden, die durch Ultrafiltration gewonnenen Vorteile (L&slichkeit)
nicht wieder zunichte macht.
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Insgesamt ist allerdings klar, dass in Problem mit dem mikrobiellen Wachstum durch die
durchschnittliche Verweilzeit in der Ultrafiltrationsanlage existiert. Sollwerte fur die obigen
Kennzahlen bei pasteurisierten Produkten sind laut Frau DI Friedl (LactoProt Pasching):

GKzZ >50.000/g
Enterobacteriaceae <10/g
Coliforme <10/g
Hefen <50g
Schimmel Lweniger®
Sulfidreduzierende Clostridien <10/g

3.1  Mikrofiltration zur Entfernung pathogener Keime

Als produktschonender Ldsungsansatz wurde untersucht, inwieweit Mikrofiltration eine
Abtrennung der Keime ermdglichen kénnte. In einem Ultrafiltrationsversuch mit griinem
Presssaft aus Bastardraygras 3.Schnitt (01/30) wurde 5 Liter Proteinkonzentrat aus 36
Litern Proteolyse gewonnen. Um ein zu erwartendes Bakterienwachstum zu verhindern
wurde dieses Konzentrat mikrofiltriert (MWCO 400 kD) um Mikroorganismen abzutrennen.

Eine Untersuchung der Fraktionen mittels Trockenmasse- und Kjeldahlanalytik zeigte,
dass der Versuch fehlschlug, da bei der Mikrofiltration neben den eventuellen
Mikroorganismen auch die gesamte Proteinfraktion als Retentat abgetrennt wurde. Das
Permeat der Mikrofiltration entsprach dem der Ultrafiltration.

Mikrofiltration scheint daher nicht geeignet um Mikroorganismen von Proteinen
abzutrennen.

3.2 Weitere Moglichkeiten zur Entfernung von Mikroorganismen

Mit der steigenden Verwendung von funktionalen (bioaktiven) pflanzlichen Substanzen
steigt auch der Bedarf an Verfahren zur produktschonenden Entkeimung von Lebens- und
Futtermitteln. Eine Methode der Wahl kénnte die Pascalisierung sein, wo eben nicht, wie
bei der Pasteurisation oder Sterilisation mit Dampf gearbeitet wird, sondern Keime
lediglich mit Druck zerstért werden.

Als weitere Mdglichkeit werden immer haufiger Anlagen errichtet, die eine Entkeimung
mittels UV-Strahlen erméglichen (z.B. Trinkwasseraufbereitung und aseptische
Verpackung).

Im Rahmen dieses Projekts konnten allerdings keine derartigen praktischen Versuche
durchgeflihrt werden. Diese sollten allerdings vor der Errichtung einer Pilotanlage
unbedingt erfolgen.
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4 Eignung von Proteinkonzentraten aus Grassaften fur
Milchaustauscher aufgrund ihrer Zusammensetzung

Ein wesentliches Ergebnis des Projektes ist die Tatsache, dass aus Silagesaften mit den
vorgeschlagenen Methoden kein Proteinprodukt zu gewinnen ist. Allerdings konnten im
Laufe des Projekts durch Optimierung der gesamten Produktionskette Proteinkonzentrate
aus grinen Saften hergestellt werden, die dem Referenzprodukt der Fa. France Luzerne
entsprechen (Tab. 32).

Tab. 32 Proteinkonzentrate aus Grassaften, die im
Laufe des Projekts erzeugt wurden

Proben- Rohprotein Zuckerforg. | Asche
nummer Ausgangsrohstoff | Abtrennung Trocknung i.d.TM, [%] Séduren i.dTM
LA T, [%] |, [%]
Dauerwiese Ultrafiltration,
01/13 : 15 kD, Faktor | keine 16,6 21,8 9,8
1.Schnitt 59
Bastardravaras Ultrafiltration,
01/34 rayg 50 kD, Faktor | keine 38,8 22,4 14,0
3.Schnitt 118
Bastardravaras Ultrafiltration,
01/32 rayg 15 kD, Faktor | keine 33,3 324| 176
3.Schnitt 51
Dauerwiese Koagulation, .
01/11 1 Schnitt Zentrifuge Gefriertrocknung 31,9 8,2 12,8
:L? assgﬁ ;(?trtE/iyg ras Ultrafiltration,
01/28 D. . 15 kD, Faktor | Sprihtrocknung 27,8 22,4 11,9
auerwiese 515
1.Schnitt ’
Ultrafiltration,
01/22 | Kleegras 2.Schnitt | 15 kD, Faktor | keine 38,8 22,5 17,3
49
01/26 | Kleegras 2.Schnitt | [029ulation, | oo trocknung 51,0 102| 11,6
Zentrifuge
Bastardraygras 2. Koagulation, .
02/14 Schnitt Zentrifuge Gefriertrocknung 46,3 - 13,2
Bastardravaras 2 Ultrafiltration,
02/11 rdraygras <. | 15 kD, Faktor | Spriihtrocknung 27,6 -l 10,7
Schnitt 71
02/07 | Luzerne 1. Schnitt Koagu!ahon, Gefriertrocknung 40,1 - 15,6
Zentrifuge
Ultrafiltration,
02/05 | Luzerne 1. Schnitt | 15 kD, Faktor | Sprihtrocknung 46,1 12,3 13,0
6,4
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Von besonderer Bedeutung flr den Einsatz der Proteinkonzentrate im Futtermittelbereich
ist das Aminosaurespektrum.

Proteine bestehen aus 20 verschiedenen L-Aminosauren, die Uber Peptidbindungen
miteinander verknlUpft sind. Proteine werden im Korper in ihre Bestandteile, die
Aminosauren, zerlegt. Diese dienen als Ausgangsstoffe flr die eigene Zellsubstanz
(eigene Enzyme, Strukturproteine, Transportproteine, Immunoproteine etc.). Einige der
Aminosauren kénnen vom Koérper nicht selbst aufgebaut werden und missen diesem mit
der Nahrung zugefiihrt werden (essentielle Aminosauren).

Die essentiellen Aminosauren sind Valin, Leucin, Isoleucin, Phenylalanin, Tryptophan,
Methionin, Threonin, Histidin, Lysin und (Arginin).

Die biologische Wertigkeit eines Proteins (g gebildetes Korperprotein pro 100 g
Nahrungsprotein) wird durch den absoluten Gehalt an essentiellen Aminosauren
bestimmt, aber auch durch das Mengenverhaltnis der essentiellen Aminosduren
zueinander und zu den nicht essentiellen Aminosauren, sowie durch Faktoren wie
Verdaulichkeit und Verfugbarkeit.

Zur Bestimmung der biologischen Wertigkeit gibt es mehrere in vivo und in vitro Methoden
(Belitz 2001).

Die "Biologische Wertigkeit- BW" beruht auf dem Prinzip des Ersatzes von kdrpereigenem
Protein nach einer proteinfreien Diat einer Testperson. Die Ermittlung des "Net Protein
Utilization — NPU“) beruht auf dem selben Prinzip und erfolgt im Tierversuch. Der fir ein
Futtermittel wohl am aussagekraftigste Index ist die "Protein Efficiency Ratio - PER". Die
PER errechnet sich aus dem Verhaltnis Gewichtszunahme eines Versuchstieres zu
verflugbares Protein.

Tab. 33 Biologische Wertigkeit einiger
Nahrungsproteine nach verschiedenen
Methoden (Belitz 2001)

Protein aus BW NPU pER | lmitierende

Hihnerei 94 93 3,9

Kuhmilch 84 81 3,1 Met

Fisch 76 80 3,5 Thr
Rindfleisch 74 67 2,3 Met
Kartoffeln 73 60 2,6 Met
Sojabohnen 73 61 2,3 Met

Reis 64 57 2,2 Lys, Trp
Bohnen 58 38 1,5 Met
Weizenmehl-weil} 52 57 0,6 Lys, Thr

Da alle Proteine aus den gleichen proteinogenen Aminosauren zusammengesetzt sind,
liegt die Ursache fur die Qualitatsunterschiede in der prozentualen Zusammensetzung der
einzelnen Aminosauren. Aus diesem Grund ist neben der Angabe des Proteingehalts die
Aminosaurezusammensetzung fiir die Beurteilung von groRRer Bedeutung. Die in
geringster Konzentration vorliegende essentielle Aminosdure - auch die limitierende
Aminosaure genannt - bestimmt den Wert des gesamten Proteins. Die im Futtermittel am
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haufigsten auftretenden limitierenden Aminosauren sind Methionin, L-Lysin, L-Threonin,
und L-Tryptophan (in der Reihe ihrer Wichtigkeit). Durch Zugabe dieser Aminosduren
kann das Defizit ausgeglichen und die gesamte Wertigkeit der des Proteins verbessert
werden (Supplementierung).

Es wurden von allen relevanten Proben die Proteine hydrolysiert und die Aminosauren
gemessen. Da es sich aber um sehr aufwendige Analytik handelt wurden generell nur 16
Aminosauren bestimmt. Nur von ausgewahlten Proben konnten aufgrund des finanziellen
Aufwandes auch die restlichen proteinogenen Aminosduren bestimmt werden (Abb. 93
und 94; Tab. 34). Aus den gewonnenen Daten kann sehr gut extrapoliert werden. Die
Menge der Aminosduren entspricht in etwa dem Rohprotein. Im Gegensatz zum
Ausgangssaft, wo nur ca. 50 bis 70 % des gemessenen Rohproteins auch Aminosauren
sind, wird dieses Verhaltnis bei dem Konzentrierungsvorgang auf ca. 100 % verschoben.
D.h. diese Ergebnisse sind wiederum kongruent mit den Lowry Messungen (vgl. Povoden
2002).

Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte
01/13; 01/34; 01/32; 01/22; 02/14; 02/11; 02/07; 02/05
(in % d. 16 gemessenen Aminosauren)

Asp+Asn
12,5%

GlIn, Glu
13,9%
Leu
93% le His GV

52% 2,8% 3%

Abb. 93: Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte 01/13; 01/34; 01/22;
02/14; 02/11; 02/07; 02/05 (in % d. 16 gemessenen Aminosauren)
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Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte

% d. 16 gemessenen Aminosauren)

Tyr Val Ala
3,8% | 7,0% 8,1%

Thr
5,8%

Arg

Ser

5,1% Asp+Asn

12,5%
Phe
6,2%

Lys
7,3% GIn, Glu
13,9%
Leu
93% e His GV

52% 2.8% 93%

01/13; 01/34; 01/32; 01/22; 02/14; 02/11; 02/07; 02/05 (in

Abb. 94: Aminosaurenspektrum Mittelwert der Produkte 01/11; 01/28; 01/26

(in % d. 16 gemessenen Aminoséauren)
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Tab. 34 Aminosaurenspektrum der Proteinkonzentrate aus griinem Grassaft
£
@
(@)
- |
2|2
£ 2 |2
Zz © (o
E“ ~— N g -
- s 2| & & | £| 2] 2 3| 2| 38 |2 g |ls|=lels|®
z o a2 < | < | & o) clo|f | 2|8 > 2 |&l & |8 |E|lel2] 8
01/13 26,0 48,7%]| 5,9%12,2% 413,7%| 7,0%]| 2,9%]| 5,2%| 9,2%| 7,0% 416,1% - 5,6%|6,2% 412,9%| 7,1%
01/34 66,7 48,5%]| 6,7%11,9% 413,4%| 7,0%]| 3,2%| 5,2%| 9,1%| 7,2% 416,2% -5,3%|6,0% 43,4%| 7,1%
01/32 41,1 49,1%]| 6,3%12,3% -14,0%| 6,9%]| 2,8%]| 5,0%| 8,8%| 7,4% 415,9% -5,3%|6,0% 43,1%| 7,0%
01/22 291 - 8,8%]| 5,8%12,2% 413,7%| 6,6%]| 2,8%]| 5,2%]| 9,5%| 6,9% -16,1% -5,2%|6,1% -4,1%| 7,0%
02/14 376,1 4 7,5%| 7,4%11,2% 414,2%| 5,8%]| 2,7%]| 5,3%| 9,7%| 7,6% -16,6% -1 4,8%]|5,6% -4,4%| 7,0%
02/11 195,0 - 8,2%|6,7%[12,0% 415,2%| 6,1%]| 2,5%]| 5,2%| 9,3%| 7,3% 416,1% -4,9%]|5,6% 43,8%| 7,2%
02/07 303,4 46,8%]| 7,0%14,7% 413,4%| 5,3%]| 2,7%| 5,4%| 9,6%]| 7,3% 416,2% -14,9%|5,5% -4,5%| 6,6%
02/05 326,4 -4 7,0%]| 6,9%13,7% -13,4%| 5,6%]| 2,9%]| 5,3%| 9,6%| 7,4% -6,4% - 4,9%]| 5,6% -4,5%| 6,8%
Mittel 1 4 8,1%) 6,6%12,5%) 413,9%| 6,3%| 2,8%]| 5,2%]| 9,3%| 7,3% 4 6,2% = 5,1% 5,8% 43,8% 7,0%
Standardabw. 0,008/0,005 0,011 - 0,006/ 0,007/0,002/0,001/0,003| 0,002 -0,002 -0,003/0,003 -0,006| 0,002
01/11 -316,1(6,9%| 6,3%[10,4% 1,0%[12,9%]| 5,7%| 2,7%| 4,9%]| 8,8%| 6,3%| 2,3%|5,7%| 4,7%|4,8%]|5,2%| 1,8%|3,3%| 6,3%
01/28 4245,9,7,6%| 5,7%/10,9% 1,6%]| 12,0%]| 6,1%| 2,6%]| 4,8%]| 8,2%| 6,1%| 2,1%|5,5%| 5,5%|4,8%]|5,4%| 1,9%|2,9%| 6,5%
01/26 -490,8/ 6,7%| 6,7%| 9,9% 1,1%]| 12,0%]| 5,7%| 2,6%]| 5,0%]| 8,8%| 6,7%| 2,6%| 5,8%| 4,9%|4,2%|5,0%| 2,2%|3,6%| 6,6%
Mittel 2 4 7,1%] 6,2%10,4% 1,2%12,3%) 5,8%]| 2,6%| 4,9% 8,6%| 6,3% 2,3%|5,7%| 5,0%| 4,6%5,2%| 2,0%|3,2% 6,4%
Standardabw. 0,005|0,005 0,005 0,003/ 0,005/0,0020,001/0,001/0,004] 0,003] 0,003/0,002 0,004/0,004/0,002/0,0020,004| 0,001|
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Blattprotein ist besonders reich an den essentiellen Aminosauren Leu, lle, Val, Thr und
Trp und kénnte einen ahnlichen Effekt wie Kartoffeleiweil} erzielen.

Viele sekundare Pflanzeninhaltstoffe, die charakteristisch flir Leguminosensamen (z.B.
Sojabohne) sind, sind bei Blattproteinkonzentraten nicht bekannt.

20,00 -
m01/26

18,00 m Soja-Standard

16,00 - O Kartoffelprotein
14,00 | O Rubisco, theor.
12,00 - L
10,00 -
8,00 -
6,00 -

4,00

2,00 +

0,00 -

%-Anteilan der Gesamt Aminosidurenmenge
]

Alanin, Ala

Arginin, Arg
Asparaginsaure, Asp
Cystein, Cys
Glutaminséaure, Glu
Glycin, Gly

Histidin, His
Isoleucin, lle

Leucin, Leu

Lysin, Lys
Methionin, Met
Phenylalanin, Phe
Prolin, Pro

Serin, Ser
Threonin, Thr
Tryptophan, Trp/Try
Tyrosin, Tyr

Valin, Val

Abb. 95: Aminosaurenprofil eines Blattproteinkonzentrats 01/26 im
Vergleich zu Soja und Kartoffelprotein und dem Spektrum von
Rubisco

Proteinkonzentrate aus griinem Grassaft sind allerdings reich an Asche und vor allem an
monomeren Zuckern, wie Fructose. D.h. fir das Kalb unverdauliche Zucker kdnnten
Probleme (Durchfall, siehe oben) erzeugen. Auf jeden Fall sind Fitterungsversuche
notwendig, fur die allerdings die Produkte im Pilotanlagenmalistab erzeugt werden
massten.

Der Einsatz von Blattproteinkonzentraten auf Basis der dargestellten Konzentrate als
zusatzliche Protein  (Aminosduren)- quelle ist auf Grund des speziellen
Aminosaurenprofils sinnvoll. Verglichen mit Sojaproteinen kann mit einer hoheren
biologischen Wertigkeit des Milchaustauscherfutters gerechnet werden. Eindeutige
Aussagen, insbesondere zur Vertraglichkeit der monomeren Zucker, sind erst nach
Fatterungsversuchen zuverlassig zu tatigen.
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4.1 Exkurs: Aminoséaurenprofil in Silageséften

Die Ergebnisse des Projekts fllhren zwar zu dem Ergebnis, dass aus Silagesaft kein
Proteinkonzentrat mit den vorgeschlagenen Technologien gewonnen werden kann,
allerdings zeigen die Safte ein wertvolles Aminosaurenprofil, wobei die meisten
Aminosauren als freie Aminosauren vorliegen (vgl. Anhang H). Gezeigt werden hier Safte
aus den optimalsten Silagen der Jahre 2001 und 2002 (Abb. 97 und Tab. 35).

Im Gegensatz zum Grinen Presssaft zeigt der Silagesaft , dass das gemessene
Rohprotein annahernd deckungsgleich mit den gemessenen Aminosauren ist (ca. 90 %)
(Abb. 96). Als freie Aminosauren wurden in Saft 01/63 (Bastardraygras, 3. Schnitt, Jahr
2001) 76 % der gesamten (hydrolysierten) Aminosauren gemessen.

Verhaltinis von Aminoséduren zu Rohprotein im Silagesaft in %

120%

101%  gg9,
100% 1  91%

90%

87% 87% ,

a0 79% 82%
-
60% -
40% -
20% |

0% - ‘

01/58 01/59 01/62 01/63 01/64 02/19 02/24  02/26

Aminosauren/Rohprotein [%]

Silagesifte

Abb. 96: Verhéltnis von Aminosauren zu Rohprotein gemessen in den
Silagesaften 01/58; 01/59; 01/62; 01/63; 01/64; 02/19; 02/24; 02/26
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Aminosaurespektrum Mittelwert d. Silagesafte 01/58; 01/59;
01/62; 01/63; 01/64; 02/19; 02/24; 02/26 (in % d. 16
gemessenen Aminosauren)

Val Ala
Tyr 8,3% 11,2%
Thr
6,5%
Ser
5,0% Asp+Asn
13,7%
Phe
5,3%
Lys
8,7% Gin, Glu
11,4%

Gly
lle His  6,7%
59% 24%

10,0%

Abb. 97: Aminosaurespektrum in % der 16 gemessenen Aminosauren als
Mittelwert ausgewabhlter Silagepresssifte der Jahre 2001 und 2002
(01/58; 01/59; 01/62; 01/63; 01/64; 02/19; 02/24; 02/26)
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Tab. 35 Aminosaurenspektrum ausgewahlter Silagepresssifte der Jahre 2001 und 2002
)
>
c | 3
z ©
£ o % E
5 : < o
s © o 2| 2| < > | o 3 w | gl @ o - s lal | g
z 3 |l = |l2 | 2|6l ||| | F2l&|laldlE|El2] S
01/58 38,1]10,7%| 3,0%|13,4% 411,3%]| 6,9%]| 2,2%| 5,8%| 9,8%|9,4%| -4,8% -5,0%|6,7%  -12,7%|8,4%
01/59 38,510,7%]| 3,0%|13,3% 11,1%]| 7,0%| 2,2%| 5,8%| 9,7%|9,6%| -4,8% -5,0%|6,7%|  -12,7%|8,4%
01/62 29,8110,8%| 4,9%]|12,3%| 411,0%| 7,0%]| 2,5%| 5,8%| 9,8%|8,7%| -5,2% -15,1%|6,1% -12,7%|8,1%
01/63 30,511,2%| 3,0%|12,6% 410,9%]| 7,1%]| 2,5%| 5,8%[10,0%| 9,2%| -5,5% -14,7%|6,3%  -13,0%|8,1%
01/64 22,6111,2%| 4,8%]|13,0%| 411,2%]| 6,6%]| 1,9%| 5,5%| 9,4%|9,0%| -4,6% -5,4%|6,6%  -12,5%|8,2%
02/19 22,1111,9%| 1,4%|13,7% 411,8%]| 6,4%]| 2,5%|6,2%[10,5%| 8,6%| -5,8% -15,2%|6,6%  -11,1%|8,3%
02/24 20,9111,4%| 1,2%14,7%| 11,7%| 6,4%| 2,5%|6,1%[10,6%]| 8,8%| - 6,0% -14,7%|6,4%  -11,0%|8,5%
02/26 20,1/11,4%| 0,9%]|17,0%| 411,9%| 6,2%]| 2,5%| 6,4%[10,7%| 6,4%| -5,6% -5,2%|6,4%  -10,8%|8,5%
Mittelwert 11,2%]| 2,8%13,7% -111,4%| 6,7%) 2,4% 5,9%10,0%| 8,7% - 5,3% 415,0%6,5%  12,1%) 8,3%
Standardabw. 0,004]0,015/ 0,015 4 0,004] 0,003/0,002/0,003] 0,005/0,010] 40,005  J0,002/0,002]  -0,009]0,002|
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Das Aminosaurespektrum der grinen Proteinkonzentrate und des Silagesaftes weisen
sehr groRe Ahnlichkeit auf. Dies bedeutet, dass im wesentlichen jene Proteine, die aus
dem grinen Saft abgetrennt werden nun hydrolysiert im Silagesaft vorliegen. Es werden
demnach durch die Silierung keine ,untypischen“ Proteine freigesetzt (siehe auch Anhang
H).
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Anhang G
Technische Auslegung einer Ultrafiltrationsanlage fur
eine Grune Bioraffinerie

Wie die Versuche zeigen kénnte die Gewinnung eines Futtermittel Proteinproduktes aus
Grlinen Saften mittels Ultrafiltration durchgefihrt werden. In diesem Kapitel werden daher
die Auslegungsparameter festgelegt, die dann Basis der wirtschaftlichen Bewertung sein

werden.
1  Druck, Uberstrémgeschwindigkeit und Riickhaltung

1.1  Druck als Auslegungsparameter einer Ultrafiltrationsanlage

Tab. 36 zeigt die unterschiedlichen
Anlagenauslegung angewandt wurden.

Dricke, die in den Experimenten zur

Tab. 36 Druckparameter zur Auslegung einer
Ultrafiltrationsanlage zur Gewinnung von
Proteinen aus griinen Gras-Saften

Pein, [bar] | Paus, [bar]| pw, [bar] | Ap, [bar]
1 4,00 2,38 3,19 1,62
2 4,08 2,28 3,18 1,80
3 3,01 1,49 2,25 1,52
4 4,99 3,18 4,09 1,81
4bar, 4bar, 3bar, Sbar,
Durchgang | Durchgang 1l Durchgang Il ¢ Flux. temp.-korr Durchgang IV
90,00
80,00 (e
70,00 {*
5 60,00 .
£ 5000 * % et e * ~Ray
= ' *e vy lat . e ¢
x 40,00 toey & T
& 30,00 u“".o. .
20,00
10,00
; - ; ; ; . -
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Zeit, [min]
Abb. 98: Fluxverlauf bei Variation des Eingangsdrucks (beim letztem

Messpunkt bei Minute 425 sank der Flux auf Grund des zu geringen
Kreislaufvolumens)
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60,00

50,00

40,00

'Y

30,00

Flux, [I/h/m?]

20,00

10,00

1,00

1,50

2,00

mittlerer Membrandruck, [bar]

2,50

3,00

3,50

4,00 4,50

Abb. 99: Der Flux bei einem Konzentrationsfaktor von 3 abhdngig vom

1.2

mittleren Membrandruck

Uberstrémgeschwindigkeit

Per Pumpen- und Drosselventilregelung wurde der Eingangsdruck auf 4 bar konstant
gehalten und die Uberstrémgeschwindigkeit variiert. Dabei ist zu beachten, dass der
mittlere Membrandruck nicht konstant ist. Zwischen den einzelnen Durchgangen wurde
die Membran nicht gereinigt.

Tab. 37 Druck- und Geschwindigkeitsverhéltnisse
gemessen zur Auslegugn einer Anlage fiir
die Abtrennung eines Proteinprodukts aus
griinen Gras-Siften
(u...Uberstromgeschwindigkeit)

Pein, [bar] | paus, [bar]| pwmr, [bar] | Ap, [bar] u, [m/s]
1 4,00 2,43 3,22 1,57 4,14
2 4,00 1,84 2,92 2,16 5,02
3 4,00 3,16 3,58 0,84 2,82
4 4,05 3,63 3,84 0,42 1,92
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4,14 mis 5mis 2,82 mis 1,92 mis
Durchgang | Durchgang Il Durchgang Il Durchgang IV
70,00
= 60,00 -
g 50,00 +—v—
L ]
= 40,00 ‘"r'or'oo.n....""ot..,... e *
530,00 LSS e i E T
& 2000 L )
10,00
" ™ T - - T T
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Zeit, [min]

Abb. 100: Fluxverlauf in Abhingigkeit der Uberstromgeschwindigkeit

50,00
=
£ 40,00 .
= B i
% 30,00 .
£ 20,00
[}
E 10,00
o
0 1 2 3 4 5 6

Uberstromgeschw., [m/s]

Abb. 101: Permeatflux in Abhiingigkeit der Uberstrémgeschwindigkeit

2,50
§ 2,00 /"'
= 1,50
2 1,00 il
S 050 T y=0,1408057
59 L o
0,00 T T T T
1 2 3 4 5 6
Uberstromgeschw., [m/s]
Abb. 102: Druckabfall in Abhiingigkeit der Uberstromgeschwindigkeit
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1.3 Riickhaltung bei verschiedenen MWCO

Es wurde jeweils ein Durchgang mit einer 50 kD Membran und einer 15 kD Membran
gefahren. Das Permeat des ersten Durchgangs wurde flr einen dritten Durchgang mit

einer 1 kD Membran verwendet.

Tab. 38 Rickhaltung der einzelnen Fraktionen in
Abhiéngigkeit des MWCO. Der Bilanzfehler
gibt an, wie groR die Differenz zwischen der
Masse des Stoffes X in Feed minus den
Massen des Stoffes X in Permeat und
Retentat bezogen auf den Feedanteil ist.

50 kD 15 kD
Ruckhaltung Trockenmasse 15,8% 16,2%
Ruckhaltung Rohprotein 37,7% 33,6%
Rickhaltung Aminosauren 42.5% 44 1%
Rickhaltung Rest 9,5% 11,2%
Bilanzfehler Trockenmasse -1,9% 2,.5%
Bilanzfehler Rohprotein -6,4% 5,8%
Bilanzfehler Aminosauren -2,9% 8,9%

Berechnet aus Ausgangssaft Bastardraygras 3.S. 2001

Permeaten (01/33, 01/31).

Tab. 39 Rickhaltung an der 1 kD Membran. Als Feed
wird das Permeat aus dem 50 kD Durchgang

eingesetzt.
1kD
Ruckhaltung TM 9,1%
Rickhaltung CP -0,5%
Ruckhaltung AA 12,4%
Ruckhaltung Rest 11,0%
Bilanzfehler TS -5,2%
Bilanzfehler CP 5,7%
Bilanzfehler AA -6,5%

(01/29, 01/30)

und den

Berechnet aus Ausgangssaft Permeat 50 kD (01/33) und Permeat (01/36).

Die Fehler in der Massenbilanz ist kein Beweis fur einen Fehler im Versuchsablauf. Auf
Grund mehrerer Falschmessungen kdnnen sich Fehler in der Massenbilanz
(Bilanzfehler)ausgleichen oder verstarken.
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2 Auslegung einer Ultrafiltrationsanlage fiur eine Griine
Bioraffinerie

Ausgehend von der Erkenntnis, dass der als Lowry Protein gemessene Proteininhalt des
Safts die abtrennbare Proteinmenge darstellt wurde folgender Zusammenhang entdeckt:

Nur Luzerne hat eine entsprechende Menge an Lowry Protein (ca. 69 % des
Rohproteins), die eine Abtrennung sinnvoll macht (vgl. Anhang D und Anhang E).

2.1 Variante 1 : Saft laut Versuch (Probennummer 02/01)

An Hand des UF-Versuchs mit Luzerne (Anhang D, Kapitel 3.5.2) wurde eine tatsachliche
Abtrennung von 70 % des Lowry Proteins gemessen. Das Projektteam ist zwar Uberzeugt,
dass bei Optimierung (Kihlung, pH-Wert Anhebung) der Proteinabbau vermindert und die
Ausbeute gesteigert werden kann, aber fur die Wirtschaftlichkeitsberechnung geht das
Team von 70 % aus. Alle weiteren Parameter wurden auf Basis des Versuches ermittelt.

Es wird allerdings von einem gekuhlten Saft (< 10° C) ausgegangen. Die Anlage besteht
aus zwei Pufferspeichern fir Feed mit je 30 m® Fassungsvermdégen und einem
Zwischenspeicher fir ,halbfertiges Retentat mit 5 m3. Es werden mit einer Pumpe zwei
parallel liegende Kreislaufe beschickt. Die wirtschaftlichste Anordnung sind insgesamt vier
Module mit je 99 Membranen. Jede Membran hat eine Filterflache von 0,35 m?. Feed und
UF-Kreislauf sind miteinander Uber eine Dosierpumpe und eine Ruckfihrung vom UF-
Kreislauf zum Puffertank bzw. Zwischenspeicher verbunden. Es werden aufgrund des
komplexen Rohstoffs keramische Membrane eingesetzt.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften®

Kornberg Institut

179

Tab. 40 Auslegungsparameter einer UF-Anlage zu
Abtrennung von Proteinen aus Luzernesaft
— Variante 1 — Saft laut Versuch (02/01)

Parameter Wert Einheit
Permeatflux (Flux) 25| L/h*m?
Luzernesaftmenge 9884 | m3/a
TM Luzernesaft 6,85 | %
TM-Saft/TM-Luzerne Input 0,151 1
CP in d. TM des Saftes 284 | %
Lowry Proteini. % d. TM o
Saft 19,6 | %
UF Faktor 811
Ausbeite CP in Produkt 54,7 | %
CP i.d. TM des Produkts 48,9 | %
TM Retentat (vor 17.42 | %
Trocknung)

Anzahl der Membrane 396 |1
Filterfliche gesamt 138,6 | m?
Permeatflux 3465 | m3*h
Pumpstrom 141,9 |l/s
Tagesproduktion 16 | h/d
Tage pro Jahr 156 | d/a
Stunden pro Jahr 2496 | h/a
TM Produkt 89 | %
Produkt pro Jahr 242 |t/a

Die Produktmenge von 242 t/a entspricht in etwa jener Menge an Proteinkonzentrat, die in
Futtermittel der Fa. LACTOPROT AG Eingang finden.

211 Fraktionierung der Luzerne (B02/08)

Dieser Abpressversuch des Jahres 2002 wurde als Doppelpressung ausgeflihrt. Die
Pressbilanz zeigt eine Ausbeuteerhéhung durch Doppelpressung von nur 23,7 Prozent.
Der Stromverbrauch steigt dabei allerdings von ca. 10 kWh/t FM auf 16 kWh/t FM. Durch
den Ankauf einer gréReren Presse wirden auch die Investitionskosten wesentlich steigen.
Daher wird fur dieses Modell auf Doppelpressung verzichtet.
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™ % 19,411%
™ 4486|t/a
FM 23113|t/a
CP 885|t/a
Luzerne Saft 02/01 Ausbeute
™ % 6,85|% % ™ % 28,8|%
™ 677|t/a Analytik ™ 3809|t/a
FM 9888|t/a FM 13225|t/a
CP 192|t/a 22% CP 693|t/a
CP%TM 28,4% CP%TM 18%
TM-S/TM-L 15,09%

Abb. 103: Einfachpressung von Luzerne — Pressbilanz (Luzerne Probe

B02/08; Saftprobe 01/02) — Bilanzerstellung aus Input und Saft

Die technischen Spezifikationen und Kosten der Presse bzw. Fraktionierung wurden
bereits ausfluhrlich in Kromus et al. (2002) diskutiert. Aufgrund der Erkenntnisse dieses
Projekts wird der Stromverbrauch von 25 auf 10 kWh/t FM reduziert. Es wird
angenommen, dass vor dem Pressen eine weitere Feinzerkleinerung stattfindet. Der
Strombedarf fur diese Zerkleinerung wird mit 70 % der Pressung angenommen (7 kWh/t

FM).

Zusatzlich wird der Strombedarf fur diverse Férderschnecken bzw. —bander einbezogen.
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2.1.2 Bilanz der Ultrafiltration Fall 1 (ohne Herstellung von Biogas) (Luzerne Saft 02/01)

24626 t H20
™ % 6,85|% ™ % 0,00|% ﬁ
™ 677|t/a Permeat ™ 462|t/a Weiterverarbeitung zu
FM 9888|t/a N FM A M Ll Fermentationspromotor
CP 192|t/a CP 87|t/a Eindampfung auf 50 % TM
CP % TM 28,4% CP % TM 18,9%

l Retentat

Retentat - Produkt Ausbeute

ﬁ 994 t H20 Protein Konzentrat aus Luzerne

™ % 17,42 % ™ % 89,00(%
™ 215|t/a err. Eindampfen/Trocknung |TM 215]t/a
FM 1236|t/a — Produkt 242|t/a
CP 105]t/a 55% CP 105]|t/a
CP % TM 48,9% CP % TM 48,9%

Abb. 104: Bilanz der Ultrafiltration von Luzernesaft (02/01)
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Der errechnete Stromverbrauch fir die Ultrafiltrationsanlage betragt 81258 kWh pro Jahr.
Durchschnittlich missen 20 % der Membrane jahrlich ausgewechselt werden.

Es wird angenommen, dass das Produkt zunachst bei der Fa. LACTOPROT AG auf 40 %
eingedampft wird, um danach auf 89 % TM sprihgetrocknet zu werden. Das Permeat wird
lediglich auf 50 % eingedampft und als Fermentationspromotor (Ersatz flir Corn Steep
Liquor) verkauft (vgl. Kromus et al. 2002).

Der Energiebedarf der Eindampfanlage wird im Gegensatz zu Kromus et al. (2002) auf
100 kWh/t Wasser festgelegt, da die Anlage der Fa. LACTOPROT noch nicht den
modernsten Standards entspricht. Der Warmebedarf fur die Trocknung von 40 % auf 89
% TM des Produkts wird mit dem Ublichen Wert von 1 kWh/kg Wasser angesetzt.

213 Referenzprozess: Hitzekoagulation und Zentrifugation

Fur die Auslegung des Refernzprozesses Hitzekoagulation/Zentrifugation werden die
Daten eines Vorprojekts herangezogen (Kromus et al. 2002). Allerdings wird auch hier der
Energiebedarf flir das Eindampfen angehoben. Es kommen gebrauchte, aber
generallberholte Zentrifugen zum Einsatz.

Die Massenbilanz entspricht mit leichten Abweichungen jener der Ultrafiltration.

Zusatzlich wird, um einen Vergleich mit einer bestehenden Anlage zu erhalten, der
Prozess der Fa. FRANCE LUZERNE dargestellt. Es ist aber davon auszugehen, dass die
hohere Produktausbeute lediglich auf die verbesserte Fraktionierung zurtickzufiihren ist.

2.2 Variante 2: Saft laut Angaben der Fa. FRANCE LUZERNE

Die Firma FRANCE LUZERNE gibt an (France Luzerne 2000), dass durch veranderte
Presstechnik ein Trockenmassegehalt im Saft von 10 % erreicht werden kann. Dies fihrt
zu einer Proteinausbeute vom Rohstoff in den Saft von 37 %.

Die Firma FRANCE LUZERNE betreibt allerdings wesentlich gréRere Anlagen. Daher wird
ein Modell aufgestellt, dass um den Faktor 3 groRer ist, als in Variante 1 beschrieben. Fir
das Up-scaling werden Richtangebote von Firmen bzw. Ubliche Degressionskurven
eingesetzt. Diese wurden ausfuhrlich in Kromus et al. (2002) beschrieben.

Es wird angenommen, dass ca. 10.000 t TM Luzerne in einer derartigen Anlage
verarbeitet werden koénnen. Aus dem Produkt wird in unserem Modell allerdings kein
Grunmehl erzeugt, sondern Biogas (Fall 3, Anhang I).

Auch diese optimierte Variante wird in der Modellierung der Wirtschaftlichkeit dargestellt
(Fall 3, Anhang I).
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Anhang H
Aminosauren aus Silagesaften als wirtschaftliche
Alternative zu Futtermittelproteinkonzentraten

1 Aminosauren und Aminosaurengemische

In diesem Kapitel werden die Moglichkeiten betrachtet aus Silage bzw. Silagesaften
Aminosauren bzw. Aminosaurengemische zu gewinnen. Es werden bisherige Arbeiten zur
Bestimmung des Anteils der freien Aminosduren und Médglichkeiten zur
Trennung/Aufreinigung besprochen. AuRerdem wird ein Uberblich (iber den Stand der
Technik zur Gewinnung einzelner Aminosauren gegeben.

Die bisherigen Untersuchen zeigten, dass bei der Gewinnung eines Proteinkonzentrates
nur ein Bruchteil des Rohproteins (CP) im Gras als Produkt (Proteinkonzentrat) gewonnen
werden kann. Bei der Pressung von grinem Gras wandert nur ein geringer Anteil des
Stickstoffs in den Saft und bei der Proteinabtrennung aus Griinem Saft oder Silagesaft
wird wieder nur ein mehr oder weniger grolRer Anteil als Produkt gewonnen. Insbesondere
aus Silagesaft kann man keine Proteine abtrennen, da diese zu einem Grofteil zu kleinen
Oligopeptiden bzw. freien Aminosauren abgebaut sind. Der Proteinabbau in Silage ist
bekannt (Povoden 2002), doch was nicht klar war, ist inwieweit dieser Abbau geht. In
diversen Versuchen im Rahmen dieses Projekts wurde versucht mit einer besonders
feinporigen Membran (1 kD) doch einen grof3en Teil der Peptide aus Silagesaft
abzutrennen. Dabei zeigt sich, dass auch bei einer solch kleinen
Grolienausschlussgrenze kaum Rickhaltung von Peptiden vorhanden ist.

Aufwendige Analysen der freien Aminosauren zeigten, dass ein Grossteil der Proteine
tatsachlich bis zu den einzelnen Bausteinen, den Aminosauren hydrolysiert wurde.

Betrachtet man freie Aminosaurengemische als Produkt, so gibt es zur Zeit zwei
technische Verfahren die angewandt werden, um aus Proteinkonzentraten ein Gemisch
freier Aminosauren zu gewinnen:

1. Hydrolyse von Protein oder proteinreichen Rohstoffen mit starker Mineralsaure bei
hohen Temperaturen und Driicken. Dabei werden bei Einsatz von Salzsaure 1,5
bis 3 mol Salzsaure pro mol Stickstoff benétigt. Z.B. 1000 g Maiskleber werden mit
2000 ml 6 n HCI 5 Stunden bei 120°C in einem Rihrwerkautoklaven hydrolysiert.
(Steinmetzer 1991)

2. Enzymatische Hydrolyse von Proteinkonzentraten.

Im ersteren Verfahren werden nahezu alle Proteine bis zu den einzelnen Aminosauren
abgebaut. Asparagin und Glutamin werden zu Asparaginsaure und Glutaminsaure
umgewandelt. Tryptophan und Methionin werden vollstandig zerstort. Dieses Verfahren
wird zur Gewinnung von WurzsoRen und zur Gewinnung einzelner Aminosauren
angewendet. Die Auswahl des Rohstoffs richtet sich nach diesen 2 Gesichtspunkten.

Die enzymatische Hydrolyse wird vor allem als Teilhydrolyse angewendet. Ein mdgliches
Ziel kann die Gewinnung eines Produkts mit spezieller Loslichkeit sein. Eine vollstandige
Hydrolyse ist mittels Enzymen nur schwer zu erreichen und unwirtschaftlich.
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Im Vergleich zu diesen Verfahren wird bei der Silierung mit geringen Mitteln
(Starterkulturen, Zeit, Fahrsilo) eine grof3e Wirkung erzielt. Ohne Chemikalieneinsatz und
ohne aufwendige technische Apparaturen wird ein Grofteil des im Gras reichlich
vorhandenen Proteins hydrolysiert. Es kommt dabei zu keiner Umwandlung von Glutamin
zu Glutaminsaure und auch Tryptophan wird nicht vollstandig abgebaut.

Nach 4 Wochen kann das Silagegras gepresst werden. Im Gegensatz zum Grinem Gras
gelangt nun mehr Stickstoff (Rohprotein) in den Presssaft, was durch den Abbau der in
Membranen und Zellkompartments fixierten Proteine erklarbar ist. Der abgepresste Saft
enthalt nun rund die Halfte des Rohproteins aus dem Gras, rund 65 % bis 95 % davon
sind freie Aminosauren. Der Saft — ein Gemisch aus Milchsaure, Aminosauren, Zuckern
und Salzen ist ein mit geringen Kosten und Umwelteinwirkungen behafteter Rohstoff fir
Aminosauren und Milchsaure.

Folgende Produktkategorien zur spezifischen Nutzung der freien Aminosauren aus dem
Silagesaft sind denkbar:

1. Ein Proteinhydrolysat bestehend aus allen oder einem Grossteil der 20
proteinogenen Aminosauren flr den Lebensmittel- oder Spezialfutterbereich.
Rohproteingehalt tber 80 %. Z.B.: Ein Hydrolysat als Bestandteil von WirzsoR3en.

2. Einzelne Aminosauren in unterschiedlichen Qualitaten fir den Kosmetik,
Lebensmittel und Pharmabereich.

3. Fraktionen mit einer Hauptaminosaure oder einer Hauptgruppe von Aminosauren
als Zwischenprodukt. Z.B.: Eine Serin reiche Fraktion flir die enzymatische
Synthese von Tryptophan. Verzweigtkettige (Branched Chain) Aminosauren
(Valin, Leucin, Isoleucin) als Basis fur Aufbaupréparate im Gesundheits- und
Sportbereich.

Der weltweite Aminosaurenmarkt ist gepragt von den fermentativ hergestellten
Aminosauren L-Glutaminsaure (Food), L-Lysin (Food und Feed), Threonin (Food) und der
synthetisch herstellbaren Aminosaure DL-Methionin (Food).

Tab. 41 Weltmarkt fiir Aminosauren die als
Futtermitteladditive verwendet werden
(Anjinomoto 2002)

Marktpreis bei Abnahme von Futtermittelaminosduren im
Tonnenbereich
Marktvolumen [t/a] [$/kg]
2002 | 2003 | 2004
L-Lysin 850.000 1,600 1,50 1,50
L-Threonin 70.000 2,700 2,700 2,70
L-Tryptophan 3.000 27,000 25,000 25,00

Zusatzlich zu diesem klassischen Food- und Feedmarkt existiert ein Markt fir reine
Aminosauren, Aminosaurengemische und Aminosaurenderivate in der Pharmaindustrie
und im Kosmetik- und im Feinchemikalienbereich. Dem Pharmaziebereich werden hier
auch jene Produkte zugeordnet, die als Gesundheits- oder Aufbaupraparate (BCAA —
Branched Chain Amino Acids - Valin, Isoleucin und Leucin) im Spezialhandel ohne
Rezept erhaltlich sind.

Dieser Markt wird von einigen wenigen Firmen bedient, die diese einzelnen Aminosauren
auf 4 verschieden Wegen (Anhang H, Kapitel 2) in reiner Form herstellen.
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2 Gewinnung einzelner Aminosauren

Stand der Technik zur Gewinnung reiner Aminosauren sind derzeit vier unterschiedliche

Verfahren:

L Dnhd =

chem. Synthese
Fermentation

enzymatische Synthese

Extraktion aus einem Aminosaurengemisch (Hydrolysat)

Tab. 42 Zusammenstellung der Aminosauren nach
Produktionsmengen, Verwendung und
Produktionsart. (Leuchtenberger 1996)

Product Volume Production Use
ALA 100 to 1000 t/a  |enzymatic catalyse-from Asp Pharma
ASN 100 to 1000 t/a extraction
GLN 100 to 1000 t/a extraction fermentation Pharma
HIS 100 to 1000 t/a extraction fermentation Pharma
ILE 100 to 1000 t/a extraction fermentation Pharma
LEU 100 to 1000 t/a extraction fermentation Pharma
MET (L) 100 to 1000 t/a enzymatic catalyse Pharma
PRO 100 to 1000 t/a extraction fermentation Pharma

extraction (fermentation)
SER 100to 1000 t/a  |enzymatic catalyse-from Gly,
with Methanol
TYR 100 to 1000 t/a extraction
VAL 100 to 1000 t/a fermentation enzymatic catalyse| Pharma
ARG 1000 to 8000 t/a | extraction fermentation Pharma
CYS 1000 to 8000 t/a | extraction-cystin!! Food
TRP 1000 to 8000 t/a fermentation Feed
ASP 8000 to 100000t/a | enzymatic catalyse Food
GLY 8000 to 100000t/a [chem. Synthesis
PHE 8000 to 100000t/a | fermentation Food
THR 8000 to 100000t/a | fermentation Feed
GLU 100000 to 800000 t/a| fermentation Food
LYS 100000 to 800000 t/a| fermentation Feed
MET (DL) [100000 to 800000 t/aichem. Synthesis Feed
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FA B RI K
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2.1 Chemische Synthese

Die chemische Synthese ist ein Standardverfahren, jedoch ist es schwer ein
Aminosaureprodukt in reiner L-Form zu synthetisieren. Glycin als einfachste Aminosaure
ist nicht chiral und damit einfach zu synthetisieren. Methionin kann von Organismen in der
D- und in der L-Form verarbeitet werden und ist somit als synthetisierbares Racemat im
Futtermittelmarkt einsetzbar. Beide Aminosauren werden ausschlieRlich tUber den Weg
der chemischen Synthese produziert.

2.2 Fermentation

Es gibt Forschungen zur Fermentation aller 20 proteinogenen Aminosauren. Im Fall von
Glutamat, Lysin und Threonin haben sich Fermentationsprozesse etabliert, die es
ermoglichen Aminosauren zu aulderst glinstigen Herstellungskosten zu produzieren.

Um eine Aminosaure auf fermentativem Weg 6konomisch herstellen zu kénnen sind nach
Meinung des Autors folgende Umstande hilfreich:

Grosse Absatzmengen (>10.000 t/a)

Billiger Fermentationsrohstoff (Glucose)

Hohe Produktausbeuten pro kg Fermentationsmedium

Gute Abtrenneigenschaften (z.B. geringe Ld&slichkeit von Threonin,
spezielle  ausgezeichnete  Ladungseigenschaften der  basischen
Aminosaure Lysin)

Die erforderlichen groRen Absatzmengen sind derzeit nur im klassischem Feed- und
Foodmarkt zu erreichen. Als Fermentationsrohstoff dient meist Glucose allerdings werden
bei der Fermentation von einzelnen Aminosduren wie z.B. Isoleucin zuséatzliche
Ausgangsmaterialien (alpha-Hydroxybuttersaure) benétigt.

Bei L-Isoleucin trifft trotz jahrzehntelanger Forschung keiner der oben genannten
Umstande zu, trotzdem wird diese essentielle, verzweigtkettige Aminosaure fermentativ
hergestellt. Eines der Hauptprobleme ist dabei die Trennung zwischen Isoleucin und dem
Beiprodukt Valin. Beide sind Aminosauren mit fast identischen physikalischen und
chemischen Eigenschaften. Im Fall von Isoleucin fuhrt das zu extrem hohen Preisen — ein
kg L-Isoleucin in Pharmaqualitéat hat einen Marktpreis von mindestens 50 $ (Schartges
1993) und gilt als teuerste Aminosaure.

Ein weiteres Beispiel fur Schwierigkeiten bei der Fermentation ist L-Alanin, da die meisten
Mikroorganismen Alanin nicht in einer reinen enantiomeren Form generieren.
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2.3 Enzymatische Synthese

Diese Methode zur Gewinnung von Aminosauren in reiner chiraler Form (D oder L)
gewinnt immer mehr an Bedeutung da von synthetisch herstellbaren Stoffen
ausgegangen werden kann. Vor allem die Gewinnung von Asparaginsaure aus
Fumarsaure wird in groBem Malstab betrieben. Aspartat wird zur Produktion des
SiuRstoffs Aspartam benétigt. Darlber hinaus ist L-Aspartat der Ausgangsstoff zur
enzymatischen Synthese von L-Alanin.

Weitere Anwendungen sind die Produktion von L-Serin aus Formaldehyd und Glycin, L-
Methionin aus D,L-Methionin, Tryptophan aus Serin und Indol. (Rozzel und Wagner 1992,
Amino 2002)

2.4 Extraktion aus Proteinhydrolysaten und Melasse

Die Extraktion von Aminosauren aus Hydrolysaten erfolgt in mehreren Schritten. Als
Ausgangsrohstoff dienen oft Keratin aus Hihnerfedern oder Schweine-Gelatine.

Diese Proteinrohstoffe werden unter Einsatz von konzentrierter Salzsaure und Warme (bis
120°C) Uber mehrere Stunden hydrolysiert. Das Gemisch aus freien Aminosauren und
Oligopeptiden wird nach einfacher Filtration und Entfarbung an lonentauschersaulen
getrennt. Hier kommen extrem grole Mengen an Chemikalien (vor allem HCI) zum
Einsatz (Dorfner 1991). Die Endreinigung erfolgt durch Kristallisation.

Besonderes Aufmerksamkeit ist der Gewinnung von Aminosauren aus Melasse zu zollen,
da hier ahnliche Voraussetzungen wie bei Silagesaft herrschen. Bei der Gewinnung von
Aminosauren aus Melasse wird der lonenauschlusschromatographieprozess
(Elektrolytvorlaufverfahren) zur Gewinnung von Sacherose und deren Monomere genutzt,
um eine zusatzliche Aminosdurenfraktion zu gewinnen. Die deutsche Firma Amino
beschaftigt sich mit der Verwertung von Nichtzuckerstoffen in der Melasse und hat in
jahrzehntelanger Forschung verschiedene Patente zur Gewinnung von Aminosduren
entwickelt. Ausgehend von der lonenauschlusschromatographie werden verschiedene
Fraktionen mit unterschiedlicher Aminosdurenzusammensetzung gewonnen, die als
Ausgangsprodukt fiir reine Aminosauren dienen. Neben einzelnen Aminosauren werden
auch Aminosaurengemische (Aminosaurenextrakte in Lebensmittelqualitat) und
Fraktionen mit einer  Hauptaminosaure gewonnen. So wird in der
lonenschlusschromatographie eine Fraktion mit hohem Serin Anteil aufgereinigt und als
Ausgangsrohstoff fur die enzymatische Synthese der besonders wertvollen Aminosaure L-
Tryptophan verwendet. Der Vorteil dabei ist, dass hier kein hochreines Serin und auch
kein optisch reines Serin verwendet werden kann (Steinmetzer 1991).

Beiden Prozessen (Hydrolyse und Extraktion aus Melasse) ist gemeinsam, dass durch die
extremen Bedingung (Hitze, Saure) bestimmte Aminosauren (Tryptophan, Methionin, etc.)
abgebaut werden. Insbesondere wird bei den Zuckerproduktionsprozessen nicht
Rucksicht auf eine spatere Aminosaurengewinnung genommen und es kommt zur Bildung
von unerwunschten D-Aminosauren die ein Hindernis flir den Einsatz von Aminosauren
als Pharmarohstoff darstellen. Allgemein gilt die Extraktion steht in starker Konkurrenz zur
enzymatischen und fermentativen Synthese.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
Februar 2003 .i der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 188
Kornberg Institut

3 Grassilagesaft als Quelle von Aminosauren

Im Laufe der Arbeiten zur Gewinnung von Futtermittelproteinen aus Grassilagesaften hat
sich gezeigt, dass nur ein sehr geringer Teil der Grasproteine noch als ,echte“ Proteine
vorliegt. Dieser vermeintliche Nachteil kann auch positiv gesehen werden. Durch den
mikrobiellen und enzymatischen Abbau von sonst unléslichen bzw. fest mit
Zellfragmenten verbundenen Proteinen wird der Anteil der abpressbaren Aminosauren
erhoht. So kénnen Rohproteinausbeuten von Uber 50 % erreicht werden.

3.1 Vorteile von Silagesaft gegeniiber Melasse und Hydrolysaten

Im Vergleich zur klassischen Methode zur Gewinnung eines Hydrolysats lauft der
Hydrolysevorgang bei der Silierung ohne zusatzlichen Energie und Chemikalienaufwand
ab. Durch die schonenden Bedingungen bei der Silagehydrolyse werden
saureempfindliche Aminosauren wie Tryptophan und Methionin nicht oder nur gering
abgebaut und weitere Aminosauren (Glutamin, Asparagin) werden nicht zu sauren
Aminosauren (Glutaminsaure, Asparaginsaure) umgewandelt.

Alle Aminosauren liegen in der L-Form vor. Im Gegensatz zu Melasse ist das gesamte
proteinogene Aminosaurenspektrum vertreten. Die guten Siliereigenschaften sind
wesentliches Kennzeichen von Gras. Vor allem die grolte Menge an leicht verfligbarem
Zucker fur die Milchsaureproduktion ist zur Stabilisierung der Silage notwendig. Gras mit
hohem Proteinanteil und viel frei verfigbaren monomeren Zuckern bzw. dem Oligozucker
Fructan ist ein idealer Rohstoff fiir diesen einfache handzuhabenden, aber doch
komplexen Prozess.

Die Performance dieses Prozesses ist vergleichbar mit dem Stand der Technik bei der
enzymatischen Hydrolyse (Adler-Niessen 1986). Der Silagesaft hat einen pH-Wert von 3.5
bis 4,5, der hauptsachlich von der Milchsdure stammt. Beim Down-Stream-Processing bis
zu einem reinen Aminosaurehydrolysat hat Silagesaft den Vorteil der erhdhten
Wertschopfung durch die Nutzung von Aminosauren einerseits und Milchsaure
andererseits. Die Aufreinigung des einen Produkts kann gleichzeitig die Aufreinigung des
anderen Produkts sein. In ersten Versuchen wurde in Eigenleistung untersucht, ob sich
die Elektrodialyse als ein Verfahren mit ,doppeltem“ Nutzen einsetzen lasst. Denkbar ist
aber auch, dass in einem Schritt bei der lonenausschlusschromatographie eine
aufgereinigte Milchsaurefraktion und eine, oder mehrere  verwertbare
Aminosaurenfraktion(en) gewonnen werden konnen.

3.2 Méogliche technische Umsetzung

Wesentlich zur Trennung der Aminosduren von Salzen, organischen Sauren und
neutralen organischen Substanzen ist ihre au3erordentliche Ladungskonfiguration.
Aminosauren in Lésung liegen bei pH 7 als dipolare lonen (oder Zwitterionen) und nicht
als ungeladene Molekiile vor. Im dipolaren Zustand ist die Aminogruppe protoniert (-NH5")
und die Carboxylgruppe dissoziiert (-COQO"). Der Dissoziationsgrad einer Aminosaure
andert sich mit dem pH-Wert; so liegt in saurer Lésung (pH 1) die Carboxylgruppe nicht
ionisiert (-COOH) und die Aminogruppe protoniert (-NH3") vor. Abhangig von der
Seitenkette der Aminosauren teilt man die Aminosauren in drei Gruppen ein. Saure
Aminosauren mit einer zusatzlichen Carboxylgruppe in der Seitenkette sind bei pH 6 in
Summe einfach negativ geladen. Basische Aminosauren mit einer zusatzlichen
Aminogruppe in der Seitenkette sind bei pH 6 in Summe positiv geladen. 15 der 20
proteinogenen Aminosauren haben eine ungeladene Seitenkette und liegen bei pH 6 als
~heutrale* Zwitterionen vor.
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In Abb. 105 ist der Gehalt der neutralen Zwitterionen bei unterschiedlichen pH-Wert
dargestellt.
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Abb. 105: Dissoziationsverhalten von Aminosauren, Anteil der neutralen
Zwitterionen bezogen auf 100 % des Gesamtanteils einer
Aminosaure. Im Diagramm sind die 20 Kurven von einzeln in
Wasser gelosten Aminosauren dargestellt

Die spezielle Ladungskonfiguration ermdglicht die Trennung von Aminosauren und
anderer Substanzen an Hand ihrer Ladung. Je nach pH-Wert kénnen sie als lonen von
neutralen Substanzen oder als neutrale Zwitterionen von ionischen Substanzen getrennt
werden. Problematisch dabei sind die Aminosduren mit geladener Seitenkette. Nur bei
extremen pH-Werten sind alle Aminosauren von der selben lonenart (siehe Abb. 105; z.B.
bei pH 1 sind alle Aminosduren Kationen).

Bei pH 1 bis 2 ist es mdglich alle Aminosauren und anorganischen lonen an einer
Kationentauschersaule in der H+-Form zu adsorbieren. Problematisch ist dabei ein hoher
Kationengehalt in der Lésung wie bei Silagesaft. Vom Standpunkt der ©kologischen
Nachhaltigkeit waren hier enorme Mengen an, mit hohen 6kologischen Kosten behafteter,
Salzsdure zur Einstellung des pH-Werts und zur Regenerierung der
Kationentauschersaule notwendig.

Alternativ dazu ist eine Trennung an mit Kationen gesattigten lonentauschersaulen
mdglich. Die sogenannte lonenausschlusschromatographie (lon Exclusion) oder
Elektrolytvorlaufverfahren wird ein Elektrolyt von einem Nichtelektrolyten oder ein
schwacher Elektrolyt von einem starkem Elektrolyten getrennt. Ein lonenaustausch im
eigentlichen Sinne findet dabei nicht statt, der Austauscher wirkt lediglich als Adsorbens.
Ein Elektrolyt AY vermag in einen mit A beladenen lonentauscher kaum einzudringen, er
wird gemall dem Donnan-Gleichgewicht weitgehend von der Austauscherphase
ausgeschlossen. Ein gleichzeitig anwesender Nichtelektrolyt wird dagegen wie von einem
gewohnlichen Adsorbens etwa entsprechend einer Langmuir- oder Freundlichschen
Adsorbtionsisotherme aufgenommen. Bei nicht zu hohen Konzentrationen adsorbiert der
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Austauscher also den Nichtelektrolyten in viel héheren MalRe als den Elektrolyten
(Helfferich 1959).

Nach diesen Verfahren wird in der Zuckerindustrie (Dorfner 1991) Melasse entzuckert.
Dabei kommt es nicht nur zu einer Auftrennung in Elektrolyt und Nichtelektrolyt sondern
auch zu einer Auftrennung zwischen Zucker, Betain und neutralen Aminosauren
(Seidelmann 1997, Paananen 1997). Besonders hervorzuheben ist hier, dass
Aminosauren extrem spat eluieren. Obwohl sie von der MoleklilgroRe den monomeren
Zuckern ahneln eluieren sie deutlich spater als Fructose oder Glucose und auch Betain.

Die Amino GmbH in Frellstedt (D) ist eine der wenigen Firmen die neben einer
Zuckerfraktion und einer Salzfraktion weitere Fraktion bei der chromatographischen
Molassetrennung gewinnen. In modernen Molasseentzuckerungsanlagen werden meist
Verfahren verwendet, die nur eine Zuckerfraktion und eine Abfallfraktion zulassen. Dieses
System lasst sich um eine Fraktion (Betain) erweitern. Das wird zur Zeit in der Agrana-
Zuckerfrabrik in Tulln gemacht. Eine nochmalige Erweiterung auf vier Produktstrome
verkompliziert den Prozess zu sehr und dem Autor ist keine Anlage dieser Art bekannt. In
Frellstedt wird noch mit einer alteren Chromatographieanlage gearbeitet, die ein
Ausschleusen mehrerer Eluationsfraktionen zulasst.

Bei der Aufreinigung von Aminosduren aus einer Fermentationsbrihe (Trennung
Aminosaure und Salz bzw. Saure) wird hauptsachlich einen Kationentauschprozess
eingesetzt (Anjinomoto 2002). Es gibt allerdings auch alternative Verfahren nach dem
lonenauschluss Prinzip (Inkyu Leea et al. 2001). Der Ausgangsrohstoff wird dabei auf den
isoelektrischen Punkt der Aminosaure eingestellt. Die Aminosaure eluiert als
Nichtelektrolyt nach den Salzen.

Nach einem ahnlichen Prinzip arbeitet ein Verfahren zur Entsalzung von
Aminosaurehydrolysaten (Eisenbraun 1962).

Klassisch werden Aminosauren bei niedrigem pH an Kationentauschersaulen adsorbiert
und unter Verwendung einer Gradienteneluation mit Natriumacetat bei unterschiedlichen
Temperaturen eluiert. (Moore und Stein 1954). Groldtechnisch ist diese Methode nicht
wirtschaftlich.

Derzeit eingesetzte Technik zur Trennung von Aminosauren setzt sich aus
lonenaustauscherprozessen und Kristallisationsprozessen zusammen wobei der pH-Wert
standig variiert wird (Dorfner 1991).

Im Zusammenhang mit der groRen Salzfracht (hauptsachlich KCI) und dem
Milchsauregehalt des Silagesaft scheint eine elektrodialytische Trennung vor einem
Chromatographieschritt sinnvoll. Danach kénnte in einem Chromatographieschritt eine
Aminosaurenfraktion gewonnen werden. Gedacht wurde dabei an
lonenauschlusschromatographie an Kationentauschersaulen zur Trennung der Salze,
Zucker, organischen Reste und Aminosauren. Der pH-Wert sollte dabei in Nahe des
isoelektrischen Punkts der neutralen Aminosauren liegen (pH 6). Diese Verfahrenskette
ist in Abb. 106 dargestellt.
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Abb. 106: Mogliche Verfahrenskette zur Gewinnung einer aufgereinigten
Aminosaurefraktion.

Im Rahmen der weiterfihrenden Forschung wurden in Eigenleistung mehrere
Vorversuche zur Realisierung dieser Schritte durchgefuhrt.
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3.3 Aminoséadurenanalytik
3.31 Methoden und Daten

Folgende Methoden zur Bestimmung des Anteils der freien Aminosduren in einem
Silagesaft wurden angewendet:

e Ultrafiltration bei unterschiedlichen Cut Off
e Aminosauren HPLC mit und ohne vorhergehenden Hydrolyse

3.3.1.1 Ultrafiltration

Fur die Untersuchungen zur Gewinnung von Aminosauren und Milchsaure (siehe Fabrik
der Zukunft Projekt ,Gewinnung von Milchsaure aus Silagesaften“) aus Silage wurde
Silagesaft mit unterschiedlicher Vorgeschichte (Kleegras und Bastardraygras, 01/38.
01/63) vermischt und unter den selben Umstéanden wie in Versuch Anhang D (1 kD Cut
Off) ultrafiltriert.

Zusammensetzung des ursprlinglichen Saftes:

o 20,44 kg von Kleegras 1.Schnitt 2001 (01/38, 01/39)
¢ 41,8 kg von Bastardraygras 3.Schnitt 2001 (01/63)

Das Permeat (55,5 Liter, 01a/1) wurde bei —30°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.3.1.2 Aminoséurenanalytik — frei und gesamt

Die Aminosaurenanalytik des Silagesafts und der Elektrodialysefraktionen wurde am
Institut fir Chemie der Univ. flir Bodenkultur, Wien durchgefiihrt. Zur Quantifizierung der
freien Aminosauren und der Gesamtmenge der Aminosauren wurde unterschiedliche
Probenvorbereitungen gewahlt.

Um die freien Aminosduren zu messen wurde Silagesaft zentrifugiert, der Uberstand
wurde fur die HPLC-Bestimmung verwendet.

Um die Gesamtaminosauren zu messen werden 100 pL Probe in einem Pyrex
Reaktionsrohrchen mit Schraubverschluss pipetiert. Die Pipettenspitze wird mit 100 uL
dest. Wasser nachgesplilt. Im Speed Vac Konzentrator wird die Probe bis zur Trockenheit
eingeengt und anschlielend in 1 ml HCI, c= 6, 0 mol/L, die 0,1 Phenol und
Thioglycolsaure enthalt aufgenommen. Unter Stickstoffatmosphére wird die Probe 20
Stunden bei 115°C hydrolysiert. Nach der Hydrolyse werden 600 nmolNVa (interner
Standard) zugesetzt. Ein aliquoter Teil von 10 bis 20 uL wird in ein Réhrchen pipetiert und
im Speed Vac Konzentrator getrocknet (einmal mit MeOH trocknen). Nach dem Trocknen
wird die Probein 100 pL dest. Wassers aufgenommen und zentrifugiert. Der Uberstand
wird fur die HPLC verwendet.
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3.3.2 Untersuchungen zu freien Aminosauren in Ultrafiltrationspermeat

Der Gehalt an Aminosauren in Silagesaft wurde schon an anderer Stelle besprochen. An
dieser Stelle geht es um den Gehalt an freien Aminosauren, gemessen im
Ultrafiltrationspermeat von Silagesaft.

Der Aminosaurengehalt vor und nach einer Hydrolyse wird gemessen und verglichen. Das
Verhaltnis einer freien Aminosaure zum Gesamtgehalt dieser Aminosaure ist aus Tabelle
43 erkennbar.

Am Beispiel Glycin (Gly) sieht man, dass bei SJP02 1,30 g/L ohne Hydrolyse gemessen
wurde und 1,53 g/L nach der Hydrolyse gemessen wurde. Das bedeutet einen Anteil an
freiem Glycin von 85 % bezogen auf den Gesamtglycingehalt.

Diese Verhaltnis schwankt von 66 % (Val bei Bastardraygras 1.Schnitt 2002, 02/20) bis
100 % (Ala bei SJP02, 01a/1).

Arg,[gn AoP. 197
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Abb. 107: Zusammensetzung des Ultrafiltrationspermeats von
Bastardraygras 1.Schnitt 2002, Silage (02/20) und Anteil einer
Auswabhl freier Aminosauren am Rohprotein
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Abb. 108: Aminosauren HPLC von Silagesaft (01/63), ohne Hydrolyse
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Abb. 109: Aminosauren HPLC von Silagesaft (01/63), mit Hydrolyse
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Tab. 43 Gehalt an freien Aminosauren und
Gesamtaminosaurengehalt

s [z |8 |8
& & (=2} <))
|2 |88 |58
N N ee |Be
o o Sq (8B
S & |Bg (%8
» ) NN (O
frei | hydr.| frei | hydr.
DM, [g/1] 127,5 127,5 74,43 74,43
CP, [g/1] 38,08 38,08 25,17| 25,17
1 Ala, [g/l] 295 287 1,500 1,97
2 Arg, [g/1] 0,26/ 0,390 0,071 0,20
3 Asn, [g/l]
4 Asp, [g/l] 2,60 429 0,76/ 2,35
5 Cys, [9/l] 0,00, 0,00
6 Glu, [g/l] 1,73 2,72 1,13 1,90
7 Gin, [g/l]
8 Gly, [g/1] 1,300 1,52 0,65 1,07
9 His, [g/l] 0,56/ 0,60f 0,29 0,43
10 lle, [g/l] 1,49 1,54 0,68 1,05
11 Leu, [g/1] 2,66/ 2,59 1,37, 1,79
12 Lys, [9/1] 223 229 1,09 1,46
13 Met, [g/1] (0,58) (0,33)
14 Phe, [g/l] 1,37, 1,41 0,74 0,96
15 Pro, [9/1]
16 Ser, [g/1] 1,45 1,27] 0,80 0,85
17, Thr, [g/1] 1,68 1,600 0,90 1,09
18 Trp, [9/1] 0,00, 0,00
19 Tyr, [g/1] 0,95 0,76/ 0,09 0,15
20 Val, [g/l] 1,99 2,131 0,93 1,41
Gaba, [9/1] 2,76 2,29 1,45 1,68
Summe 14
bzw. 16 AA, | 23,22 26,000 11,01 16,67
[9/1]
S14/CP, [%] 61%| 68%| 44%| 66%
S14/DM, [%] 18% 20%| 15%| 22%

Wie in Tabelle 43 dargestellt unterscheidet sich der Aminosaurengehalt vor und nach der
Hydrolyse nur gering. Des weiteren erkennt man gut die Transformation von Glutamin und
Asparagin zu deren Sauren, erkennbar durch den Uberdurchschnittlichen Gehalt im

Vergleich zur Probe ohne Hydrolyse.
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Anhang |
Wirtschaftliche Bewertung der Gewinnung eines
Proteinkonzentrats aus Luzernesaft

1 Ausgangslage und Daten zur Berechnung

Die Ergebnisse dieses Projekts zeigen sehr deutlich, dass die Herstellung eines
Proteinkonzentrats aufgrund der héheren Ausbeute ausschlieldlich aus Luzerne basieren
sollite. In diesem Kapitel wird daher untersucht, inwieweit ein derartiges Produkt unter
heutigen Rahmenbedingungen wirtschaftlich produziert werden konnte. Es wird
angenommen, dass eine derartige Anlage zentral auf dem Standort der Fa. LACTOPROT
AG in Hartberg (Stmk.) errichtet werden wirde.

Zur Durchfiihrung der Bewertung werden folgende Modelle aufgestellt:

Variante 1:
Fall 1. Produktion der Produkte Proteinkonzentrat, Fermentationspromotor und
Grinmehl (getrockneter Luzernepresskuchen), wobei das Proteinkonzentrat
alternativ mittels Ultrafiltration bzw. Koagulation hergestellt wird.

Fall 2. Produktion der Produkte Proteinkonzentrat, Fermentqtionspromotor und
Biogas (seit Jan. 2003 existieren attraktive Einspeisetarife fur Okostrom)

Variante 2:

Fall 3. Produktion eines Proteinkonzentrats nach dem Modell von FRANCE
LUZERNE (ca. 10.000 t TM pro Jahr und 10 % TM im Saft), allerdings gelangt der
Presskuchen in eine Biogasanlage. Die Ultrafiltration ist ca. um einen Faktor 3
groler.

Fir die Darstellung der Griinmehlproduktion und der Biogasanlage dienen die Daten aus
Kromus et al. (2002) bzw. Kromus (2002)..

1.1 Erlose durch ein Proteinkonzentrat und der Reststrome

Kurz vor dem Start dieses Projekts war die BSE Krise auf ihrem Héhepunkt und es wurde
angenommen, dass pflanzliche Proteine, die auch garantiert GMO-frei angeboten werden
kénnen einen ,Premium® Preis erzielen wirden. Inzwischen ist die Aufregung um BSE
abgeklungen und es wird weiterhin, aulder flir Wiederkauer, Fischmehl in groRem Umfang
eingesetzt. Niemand kann allerdings garantieren, dass nicht illegale ,Blends® aus
Fischmehl und Tiermehl in Europa im Umlauf sind.

Es scheint auch Faktum zu sein, dass ca. 60 % des in Osterreich eingesetzten Soja als
EiweiRquelle zumindest Spuren einer gentechnischen Veranderung aufweisen.
Inzwischen hat sich aber, offenbar auch aufgrund des herrschenden Preisdrucks, ein
gewisser Gewodhnungseffekt breit gemacht. Nach Auskunft der Fa. BIOMIN AG kann
jedoch immer noch ein Mehrpreis fir GMO-freies Protein von 10% lukriert werden. Diese
Produkte lassen sich aber in der durchschnittlichen landwirtschaftlichen Produktion
wirtschaftlich nicht unterbringen. Diese Produkte finden lediglich z.B. in der
Markenfleischproduktion Eingang.

In Milchaustauschern der Fa. LACTOPROT AG wurde bis zur Auslagerung der Produktion
von Osterreich nach Deutschland ein Sojaproteinprodukt mit ca. 71,4 % Rohprotein
eingesetzt. Der Preis daflir betrug ca. 0,95 €/kg Produkt.
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Nach Auskunft der Firmen LACTOPROT AG und BIOMIN AG richtet sich der Proteinpreis
im wesentlichen nach dem Rohproteingehalt. D.h. pro Prozentpunkt Rohprotein in der
Trockenmasse kosten Proteinprodukte 0,0013 €. Dieser Preis ist unabhangig davon, ob
das Produkt fiir die Kalberaufzucht, Schweinemast oder sonstige Anwendungen
eingesetzt wird.

Aufgrund eines vorliegenden Angebots der Firma FRANCE LUZERNE ist bekannt, dass
ein Produkt aus Luzerne mit 50 bis 52 % Rohprotein i. d. TM ca. 0,70 €/kg frei Werk
Frankreich kostet.

Fir das Proteinkonzentrat einer Luzerne Bioraffinerie mit 48,9 % Rohprotein i. d. TM
ergibt sich somit ein planbarer Erldés von 0,65 €/kg plus 10% Pramie fir GMO-frei ergibt
0,72 €/kg. Es muss angemerkt werden, dass dieser Preis nicht elastisch ist. Wenn sich
nicht grofde 6kologische Umstrukturierungen in der Landwirtschaftspolitik ergeben, kann
angenommen, dass der angegebene Erlds pro kg praktisch keinen Schwankungen
unterworfen ist. Auch eine zusatzliche Pramie fur Nachhaltigkeit bzw. Osterreichische
Herkunft muss derzeit ausgeschlossen werden. Fir die Berechnungen der
unterschiedlichen Falle wird der Proteinerlds demnach mit 0,70 €/kg frei Werk
LACTOPROT AG Hartberg festgeschrieben.

In Kromus et al. (2002) wurde untersucht inwieweit sich UF-Permeat bzw.
Zentrifugenuberstand zur Promotion von Submersfermentationen eignen. Es wurde
festgestellt, dass die Eigenschaften dieser Strome jenen des bisher eingesetzten Corn
Steep Liquor (CSL) ahnlich sind. Nachdem der Weltmarktpreis fir CSL 0,25 €/kg
Trockenmasse betragt, kann davon ausgegangen werden, dass der flissige Reststrom
zum gleichen Preis verkauft werden kann.

Der Presskuchen kann alternativ als Grinmehl verkauft oder zu Biogas verarbeitet
werden, da weitere Anwendungen noch in der wirtschaftsbezogenen
Grundlagenforschung stecken. Im Falle des Grinmehls aus Luzerne liegt der Marktpreis
stabil bei 0,153 €/kg TM (vgl. Kromus et al. 2002).

Im Falle der Verwertung der Reststrdme in einer Biogasanlage wird angenommen, dass
diese den Warmeduberschuss generell um 0,025 €/kWh verkaufen kann. Im Gegenzug
dazu kann fur die Trocknung die Eigenwarme um 0,025 €/kWh bezogen werden. Fir den
ersten Fall (Grinmehlerzeugung) werden die Warmekosten mit 0,044 €/kWh kalkuliert.
Der Verkaufserlés fir den BiogaslUberschussstrom wird fir Fall 1 und Fall 2 mit
0,125 €/kWh festgelegt (500 bis 1000 kW Leistung) und fir Fall 3 mit 0,103 €/kWh (Uber 1
MW) (EVA 2003), wobei der Eigenverbrauch der Bioraffinerie mit nur 0,073 €/kWh
bewertet wird.

1.2 Methodik und Daten

Fir die Modellierung der einzelnen Falle wird in diesem Projekt die Discounted Cash Flow
(DCF) Methode gewahlt (Kirschner 2003). Im letzten Planungsjahr, dem ,Normaljahr®,
wird aus dem Cashflow eine ewige Rente berechnet. Dieser Wert stellt den Residualwert
dar.
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1.3 Investitionskosten
1.3.1 Fraktionierung (Zerkleinerung, Presse) Fall 1 und Fall 2

Die Fraktionierungskosten unterscheiden sich zu Kromus et al. (2002) durch verminderte
Investitionen flir die Zerkleinerung, da kein eigentlicher Zellaufschluss, sondern lediglich
ein Feinhacksler angeschafft werden soll. (Basispreis 100.000 € statt 169.000 €).

Tab. 44 Investitionskosten einer
Fraktionierungsanlage zur Abtrennung
Luzernesaft aus Luzerne; Fall 1 und Fall 2

Fraktionierung

Investition 310.197 €

Engineering 46.530 €

Baulichkeiten 50.000 €

Summe 406.726 €
1.3.2 Fraktionierung (Zerkleinerung, Presse) Fall 3

In Fall 3 werden 11.500 t TM Rohstoff eingesetzt (ca. Faktor drei zu Fall 1 und Fall 2)

Die Fraktionierungskosten unterscheiden sich zu Kromus et al. (2002) durch verminderte
Investitionen fur die Zerkleinerung, da kein eigentlicher Zellaufschluss, sondern lediglich
ein Feinhacksler angeschafft werden soll. (Basispreis 100.000 € statt 169.000 €).

Tab. 45 Investitionskosten einer
Fraktionierungsanlage zur Abtrennung
Luzernesaft aus Luzerne; Fall 3

Fraktionierung

Investition 612.883 €
Engineering 91.932 €
Baulichkeiten 50.000 €
Summe 754.816 €

Es wird generell auf 10 Jahre abgeschrieben.
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1.3.3 Ultrafiltrationsanlage Fall 1 und Fall 2

Die Auslegungsparameter wurden in Anhang G dargestellt. Daraus folgend ergeben sich
folgende Investitionskosten fur Fall 1 und Fall 2

Tab. 46 Investitionskosten einer
Ultrafiltrationsanlage zur Abtrennung von
Proteinen aus Luzernesaft; Fall 1 und Fall 2

Investitionen

Anz. Beschreibung Kosten/E | Gesamt Abscl};?lbung
65Pufferspeicherkapazitat, 1 m? 145 € 9.448 € 10
1|Pumpe, 142 |/s, 2 bar 20.000 € 10
1Pumpe, 15 I/s, 3 bar 4.000 € 10
140Anfangsmembrane, 1 m? 880 € 123.200 € -
4Druckgehause fiir 99 Membrane 7.500 € 30.000 € 10

Kiihlung 15.000 €

Entkeimung 50.000 €
1Engineering 60.000 € 10
1M&R 80.000 € 10
1\Verrohrungen, Ventile, Errichtung 80.000 € 10

Summe 471.648 €

Die Daten entstammen primar dem Erfahrungsschatz der am Projekt beteiligten Experten.

1.3.4 Ultrafiltrationsanlage Fall 3

Die Auslegungsparameter wurden in Anhang G dargestellt. Die Ultrafiltrationsanlage fur
Fall 3 ist um den Faktor drei groR3er.

Tab. 47 Investitionskosten einer
Ultrafiltrationsanlage zur Abtrennung von
Proteinen aus Luzernesaft; Fall 3

Investitionen

Anz. Beschreibung Kosten/E | Gesamt Abscl};?bung
95Pufferspeicherkapazitat, 1 m? 145 € 13.808 € 10
3Pumpe, 142 /s, 2 bar 60.000 € 10
1|Pumpe, 45 I/s, 3 bar 10.000 € 10
140Anfangsmembrane, 1 m? 880 € 369.600 € -
4Druckgehause flir 99 Membrane 7.500 € 90.000 € 10

Kihlung 30.000 €

Entkeimung 100.000 €
1Engineering 90.000 € 10
1IM&R 160.000 € 10
1\Verrohrungen, Ventile, Errichtung 160.000 € 10

Summe 1.083.408 €

1.3.5 Koagulation und Zentrifugation Fall 1 und Fall 2
Die Daten wurden ausgiebig in Kromus et al. (2002) und Kromus (2002) diskutiert.
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Kleinere Adaptierungen, wie die direkte Zuordnung von Investitionsgemeinkosten wurden

vorgenommen. Als Basis wird eine gebrauchte, generalliberholte Dekanterzentrifuge
herangezogen.

Tab. 48 Investitionskosten einer Hitzekoagulation
und Zetrifugation zur Abtrennung von
Proteinen aus Luzernesaft; Fall 1 und Fall 2

Koagulation/Zentrifugation
Investition 60.000 €
Baulichkeiten 30.000 €
Engineering 20.000 €
Summe 110.000 €

1.3.6 Koagulation und Zentrifugation Fall 3

Die Daten wurden ausgiebig in Kromus et al. (2002) und Kromus (2002) diskutiert.
Kleinere Adaptierungen, wie die direkte Zuordnung von Investitionsgemeinkosten wurden

vorgenommen. Als Basis wird eine gebrauchte, generalliberholte Dekanterzentrifuge
herangezogen.

Tab. 49 Investitionskosten einer Hitzekoagulation
und Zetrifugation zur Abtrennung von
Proteinen aus Luzernesaft; Fall 3

Koagulation/Zentrifugation
Investition 117.500 €
Baulichkeiten 30.000 €
Engineering 20.000 €
Summe 167.500 €
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1.3.7 Fermentationspromotor Fall 1 und Fall 2

Nachdem das UF Permeat bzw. der Uberstand aus der Zentrifugation lediglich
eingedampft und verpackt wird, fallen keine Investitionskosten an.

Allerdings wird ein Wert fur Engineering und bauliche Mallnahmen (z.B. Lagerung)
festgelegt.

Tab. 50 Investitionskosten einer fiir die Herstellung
eines Fermentationspromotors aus den
fliissigen Riickstanden der
Proteinabtrennung; Fall 1 und Fall 2

Fermentationspromotor

Investition 0 €

Engineering 7.500 €

Baulichkeiten 20.000 €

Summe 27.500 €
1.3.8 Fermentationspromotor Fall 3

Nachdem das UF Permeat bzw. der Uberstand aus der Zentrifugation lediglich
eingedampft und verpackt wird, fallen keine Investitionskosten an.

Allerdings wird ein Wert fur Engineering und bauliche Mallnahmen (z.B. Lagerung)
festgelegt.

Tab. 51 Investitionskosten einer fiir die Herstellung
eines Fermentationspromotors aus den
fliissigen Riickstanden der
Proteinabtrennung; Fall 3

Fermentationspromotor
Investition 0 €
Engineering 15.000 €
Baulichkeiten 30.000 €
Summe 45.000 €
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1.3.9 Griinmehlherstellung Fall 1

Aus dem Presskuchen der Luzerne wird Griinmehl (Futtermittel) hergestellt. Dazu ist es
notwendig eine gebrauchte Trocknungsanlage und eine Trockenmihle anzuschaffen, die
am Standort Hartberg installiert wird. Es wird von Gebrauchtpreisen auf dem
Maschinenmarkt ausgegangen (Kromus 2002).

Tab. 52 Investitionskosten einer fiir die Herstellung
von Griinmehl aus den festen Riickstanden
(Presskuchen) der Proteinabtrennung; Fall 1

Griinmehl

Investition gebr. 163.835 €
Engineering 24575 €
Baulichkeiten 30.000 €
Summe 218.410 €

1.3.10 Biogasanlage Fall 2

Die Investitionskosten von Biogasanlagen wurden bereits sehr ausfiihrlich in Kromus et al.
(2002) diskutiert. Die Darstellung bezieht sich auf die Beschickung mit allen festen
Reststoffen (Luzernepresskuchen) aus der Proteinabtrennung und mit Grassilage in den
Wintermonaten.

Tab. 53 Investitionskosten einer fiir die Herstellung
Biogas aus den festen Riickstidnden der
Proteinabtrennung; Fall 1 und Fall 2

Biogas

Investition 1.833.629 €
Engineering

Baulichkeiten

Summe 1.833.629 €

Es wird angenommen, dass in Jahr acht das BHKW generaluberholt werden muss. Die
Kosten werden mit ca. 360.000 € angesetzt.
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1.3.11 Biogasanlage Fall 3

Die Investitionskosten von Biogasanlagen wurden bereits sehr ausfuhrlich in Kromus et al.
(2002) diskutiert. Die Darstellung bezieht sich auf die Beschickung mit allen festen
Reststoffen (Luzernepresskuchen) aus der Proteinabtrennung und mit Grassilage in den
Wintermonaten.

Tab. 54 Investitionskosten einer fiir die Herstellung
Biogas aus den festen Riickstanden der
Proteinabtrennung; Fall 1 und Fall 3

Biogas

Investition 2.844.096 €
Engineering

Baulichkeiten

Summe 2.844.096 €

Es wird angenommen, dass in Jahr acht das BHKW generallberholt werden muss. Die
Kosten werden mit ca. 910.000 € angesetzt.

1.4 Personalkosten

Bezuglich der Personalkosten kann angenommen werden, dass das Personal der Fa.
LactoProt die Anlage mitbetreuen kann. D. h. zusatzliches Personal muss hdchstens zu
Spitzenzeiten anderer Produktionseinheiten eingestellt werden.

1.41 Fall 1
Tab. 55 Personalkosten fiir eine
Proteinkonzentratproduktion aus
Luzernesaft auf dem Standort der Fa.
LactoProt; Fall 1 (Eigen Darstellung)
Personen Art €/h | h/a | Betrag |
1je Schicht Presse 21,00 €/ 3432 72.072 €
0,5je Schicht Proteine 21,00 €/ 1716] 36.036 €
0,25je Schicht CSL 21,00 € 858 18.018 €
0,5e Schicht Fasern 21,00 € 1716/ 36.036 €
Oh pro Tag Biogas 21,00 € 0 0 €
ZS 1 Direkte Personalkosten 162.162 €
0,33Betriebsleiter+Verkauf+Marketing+F+E-Koord. | 50,00 € 561| 28.050 €
0,25Verwaltung 35,00 €] 425 14.875€
0,25Lager+Annahme+Verpackung+Versand 21,00€ 425 8.925¢€
0,5|Betreuung Eindampfen und Trocknung 21,00 € 850 17.850 €
0,25Labor 28,00 € 425 11.900 €
ZS 2 Personalgemeinkosten 81.600 €
Gesamtsumme Personal GRUN 243.762 €
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1.4.2 Fall 2
Tab. 56 Personalkosten fiir eine
Proteinkonzentratproduktion aus
Luzernesaft auf dem Standort der Fa.
LactoProt; Fall 2 (Eigen Darstellung)
Personen Art €/h h/a Betrag |
1jie Schicht Presse 21,00€ 3432 72.072 €
0,5je Schicht Proteine 21,00€ 1716] 36.036 €
0,25je Schicht CSL 21,00 € 858 18.018 €
Oje Schicht Fasern 21,00 € 0 0 €
4h pro Tag Biogas 21,00 € 624| 13.104 €

ZS 1 Modul-spezifische Personalkosten 139.230 €

0,33Betriebsleiter+Verkauf+Marketing+F+E-Koord.| 50,00 € 561 28.050 €
0,25Verwaltung 35,00 € 425 14.875 €
0,25|Lager+Annahme+Verpackung+Versand 21,00 € 425 8.925€

0,5Betreuung Eindampfen und Trocknen 21,00 € 850 17.850 €
0,25Labor 28,00 € 425/ 11.900 €

ZS 2 Globale Personalkosten 81.600 €

Gesamtsumme Personal GRUN 220.830 €
1.4.3 Fall 3
Im Gegensatz zu Fall 2 wird ein Arbeiter zusatzlich kalkuliert.
Tab. 57 Personalkosten fiir eine
Proteinkonzentratproduktion aus
Luzernesaft auf dem Standort der Fa.
LactoProt; Fall 2 (Eigen Darstellung)

Personen Art €/h h/a | Betrag |
1,5je Schicht Presse 21,00€ 4680 98.280 €
1,5je Schicht Proteine 21,00€ 4680 98.280 €
0,5je Schicht CSL 21,00€ 1560 32.760 €

Oje Schicht Fasern 21,00 € 0 0€
4h pro Tag Biogas 21,00 € 624| 13.104 €

ZS 1 Modul-spezifische Personalkosten 242.424 €

0,33Betriebsleiter+Verkauf+Marketing+F+E-Koord| 50,00 € 561 28.050 €
0,25Verwaltung 35,00 € 425 14.875€
0,25Lager+Annahme+Verpackung+Versand 21,00 € 425 8.925 €

0,5|Betreuung UF+Steuerung 21,00 € 850/ 17.850 €
0,25Labor 28,00 € 425/ 11.900 €

ZS 2 Globale Personalkosten 81.600 €

Gesamtsumme Personal GRUN 324.024 €
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2 Discounted Cash Flow (DCF)

Der Discounted Cash Flow gilt wohl inzwischen neben dem Net Present Value (NPV) als
das Standardverfahren zur Unterstiitzung von Investitions- bzw.
Deinvestitionsentscheidungen. Basis des DCF sind Barwerte von Plan-Cashflows.

Als Zinssatz fiir die Errechnung der Barwerte wird der WACC (Weighted Average Cost of
Capital) herangezogen.

Die Berechnung der Wirtschaftlichkeit erfolgt durch die Annahme eines
Kuppelproduktsystems.

2.1 WACC (Weighted Average Cost of Capital)

Der Anteil des Eigenkapitals wird mit 55 % festgelegt. Der Anteil des Fremdkapitals
betragt somit 45 %.

Es wird angenommen, dass es keine nicht rlickzahlbaren Foérderungen gibt.

Tab. 58 Darstellung des WACC anhand von

Annahmen
WACC 6,27%
Zinssatz risikofreier Anlagen 4,25%
Marktrendite (Annahme) 6,50%
beta-Faktor (Vol.) (Annahme) 1,5
Risikopramie 3,38%
Eigenkapitalkosten 7,63%
Fremdkapitalzinsen (Annahme) 7,00%
Zinsen nach Steuern 4,62%

Nachdem es derzeit aufgrund der Situation auf den Kapitalmarkten aufRerst schwierig ist
vernunftige Werte fur die Berechnung des WACC zu erhalten, basiert die Berechnung in
Tab. 58 im wesentlichen auf Annahmen bzw. Beispielen in der Literatur (Kirschner 2003).
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2.2 Rohstoffkosten

Die Rohstoffkosten wurden ausfihrlich mit K. Buchgraber (BAL-GUMPENSTEIN)
diskutiert und die Ergebnisse in Kromus (2002) dargestellt. Die Transportkosten wurden
fur die Verarbeitung von Luzerne adaptiert. Es erfolgt nun die getrennte Darstellung der
Annahmen. Es wird angenommen, dass die frische Luzerne mit einem
landwirtschaftlichen Ladewagen zu einer Umladestelle gefahren wird, wo der Rohstoff auf
einen herkdmmlichen LKW umgeladen wird. Die Kosten fiir den Ladewagen stammen von
der BAL-Gumpenstein. Fur den LKW werden 0,11 € pro tkm angenommen. Die
Grassilage fur den Winterbetrieb der Biogasanlage wird direkt vom Silo auf einen
Standard-LKW verladen.

Folgende Rohstoffmengen werden umgesetzt:

e Fall 1: 4486t TM Luzerne mit 19,4 % TM
o Fall 2: 4486 t TM Luzerne mit 19,4 % TM und 3808 t TM Grassilage mit 32 % TM
e Fall 3: 11525t TM Luzerne mit 19,4 % TM und 8560 t TM Grassilage mit 32 % TM

Tab. 59 Rohstoffkosten von Luzerne zur
Verarbeitung in Proteinkonzentrat und
Nebenprodukte Fall 1

Rohstoffe

Erlése 0€
Rohstoffe-Grin 19,4 % TM| 100% -141.144 €
Transport (LW-Ladewagen) 10km | -36.744 €
Transport LKW Grin 20km | -50.841 €
Rohstoffkosten | -228.729 €

Tab. 60 Rohstoffkosten von Luzerne zur
Verarbeitung in Proteinkonzentrat und
Nebenprodukte inkl. Biogas Fall 2

Rohstoffe

Erlése 0§
Rohstoffe-Griin 19,4 % TM 100% -141.144 €
Transport (LW-Ladewagen) 10km -36.744 €
Transport LKW Griin 20|km -50.841 €
Zwischensumme Luzerneksoten -228.729 €
Rohstoffe Winter Silage (f. Biogas) 32 % TM| 100%| -288.529 €
Transport LKW Silage 20km -26.183 €
Zwischensumme Silagekosten -314.712 €
Rohstoffkosten | | | -543.441 €
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Tab. 61 Rohstoffkosten von Luzerne zur
Verarbeitung in Proteinkonzentrat und
Nebenprodukte inkl. Biogas Fall 3

Rohstoffe

Erlose 0,00 €
Rohstoffe-Grin 19,4 % TM 100% -362.657 €
Transport (LW-Ladewagen) 15km -141.617 §
Transport LKW Griin 40Kkm -261.262 €
Zwischensumme Luzernekosten -765.535 €
Rohstoffe Winter Silage (f. Biogas)[32 % TM[100%| -648.502 €
Transport LKW Silage 40km -117.699 €
Zwischensumme Silagekosten -766.201 €
Rohstoffkosten -1.531.736 €

2.3 EBIT der Kuppelproduktion

Fur jedes Produkt wird ein ,Teil-EBIT* (EBIT = Earnings Before Interest and Taxes) des
Kostentragers errechnet. Auch wenn in dieser Begriff in diesem Fall nicht direkt der EBIT
Definition entspricht, ist das Projektteam der Meinung, dass dadurch die Ubersichtlichkeit
und Nachvollziehbarkeit erhdht wird. Eigentlich sind die Produkte als Kostentrager
anzusehen.

Die Summe der definierten ,Teil-EBITs" ergibt den Gesamt-EBIT flir die DCF Berechnung.
Hier wird lediglich die Zusammenfassung aus der Kostentragerrechnung dargestellt.

2.3.1 EBIT Fraktionierung Fall 1 und Fall 2

Tab. 62 EBIT der Fraktionierung (Kosten inkl.
Abschreibung) zur Gewinnung von
Proteinen aus Luzerne Fall 1 und Fall 2

Fraktionierung

Erlose 0 €
Personal direkt 21,00 €pro h -72.072 €
Strom -29.574 €
Miete 3,00 €jpro m? -7.200 €
Sonstige BK -1.500 €
Instandhaltung 1,50%(d. Invest.| -6.101 €
Versicherung 1,50%(d. Invest., -6.101 €
IAbschreibung 10@a -40.673 €
EBIT - Fraktionierung -163.220 €
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2.3.2 EBIT Fraktionierung Fall 3
Tab. 63 EBIT der Fraktionierung (Kosten inkl.
Abschreibung) zur Gewinnung von
Proteinen aus Luzerne Fall 3
Fraktionierung
Erlése 0€
Personal direkt 21,00 €pro h -98.280 €
Strom -80.127 €
Miete 3,00 €jpro m? -7.200 €
Sonstige BK -1.500 €
Instandhaltung 1,50%d. Invest.| -11.322 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest.| -11.322 €
IAbschreibung 10 -75.482 €
EBIT - Fraktionierung | -285.233 €
2.3.3 EBIT Ultrafiltration Fall 1
Tab. 64 EBIT der Ultrafiltration (Kosten inkl.
Abschreibung) zur Gewinnung von
Proteinen aus Luzerne Fall 1
Proteinabtrennung Ultrafiltration
Erlose 169.280 €
Personal direkt 21,00 €pro h -26.208 €
Personal GK 50% -40.800 €
Membrane -24.640 €
Strom -5.905 €
\Warme (Eindampfen/Trocknung) -18.568 €
Kdhlung - Annahme -3.000 €
Entkeimung (Strom/Dampf) - Annahme -10.000 €
Miete 3,00 €jpro m? -3.600 €
Sonstige BK inkl. Verpackung -3.000 €
Instandhaltung 0,50%d. Invest| -2.358 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest| -7.075 €
Abschreibung 10@a -34.845 €
EBIT - UF | -10.719 €
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2.3.4 EBIT Ultrafiltration Fall 2
Tab. 65 EBIT der Ultrafiltration (Kosten inkl.
Abschreibung) zur Gewinnung von
Proteinen aus Luzerne Fall 2
Proteinabtrennung Ultrafiltration
Erlése 169.280 €
Personal direkt 21,00 €pro h -26.208 €
Personal GK 75% -61.200 €
Membrane -24.640 €
Strom -5.905 €
\Warme (Eindampfen/Trocknung) -10.831 €
Kihlung - Annahme -3.000 €
Entkeimung (Strom/Dampf) - Annahme -10.000 €
Miete 3,00 €pro m? -3.600 €
Sonstige BK -3.000 €
Instandhaltung 0,50%|d. Invest| -2.358 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest, -7.075 €
Abschreibung 10ja -34.845 €
EBIT - UF -23.382 €
2.3.5 EBIT Ultrafiltration Fall 3
Tab. 66 EBIT der Ultrafiltration (Kosten inkl.
Abschreibung) zur Gewinnung von
Proteinen aus Luzerne Fall 3
Proteinabtrennung Ultrafiltration
Erlése 741.373 €
Personal direkt 21,00 €pro h -78.624 €
Personal GK 75% -61.200 €
Membrane -73.920 €
Strom -17.716 €
\Warme (Eindampfen/Trocknung) -43.101 €
Kihlung - Annahme -3.000 €
Entkeimung (Strom/Dampf) - Annahme -10.000 €
Miete 3,00 €pro m? -3.600 €
Sonstige BK -3.000 €
Instandhaltung 0,50%d. Invest.| -5.417 €
\Versicherung 1,50%d. Invest.| -16.251 €
Abschreibung 10 -71.381 €
EBIT - UF 354.163 €
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2.3.6 EBIT Koagulation und Zentrifugation Fall 1

Tab. 67 EBIT der Koagulation und Zentrifugation
(Kosten inkl. Abschreibung) zur Gewinnung
von Proteinen aus Luzerne Fall 1

Proteinabtrennung

Koag./Zentrifugation

Erlése 160.870 €
Personal direkt 21,00 €pro h -36.036 €
Personal GK 50% -40.800 €
Strom -12.823 €
\Warme (Trocknung) -21.831 €
Dampf -17.028 €
Miete 3,00 €jpro m? -3.600 €
Sonstige BK inkl. Verpackung -3.000 €
Instandhaltung 1,50%(d. Invest,| -1.650 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest,| -1.650 €
Abschreibung 10ja -11.000 €
EBIT - Koag. 11.452 €

2.3.7 EBIT Koagulation und Zentrifugation Fall 2

Tab. 68 EBIT der Koagulation und Zentrifugation
(Kosten inkl. Abschreibung) zur Gewinnung
von Proteinen aus Luzerne Fall 2

Proteinabtrennung

Koag./Zentrifuge

Erlose 160.870 €
Personal direkt 21,00 €pro h -36.036 €
Personal GK 75,00% -61.200 €
Strom -12.823 €
Warme (Trocknung) -12.735 €
Dampf -17.028 €
Miete 3,00 €pro m? -3.600 €
Sonstige BK -3.000 €
Instandhaltung 1,50%(d. Invest.| -1.650 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest.| -1.650 €
IAbschreibung 10@a -11.000 €
EBIT - Koag. | 149 €
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2.3.8 EBIT Koagulation und Zentrifugation Fall 3
Tab. 69 EBIT der Koagulation und Zentrifugation
(Kosten inkl. Abschreibung) zur Gewinnung
von Proteinen aus Luzerne Fall 3
Proteinabtrennung
Koag./Zentrifuge
Erlése 704.541 €
Personal direkt 21,00 €pro h -98.280 €
Personal GK 75% -61.200 €
Strom -49.806 €
\Warme (Trocknung) -55.773 €
Dampf -51.085 €
Miete 3,00 €jpro m? -3.600 €
Sonstige BK -3.000 €
Instandhaltung 1,50%d. Invest,| -2.513 €
Versicherung 1,50%(d. Invest,| -2.513 €
Abschreibung 10 -16.750 €
EBIT - Koag. | 360.022 €
2.3.9 EBIT Fermentationspromotor Fall 1
Tab. 70 EBIT der Herstellung eines
Fermentationspromotors aus dem
Uberstand der Koagulation und
Zentrifugation (Kosten inkl. Abschreibung)
Fall 1
Fermentationspromotor (50 %
TM)
Erlése 118.133 €
Personal direkt 21,00 €pro h -18.018 €
Personal GK 25% -20.400 €
Strom -1.500 €
\Warme (Eindampfen) -35.793 €
Miete 3,00 €pro m? -3.600 €
Sonstige BK -1.000 €
Instandhaltung 2,50%(d. Invest. -688 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest. -413 €
IAbschreibung 10@a -2.750 €
EBIT - Fermentationspromotor 33.972 €
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FABRIK
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Die Strdme aus Koag./Zentrifugation und Ultrafiltration unterscheiden sich nur geringflgig.
Als EBIT flr den Fermentationspromotor aus dem Ultrafiltrationspermeat erhalt man
demnach € 33.408,--

2.3.10 EBIT Fermentationspromotor Fall 2
Das EBIT des Fermentationspromotors unterscheidet sich im Fall 2 (ahnlich wie bei der

Proteinabtrennung) nur durch die geringeren Kosten fiir das Eindampfen.

Der EBIT im Falle der Koagulation betragt € 48.885,-- jener im Falle der Ultrafiltration
€ 47.443,--

2.3.11 EBIT Fermentationspromotor Fall 3

Tab. 71 EBIT der Herstellung eines
Fermentationspromotors aus dem
Uberstand der Koagulation und
Zentrifugation (Kosten inkl. Abschreibung)

Fall 3

Fermentationspromotor (50 % TM)

Erlése 517.369 €
Personal direkt 21,00 €pro h -32.760 €]
Personal GK 25% -20.400 €
Strom -1.500 €
\Warme (Eindampfen) -56.758 €
Miete 3,00 €jpro m? -3.600 €
Sonstige BK -1.000 €
Instandhaltung 2,50%d. Invest.| -1.125 €
Versicherung 1,50%|d. Invest. -675 €
IAbschreibung 10 -4.500 €
EBIT - Fermentationspromotor 395.051 €

Fir die Gewinnung des Fermentationspromotors aus dem Ultrafiltrationspermeat ergibt
sich ein EBIT von € 384.396,--

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
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2.3.12 EBIT Griinmehlerzeugung Fall 1
Tab. 72 EBIT der Herstellung von Griinmehl aus
dem Presskuchen (Kosten inkl.
Abschreibung) Fall 1
Griinmehl
Erlése 582.695 €
Personal direkt 21,00 €pro h -36.036 €
Personal GK 25% -20.400 €
Strom -1.500 €
\Warme (Trocknung) -392.154 €
Miete 3,00 €pro m? -9.000 €
Sonstige BK -1.000 €
Instandhaltung 2,50%d. Invest.| -5.460 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest.| -3.276 €
IAbschreibung 10@a -21.841 €
EBIT - Grilnmehl 92.028 €
2.3.13 EBIT Biogaserzeugung Fall 2
Tab. 73 EBIT der Herstellung von Biogas aus dem
Presskuchen (Kosten inkl. Abschreibung)
Fall 2
Biogas
Erlése 931.272 €
Personal direkt|21,00 €jpro h -27.216 €
Miete 1,50 €pro m? -36.000 €
Sonstige BK -1.000 €
Instandhaltung | 4,00%(d. Invest.| -73.345 €
\Versicherung 1,50%(d. Invest.| -27.504 €
Abschreibung 10@a -183.363 €
EBIT - Biogas | 582.844 €
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FABRIK
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2.3.14 EBIT Biogaserzeugung Fall 3

Tab. 74 EBIT der Herstellung von Biogas aus dem
Presskuchen (Kosten inkl. Abschreibung)

Fall 3

Biogas

Erlése 1.818.560 €
Personal direkt 21,00 €pro h -27.216 €
Strom -1.500 €
Miete 1,50 €pro m? -90.000 €
Sonstige BK -1.000 €
Instandhaltung 4,00%d. Invest. -113.764 €
VVersicherung 1,50%d. Invest. -42.661 €
Abschreibung 10a -284.410 €
EBIT - Biogas 1.258.009 €

2.4 DCF Berechnung aus dem Gesamt-EBIT der Kuppelproduktion

Aus den jeweils wirtschaftlichsten Gesamt-EBITs wird der Discounted Cash Flow
berechnet. Es zeigt sich, dass im Fall 1 und Fall 2 die Koagulation gegentber der
Ultrafiltration wirtschaftlich vorteilhafter ist. Bei Fall 3 betragt der Unterschied allerdings
lediglich 1,7 % zugunsten der Koagulation/Zentrifugation. Daher kdnnte die Ultrafiltration
zur Qualitatsverbesserung des Produkts eingesetzt werden.

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -y FA B RI K
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2.41

Wirtschaftlichster DCF Fall 1

Tab. 75 Wirtschaftlichster DCF Fall 1 — Proteinkonzentrat aus Luzerne Tabelle Teil 1

0 1 2 3 4 5 6 7
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
EBIT-gesamt geplant -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 €
EBIT-aus Zusatzinvest 20.000 €
EBIT-neu -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -234.496 €
Steuern 34% 0€ 0€ 0€ 0€ 0€ 0€ 0€ 0€
NOPAT(BI) -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -254.496 € -234.496 €
+ Abschreibungen 10% 76.264 € 76.264 € 76.264 € 76.264 € 76.264 € 76.264 € 89.189 € 89.189 €
Operativer CF (OCF) -178.233 € -178.233 € -178.233 € -178.233 € -178.233 € -178.233 € -165.307 € -145.307 €
+/- Erh./Senkung Working Cap.
Lfd. Invest./Umsatz [%] 15%
-/+ Invest/Deinvest -762.636 € -129.255 €
Free Cash Flow (FCF) -940.869 € -178.233 € -178.233 € -178.233 € -178.233 € -178.233€  -294.562 € -145.307 €
+ Darlehen 45% 343.186 €
- Tilgung Jahre: 8 -42.898 € -42.898 € -42.898 € -42.898 € -42.898 € -42.898 € -42.898 € -42.898 €
+ Ford. d. Invest. (nicht riickzahlbar) 0% 0€
Cash Flow aus Finanzierung (CFF) -640.581 € -221.131 € -221.131 € -221.131€ -221.131 € -221.131€  -337.460€  -188.206 €
Abzinsungsfaktor (WACC) 6,27 % 1,00 0,94 0,88 0,82 0,77 0,72 0,68 0,64
Residualwert = Ewige Rente d. Normaljahres
Discounted Cashflow (DCF) -640.581 € -207.260 € -194.259 € -182.074 € -170.653 € -159.948 € -228.780€ -119.590 €
Cumulated DCF -847.841 € -1.042.100€ -1.224.174 € -1.394.827 €  -1.554.775€ -1.783.555 € -1.903.145 €
Summe DCF-Barwerte -3.774.945 €
IAnteil Residualwert am Unternehmenswert 42,8%
Break Even (Jahr)
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FA B Rl K
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Tab. 76 Wirtschaftlichster DCF Fall 1 — Proteinkonzentrat aus Luzerne Tabelle Teil 2

Normaljahr
8 9 10 1
2011 2012 2013 2014
EBIT-gesamt geplant -254.496 €]  -254.496 €  -178.233 € -178.233 €
EBIT-aus Zusatzinvest 20.000 € 30.000 € 30.000 € 20.000 €
EBIT-neu -234.496 € -224.496 € -148.233 € -158.233 €
Steuern 34% 0€ 0€ 0€ 0€
NOPAT(BI) -234.496 € -224.496 € -148.233 € -158.233 €
+ Abschreibungen 10% 89.189 € 91.774 € 18.096 € 19.819 €
Operativer CF (OCF) -145.307 € -132.722 € -130.137 € -138.414 €
+/- Erh./Senkung Working Cap.
Lfd. Invest./Umsatz [%] 3% 3% 5%
-/+ Invest/Deinvest -25.851 € -25.851 € -43.085 €
Free Cash Flow (FCF) -145.307 € -158.573 € -155.988 € -181.499 €
+ Darlehen 45%
- Tilgung Jahre: 8 0€ 0€ 0€ 0€
+ Ford. d. Invest. (nicht rlickzahlbar) 0%
Cash Flow aus Finanzierung (CFF) -145.307 € -158.573 € -155.988 € -181.499 €
Abzinsungsfaktor (WACC) 6,27% 0,60 0,56 0,52 0,56
Residuglwert = Ewige Rente d. -2.893.447 €
Normaljahres
Discounted Cashflow (DCF) -86.540 € -88.516 € -81.611 € -1.615.133 €
Cumulated DCF -1.989.684 € -2.078.201 € -2.159.812 € -3.774.945 €
Summe DCF-Barwerte
Anteil Residualwert am
Unternehmenswert
Break Even (Jahr) NIE
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck -9 FABRIK
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2.4.2

Wirtschaftlichster DCF Fall 2

Tab. 77 Wirtschaftlichster DCF Fall 2 — Proteinkonzentrat aus Luzerne Tabelle Teil 1

0 1 2 3 4 5 6 7
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
EBIT-gesamt geplant -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 €
EBIT-aus Zusatzinvest
EBIT-neu -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 €
Steuern 34%: 0€ 0€ 0€ 0 € 0 € 0€ 0€ 0€
NOPAT(BI) -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 € -74.783 €
+ Abschreibungen 10% 237.785 € 237.785 € 237.785 € 237.785 € 237.785 € 237.785 € 237.785 € 237.785 €
Operativer CF (OCF) 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 €
+/- Erh./Senkung Working Cap.
Lfd. Invest./Umsatz [%]
-/+ Invest/Deinvest -2.377.855 €
Free Cash Flow (FCF) -2.214.853 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 € 163.002 €
+ Darlehen 45%; 1.070.035 €
- Tilgung Jahre: 8 -133.754€ -133.754€ -133.754 € -133.754 €  -133.754 €  -133.754€ -133.754 € -133.754 €
+ Ford. d. Invest. (nicht riickzahlbar) 0% 0€
Cash Flow aus Finanzierung (CFF) -1.278.573 € 29.248 € 29.248 € 29.248 € 29.248 € 29.248 € 29.248 € 29.248 €
Abzinsungsfaktor (WACC) 6,27% 1,00 0,94 0,88 0,82 0,77 0,72 0,68 0,64
Residualwert = Ewige Rente d. Normaljahres
Discounted Cashflow (DCF) -1.278.573 € 27.413 € 25.693 € 24.082 € 22.571 € 21.155 € 19.828 € 18.585 €
Cumulated DCF -1.251.159 € -1.225.466 € -1.201.384 € -1.178.813 € -1.157.658 € -1.137.829 € -1.119.245 €
Summe DCF-Barwerte -777.800 €
Anteil Residualwert am Unternehmenswert -36,8%
Break Even (Jahre)
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Tab. 78 Wirtschaftlichster DCF Fall 2 — Proteinkonzentrat aus Luzerne Tabelle Teil 2

Normaljahr
8 9 10 11
2011 2012 2013 2014
EBIT-gesamt geplant -74.783 € -74.783 € 100.218 € 100.218 €
EBIT-aus Zusatzinvest 20.000 € 30.000 € 20.000 €]
EBIT-neu -74.783 € -54.783 € 130.218 € 120.218 €
Steuern 34%, 0€ 0€ -44.274 € -40.874 €
NOPAT(BI) -74.783 € -54.783 € 85.944 € 79.344 €
+ Abschreibungen 10% 274.094 € 277.725 € 43.570 € 49.621 €
Operativer CF (OCF) 199.310 € 222.941 € 129.514 € 128.965 €
+/- Erh./Senkung Working Cap.
Lfd. Invest./Umsatz [%] 30% 3% 3% 8%
-/+ Invest/Deinvest -363.082 € -36.308 € -36.308 € -96.822 €
Free Cash Flow (FCF) -163.772 € 186.633 € 93.206 € 32.143 €
+ Darlehen 45%
- Tilgung Jahre: 8 0€ 0€ 0€ 0 €
+ Ford. d. Invest. (nicht riickzahlbar) 0%
Cash Flow aus Finanzierung (CFF) -163.772 € 186.633 € 93.206 € 32.143 €
IAbzinsungsfaktor (WACC) 6,27% 0,60 0,56 0,52 0,56
Residualwert = Ewige Rente d. Normaljahres 512.425 €
Discounted Cashflow (DCF) -97.536 € 104.179 € 48.764 € 286.038 €
Cumulated DCF -1.216.781 € -1.112.602 € -1.063.838€ -777.800 €
Summe DCF-Barwerte
)Anteil Residualwert am Unternehmenswert
Break Even (Jahre) NIE
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FA B Rl K
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2.4.3

Tab. 79 Wirtschaftlichster DCF Fall 3 — Proteinkonzentrat aus Luzerne Tabelle Teil 1

Wirtschaftlichster DCF Fall 3

0 1 2 3 4 5 6 7
2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
EBIT-gesamt geplant 98.057€  196.114 € 196.114 € 196.114 € 196.114€ 196.114 € 196.114 € 196.114 €
EBIT-aus Zusatzinvest
EBIT-neu 98.057 € 196.114 € 196.114 € 196.114€ 196.114€ 196.114 € 196.114 € 196.114 €
Steuern 34% -33.339 € -66.679 € -66.679 € -66.679 € -66.679€ -66.679 € -66.679 € -66.679 €
NOPAT(BI) 64.717€  129.435 € 129.435 € 129.435€ 129.435€ 129.435€  129.435€  129.435€
+ Abschreibungen 10% 381.141€  381.141 € 381.141 € 381.141€ 381.141€ 381.141€ 381.141€ 381.141€
Operativer CF (OCF) 445.859 € 510.576 € 510.576 € 510.576 € 510.576 € 510.576 € 510.576 € 510.576 €
+/- Erh./Senkung Working Cap.
Lfd. Invest./Umsatz [%]
-/+ Invest/Deinvest -3.811.412 €
Free Cash Flow (FCF) -3.365.553 €  510.576 € 510.576 € 510.576 € 510.576€ 510.576€ 510.576€  510.576 €
+ Darlehen 45% 1.715.135 €
- Tilgung Jahre: 8 -214.392€ -214.392€ -214.392 € -214.392 € -214.392 € -214.392€ -214.392€ -214.392 €
+ Ford. d. Invest. (nicht riickzahlbar) 0% 0€
Cash Flow aus Finanzierung (CFF) -1.864.810€  296.184 € 296.184 € 296.184 € 296.184 € 296.184€  296.184€  296.184 €
IAbzinsungsfaktor (WACC) 6,27% 1,00 0,94 0,88 0,82 0,77 0,72 0,68 0,64
Residualwert = Ewige Rente d. Normaljahres
Discounted Cashflow (DCF) -1.864.810 €  277.605 € 260.192 € 243.871 € 228.573 € 214.235€  200.797 € 188.201 €
Cumulated DCF -1.587.204 € -1.327.013 € -1.083.142 € -854.569 € -640.333 € -439.536€ -251.335€
Summe DCF-Barwerte 1.814.606 €
IAnteil Residualwert am Unternehmenswert 96,0%
Break Even (Jahre)
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FA B Rl K

Februar 2003

.ider Zukunft



Endbericht ,,Grline Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften®
Kornberg Institut

220

Tab. 80 Wirtschaftlichster DCF Fall 3 — Proteinkonzentrat aus Luzerne Tabelle Teil 2

Normaljahr
8 9 10 11
2011 2012 2013 2014
EBIT-gesamt geplant 196.114 € 196.114 € 577.255€  432.941 €
EBIT-aus Zusatzinvest 28.863 € 43.294 €
EBIT-neu 196.114 € 196.114 € 606.117 € 476.235 €
Steuern 34% -66.679 € -66.679 €  -206.080 € -161.920 €
NOPAT(BI) 129.435 € 129.435 € 400.038 € 314.315 €
+ Abschreibungen 10% 472.355 € 481.477 € 109.457 € 124.659 €
Operativer CF (OCF) 601.790 € 610.912 € 509.494 €  438.974 €
+/- Erh./Senkung Working Cap.
Lfd. Invest./Umsatz [%] 30% 3% 3% 8%
-/+ Invest/Deinvest -912.141 € -91.214 € -91.214 € -243.238 €
Free Cash Flow (FCF) -310.351 € 519.698 € 418.280 € 195.737 €
+ Darlehen 45%
- Tilgung Jahre: 8 0€ 0€ 0€ 0 €
+ Ford. d. Invest. (nicht rickzahlbar) 0%
Cash Flow aus Finanzierung (CFF) -310.351 € 519.698 € 418.280 € 195.737 €
IAbzinsungsfaktor (WACC) 6,27% 0,60 0,56 0,52 0,56
Residualwert = Ewige Rente d. Normaljahres 3.120.432 €]
Discounted Cashflow (DCF) -184.833 € 290.097 € 218.840 € 1.741.837 €
Cumulated DCF -436.168 € -146.071 € 72.769 € 1.814.606 €
Summe DCF-Barwerte
)Anteil Residualwert am Unternehmenswert
Break Even (Jahre) 9,7
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FA B Rl K
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Fur Fall 3 kann der Shareholder Value berechnet werden (Tab. 81).

Tab. 81 Shareholder Value Fall 3 — Proteinkonzentrat
aus Luzerne

Shareholder Value

CFF (2003) -1.864.810 €
+ DCF weitere Jahre 3.679.416 €
+ Residualwert 1.741.837 €
+ Marktwert nicht betriebsnotwendiger Mittel -
Unternehmenswert 3.556.444 €
- Marktwert des Fremdkapitals -
\Wert des Eigenkapitals 3.556.444 €

Im Gegensatz zu Fall 1 und Fall 2 wurde angenommen, dass erst im zweiten Jahr der
volle EBIT zu erreichen ist. Fir das erste Jahr wird der EBIT auf 50 gesetzt.

Abb. 110 und Abb. 111 zeigen den Verlauf des Discounted Cash Flows bzw. des
Cumulated DCF.

Discounted Cashflow Fall 3 (ohne Normaljahr) - Proteinkonzentrat aus Luzerne

500.000 € Generaliiberholung BHKW
o B ElEmEmmmy N
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 MI 2012 2013
-500.000 € -
-1.000.000 € -
-1.500.000 € -
-2.000.000 €

Jahr

Abb. 110: Discounted Cashflow Fall 3 (ohne Normaljahr) — Proteinkonzentrat
aus Luzerne
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Cumulated Cashflow Fall 3 (ohne Normaljahr) - Proteinkonzentrat
aus Luzerne
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Abb. 111: Cumulated Discounted Cashflow Fall 3 (ohne Normaljahr) —
Proteinkonzentrat aus Luzerne
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3 Interpretation der Ergebnisse

Abgesehen von der Tatsache, dass durch den Wegfall der kombinierten Verarbeitung von
frischer Luzerne und Grassilage fir die Proteinherstellung Kampagnenbetrieb notwendig
ist, zeigen die Modelle lediglich durch Ausnutzung der ,Economy of Scale® einen positiven
Unternehmenswert (Fall 3).

Die Zeitachse der Planung von 11 Jahren ist als sehr lange einzustufen, deckt sich aber
mit Ansatzen der Branche.

Fall 1 und Fall 2 sind eindeutig als unwirtschaftlich einzustufen. Es gibt kein Szenario,
selbst bei sehr positiven, aber realistischen, Annahmen, die fir eine Investition sprechen
wurden.

Bei Ausnutzung der ,Economy of Scale“ mit Investitions- und Personalkostendegression,
aber bei etwas hoheren Rohstoffkosten durch den gréReren Logistikaufwand, ergibt sich
ein Break Even der Anlage nach 9,7 Jahren.

Generell werden keine Erloselastizitaten einbezogen, da die Erldsstruktur sehr genau
recherchiert und flr nicht veranderbar befunden wurde (Biogas Einspeistarif auf 13 Jahre
festgelegt). Einzige Mdglichkeit flr eine verbesserte Erldsstruktur ergabe sich fir den
Bereich Warme. Allerdings ware aus heutiger Sicht die Planung mit hdheren
Warmeerlésen aus der Biogasanlage unserids.

Die Kostenstruktur der Rohstoffe ist als sehr hoch einzuschéatzen. Sie wurde aber sehr
aufwendig erhoben und mit vielen Experten diskutiert. Die Rohstoffkosten sind demnach
so angesetzt, dass die Landwirte damit auskommen koénnen. Niedrigere Rohstoffpreise
wirde die Problematik und die soziale Schere der Landwirtschaft negativ beeinflussen.
Durch die EU Erweiterung wird es aber voraussichtlich zu einer Verringerung dieser
Kosten kommen. Wird den Osterreichischen Bauern dann nicht durch Fdrderungen
geholfen, muss man bezweifeln, dass die soziale Nachhaltigkeit in der Landwirtschaft
weiterhin gegeben ist. Nachdem es sich bei der Grinen Bioraffinerie allerdings um ein
gesamtheitlich nachhaltiges Projekt handeln soll, wird in allen Modellen der Rohstoffpreis
konstant hoch gehalten.

Trotz einem Break Even nach 9,7 Jahren und der nachhaltigen Wirtschaftlichkeit im Fall 3
kann aus folgenden Grinden derzeit keine Investitionsempfehlung abgegeben werden:

1. In Fall 3 wurde eine Steigerung der Proteinproduktausbeute von 35 % bis 40 %
gegendber Fall 1 und 2 angenommen. Diese ist durchaus realistisch, da eine
diesbezlgliche Referenzanlage in Frankreich existiert, dennoch existiert doch ein
hohes Risiko, da man Uber die Schwankungen der Rohstoffqualitaten bei
Luzernen noch zu wenig weild. Hier misste zunachst der Betrieb einer Pilotanlage
Uber zumindest zwei Saisonen vorangestellt werden. Die Investition in diese
Pilotanlage kann die Gesamtinvestitionskosten aber betrachtlich erhéhen.

2. Trotz verbesserter Produkteigenschaften (Loslichkeit) durch die Verwendung einer
modernen Ultrafiltrationsanlage mit Keramikmembranen handelt es sich bei dieser
Anlage um keine echte Innovation. Das Modell widerspricht dem Ansatz der
Grunen Bioraffinerie sowohl im Rohstoffmix als auch im Bereich des
Produktstammbaums. Alle Produkte sind althergebrachte Produkte ohne
wesentlichen Zusatznutzen. Dies wirkt sich natirlich auf die Erlésstruktur und auf
die als negativ zu bewertende Abhangigkeit vom Weltmarkt aus.
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3. Die Grine Bioraffinerie hat daher die Nutzung von Silage als Pramisse gewahlt.

Diese Pramisse wurde aufgestellt, um Kampagnenbetrieb zu vermeiden und um
die Logistikkosten gering zu halten. Diese Luzerne Anlage muisste im
Kampagnenbetrieb mit enormem Logistikaufwand (auler Biogas) betrieben
werden. Es mussten 60.000 t FM ,Just in Time*“, namlich erntefrisch, aus der
kleinrAumigen &sterr. Landwirtschaft zur Verarbeitungsanlage gebracht werden.
Die Luzerne dirften voraussichtlich maximal drei Stunden in einem Pufferlager
verbringen. Dieser Parameter ware als nicht nachhaltig anzusehen. Aulerdem ist
die Fokussierung auf nur einen Rohstoff als wirtschaftlich riskant anzusehen
(Ernteausfalle), denn die Erfahrung mit grof3flachigem Luzerneanbau ist in
Osterreich gering, auch wenn die Luzerne als Leguminose eine &kologisch
sinnvolle Alternative zu Mais ist.

Nachdem in einer derartigen Anlage nur durch die Biogasanlage auch die
Kulturlandschaft (z.B. Streuobstwiesensilage im Winterbetrieb) gepflegt werden
kann ist von der Luzerneanlage diesbezlglich kein Beitrag zu erwarten. Die Grofie
der Biogasanlage ist mit ca. 19.000 t TM pro Jahr als ,sehr gro3* zu bewerten. Es
konnte im Rahmen dieses Projekts nicht geklart werden inwieweit sich eine
Ruckfuhrung der Biogasgulle auf die Felder logistisch organisieren liel3e.

Der urspringliche Plan der Dezentralisierung der Fraktionierung und der
Biogasproduktion kénnte eine Entlastung im Logistikaufwand bringen. Nur Iasst
sich dann die Investitions- und Personalkostendegression nur noch bedingt
realisieren. D.h. die Wirtschaftlichkeit einer derartigen dezentralen oder semi-
dezentralen Anlage (vgl. Kromus et al. 2002) ist dann nicht mehr gegeben.

Aufgrund der Betrachtungen in Punkt 1 bis 4 muss daher betont werden, dass der Ansatz
der Griinen Bioraffinerie Osterreich aufgrund der Projektergebnisse nun voll auf die
alleinige Verarbeitung von Silage konzentriert ist. Nur im Falle der Nutzung von
Spezialprodukten aus der Luzerne oder Rotklee (z.B. Saponine, Lutein, Isoflavone, etc.)
wirde die Einbeziehung von griiner Frischmasse wieder Sinn machen.

Soliten sich die Rahmenbedingungen in Europa durch die Okologisierung der
Landwirtschaft und die Entwicklung eines nachhaltigen Wirtschaftssystems andern, dann
kénnten durch eine verbesserte Erlosstruktur dezentrale 6kologisch arbeitende Luzerne
Anlagen innerhalb eines Jahres errichtet werden.

Die zukunftige Fokussierung auf Silage kann daher wie folgt begriindet werden:

1.

Silage bietet durch naturliche und 6kologische Vorgange freie Aminosauren, die
mittels hoch innovativer Technologien gemeinsam mit Milchsaure abgetrennt
werden koénnen. Die Technologien bendtigen allerdings eine verlangerte
Entwicklungsphase gegenuber den in diesem Projekt untersuchten, sind aber
daflir als einzigartig (Technologievorsprung) anzusehen.

2. Kein anderer Rohstoff, aul3er Grinlandsilage, bietet diesen Vorteil. Jegliche
andere Proteine, die derzeit im Einsatz sind, missen aufwendig chemisch
hydrolysiert werden.

3. Die Ausbeute an Aminosauren betragt ca. 40 bis 50 % des Rohproteins im
Grassilagerohstoff. Ca. 65 % davon kénnen aus dem Saft als hochwertiges
Produkt gewonnen werden. Dies bedeutet auf Basis des Rohproteins zumindest
eine Steigerung der Ausbeute um 50 bis 60 %, selbst im Vergleich mit FRANCE
LUZERNE.
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4. Das mogliche Produktspektrum in Kombination mit der Milchsauregewinnung
(siehe Projekt ,Milchsaure aus Grassilage®) ist riesig und reicht von Futtermittel
Uber Lebensmittel bis zu Kosmetik und Pharma.

5. Durch die breiten Einsatzmdglichkeiten sind der Produktentwicklungsphantasie
keine Grenzen gesetzt. Ein grofles Wertschépfungspotenzial durch Sekundar- und
Tertiarprodukte kann prognostiziert werden (z.B. ,Functional Food®).

6. Die Technologien kénnen voraussichtlich so flexibel gestaltet werden, dass sie
auch die Grundlage flr die Abtrennung von Spezialstoffen bieten (Stichwort: ,Low
volume — High Price®).

Grundsatzliche Betrachtungen zur Wirtschaftlichkeit der Abtrennung von Aminosauren
aus Silagesaften sind in Anhang J zu finden.
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Anhang J
Wirtschaftliche Bewertung der Gewinnung von
Aminosauren aus Grassilage

1 Grundsitzliche dkonomische Uberlegungen zur
Gewinnung von Aminosauren aus Grassilage

Ein Einsatzgebiet flr einzelne Aminosauren ware die Pharmazie. Proteinhydrolysate
kébnnten je nach Qualitatsstandard auch in der Futtermittelindustrie und der
Lebensmittelindustrie (Spezialerndhrung im Gesundheits- und Sportbereich) eingesetzt
werden. Da Silagesaft bis zu 35 % der Trockenmasse aus Aminosauren besteht scheint
dieser Weg sinnvoll. Der Silagesaft steht dabei allerdings in Konkurrenz zu anderen
Rohstoffen wie Melasse (Amino 2002) und Soja. Fir Silagesaft spricht das breite
Spektrum der Aminosduren, der hohe Gehalt an Aminosauren im Silagesaft und die
Tatsache, dass ein Grossteil der Aminosauren als freie Aminosauren vorliegt.

Die Extraktion von Aminosauren aus natlrlichen hydrolysierten Proteinen steht in
Konkurrenz zur fermentativen Herstellung von Aminosauren. Lysin als wichtigste und im
Futtermittelbereich am haufigsten eingesetzte Aminosaure wird in groflem Malstab
fermentativ, meist mit gentechnisch modifizierten Stdmmen, hergestellt und kostet am
freien Markt rund 1,50 bis 2,50 (derzeit) € pro kg (Lysinhydrochlorid 60 bis 80 % -
Futterqualitat). Dieser niedrige Weltmarktpreis scheint flir die Erzeugung von
ausschlieBlich Lysin aus Grassilagen nicht hoch genug zu sein. Allerdings kdnnte durch
die Extraktion eines Aminosdurengemisches oder einzelner Aminosauren eine hohere
Wertschopfung erreicht werden.
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Das Aminosaurenprofil der Silagesafte wurde bereits in Anhang F, Kapitel 4.1 dargestellt.
Abb. 112 zeigt das TM Profil eines Bastardraygrassilagesafts der 1. Pressung des Jahres
2002 (Probe 02/19).

Bastardraygras-Silagesaft - 1. Pressung 2002 (Probe
02/19); %i.d. TM

Asche
. .. 29 %
Milchsaure
36 %
Zucker
8 % Roh-Protein

34 %

Abb. 112: Zusammensetzung der Trockenmasse eines Bastardraygras
Silagesaftes der 1. Pressung 2002 (Probe 02/19) [% i. d. TM]

Ca. 90 % des Rohproteins sind Aminosauren. Vergleicht man diese Werte mit Melasse
sieht man sofort die Attraktivitat dieses einzigartigen Rohstoffs. Wahrend fir Zucker
maximal 0,65 €/kg zu erzielen ist (inkl. Marktverzerrung durch massive Subventionen) so
erzielt man fir die Aminosauren zumindest den Lysinpreis von 1,50 bis 2,50 €/kg
Aminosaurenprodukt.
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Melasse Zusammensetzung [% TM] 76 % TM

Raffinose

. 2,6%
Betain

5,9%

Sonstige

Aminosauren 5,3%

3,3%

Pyrroglutaminsau
re
3,9%

Ribonuekleoside

0,7%
Organische/
Séduren

7,2%

Saccharose
63,2%

Anorg. Kationen
7,9%

Abb. 113: Zusammensetzung der Trockenmasse von Melasse [% i. d. TM]
(AMINO 2002)
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Fur einige Aminosauren konnten im Rahmen dieses Projekts Preise erhoben werden. Die
Preiserhebung gestaltet sich in einem sehr unubersichtlichen Markt schwierig, daher
wurde zunachst ein Richtpreisangebot fir Aminosauren in Pharmaqualitdt der Fa.
DEGUSSA AG angefordert. Setzt man die Werte der freien Aminosduren des UF-
Permeats 02/20 ein, dass als eher unterdurchschnittlich zu bewerten ist, ergibt sich fur die
Aminosauren ein Durchschnittswert von 19,80 €/kg Aminosauren (Tab. 82). Dieser Wert
ist allerdings unter der Einschrankung zu sehen, dass nicht fiur alle Aminosauren
Messwerte vorliegen und, dass flir Aminosauren mit unbekanntem Marktpreis lediglich ein
extrem niedriger Wert (vgl. Lysin) von 1,50 €/kg angesetzt wurde.

Tab. 82 Durchschnittswert des Aminosaurenmixes
des Silagesaftpermeats 02/20 anhand von
Richtpreisen der Fa. DEGUSSA AG bzw.
eigenen Annahmen - Pharmaqualitat

g/kg
Amino AA

Acid  |(02/20)] % Preise Quelle |%*Preis
Ala 131,913,2% 29,65 €Degussa 3,91 €
Arg 6.4 0,6% 37,10 €Degussa 0,24 €
Asp+Asn 67,2 6,7% 1,50 €Annahme 0,10 €
Cys - - 1,50 €Annahme -
GIn, Glu 99,2 9,9% 37,10 €Degussa 3,68 €
Gly 57,3 5,7% 12,35 €Degussa 0,71 €
His 25,6 2,6% 1,50 €Annahme 0,04 €
lle 59,5 6,0% 71,00 €Degussa 4,23 €
Leu 121,20 12,1% 28,00 €Annahme 3,39 €
Lys 96,00 9,6% 1,50 €Annahme 0,14 €
(Met) 29,6 3,0% 1,50 €Annahme 0,04 €
Phe 65,5 6,5% 1,50 €Annahme 0,10 €
Pro - - 32,65 €Degussa -
Ser 70,6 7,1% 1,50 €Annahme 0,11 €
Thr 79,7 8,0% 1,50 €Annahme 0,12 €
Trp - - 1,50 €Annahme -
Tyr 8,1 0,8% 1,50 €Annahme 0,01 €
\Val 82,2 8,2% 36,00 €Degussa 2,96 €

Summe | 1000,0) 100% - 19,78 €

Selbst im Falle, dass nur die Halfte des angenommenen Wertes am Markt tatsachlich
erzielt werden konnte (ca. 10 €/kg) ware der Unterschied zu einem Proteinprodukt aus
Luzernesaft (ca. 1,40 €/kg Rohprotein) enorm. Einschrankend ist anzumerken, dass die
Gewinnung von Pharmaqualitat technologisch aufwendig ist. In Folgeprojekten sollte
daher untersucht werden, inwieweit das "Wert zu Aufwand" — Verhaltnis optimiert werden
kann (z.B. Food Grade oder Kosmetikindustrie).
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2 Kostenstruktur der Silagesafterzeugung und
Aminosaurengewinnung anhand der Versuchsergebnisse
2002

Eine Grine Bioraffinerie basierend auf der Verarbeitung von Grassilage kann aus
folgenden Griinden problemlos eine positiv kritische GréRe von ca. 10.000 t TM bis
20.000 t TM erreichen:

1. Die Erstverarbeitung der Grinlandbiomasse erfolgt in Silos direkt am Bauernhof.

2. Diese Silos dienen als Zwischenlager und bieten Uber das Jahr verteilt
kontinuierliche  Rohstoffmengen. Die Anlage muss daher nicht im
Kampagnenbetrieb gefahren werden.

3. Der Rohstoff hat einen héheren Trockenmasseanteil (ca. 25 bis 35 % TM) und
durch die Verdichtung im Silo eine hohere Transportdichte. Dies fuhrt zu
wesentlich geringeren Logistikkosten.

4. Dadurch, dass die Anlage 12 und nicht 6 Monate ausgelastet ist, ist eine 10.000 t
TM Anlage von der GréRenordnung der Fixkosten aquivalent einer ca. 5.000 t TM
Anlage basierend auf Grinlandbiomasse. D.h. eine 10.000 t TM Silage
Bioraffinerie ist als ,klein“ einzustufen.

Unter Einbeziehung des Mittelwertes der Proben 02/19; 02/24 und 02/26 kann pro Tonne
Trockenmasse aus Grassilage durchschnittlich 97,50 kg Rohprotein gewonnen werden.
Dieser Mittelwert ergibt sich durch Einfachpressung und ohne vorherige
Feinzerkleinerung. Die Silage wird allerdings vor der Abpressung auf ca. 20 bis 22 % TM
angefeuchtet. Dieser Wert entspricht einer durchschnittlichen Rohproteinausbeute aus
dem Silagerohstoff von 47,7 %.

Die bisherigen  Erfahrungen, ohne Optimierung, zeigen eine mogliche
Aminosaureausbeute auf Basis des Rohproteingehaltes im Saft von 65 %. D.h. es
kénnten pro Tonne Trockenmasse ca. 63 kg Aminosauren gewonnen werden.

Hochgerechnet auf Fall 3 der Bewertung der Luzerneverarbeitung (Anhang 1) bedeutet
dies im Falle der Verarbeitung von 11.525t TM (32 % TM) Silage eine Menge von 726 t
Aminosauren pro Jahr.

Die Rohstoffkosten flir die Silage belaufen sich genau wie in Fall 3 (Anhang 1) auf
89,50 €/t TM inkl. Transport (40 km bei 0,11 €/tkm). Das ergibt eine Summe von
1.030.000 € oder 1,42 €/kg Aminosauren.
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Die Kosten (EBIT Fraktionierung) fir die Fraktionierung belaufen sich in Analogie zu Fall
3, allerdings ohne Feinzerkleinerung und 52 Wochen pro Jahr Betrieb auf ca. 300.000 €.

Dies sind weitere 0,41 € pro kg Aminosauren. Allerdings ist klar, dass mindestens 50 %
der Kosten von den Ubrigen Produkten (Milchsaure, Fasern, Biogas, etc.) getragen
werden missen. Dies bedeutet dann Basiskosten pro kg Aminosauren (ohne Zinsen vor
Steuern) von ca. 0,92 €/kg.

Die Ergebnisse zeigen, dass genigend Spielraum existiert, um gegeniber der
Proteingewinnung aus Luzerne, aufwendigere Abtrennungstechnologie zu installieren.
Allerdings ist festzustellen, dass eine Futtermittelvariante (ca. 2,00 €/kg Gemisch) die
geringste Wertschépfung erbringen wirde. Die Strategie muss daher in Richtung
héherwertiger Spezialgemische oder Einzelaminosauren fir Food, Kosmetik oder Pharma
fuhren.
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Anhang K
Tabellen zu den Analytikergebnissen - Safte
Tab. 83 Ubersicht iiber die durchgefiihrten Analysen
— Teil 1 (griine Safte 2001)
VerarPeitung . . . E %

. G...Grin, S...Silage mit Bakterienstamm [ = ol c

o z.B. IFAS3 oder BonS = S| = c| @

IS PS...Presssaft (Il...2. Pressung) mif ] 2 % S o

E |Wiese, Schnitt Datum o o E % Sl g oo §

Z Sl...Steam Injection (L/P...Liquid/Pellet - = el 2|4 2l o 5

o nach Zentrifugation), @ [ =1 = e S132|56 <

s UF...Ultrafiltration  (Perm/Ret...Permeat,| ® ol 8|68 Slel< 8l 5 - 3

2 Retentat), 015...15 kD Cut Off AR IR A A AR IR AR AR

s sl2lel &[22 |<]8]8]a
01/01 |Kleegras 1.Schnitt G-PS X [ x [ x| x| x| -|-[|-[|-~[|x[-[|x]-
01/02 | Kleegras 1.Schnitt G-PS-SI-P X [ x [ x| x [ x| -]-1]- X | -1-1-
01/03 | Kleegras 1.Schnitt G-PS-SI-L X [ x [ x [ x| Xx - - x x| -1-
01/04 | Kleegras 1.Schnitt G-PS-SI-L-UF-Ret015 X [ x| x|{x|{x{-|-1-1-1-1-1-1-
01/05 |Kleegras 1.Schnitt G-PS-SI-L-UF-Perm015 X [ x [ x| x| x| -[|-[|-1|-|x[-1-1]-
01/06 | Kleegras 1.Schnitt G-PS-SI-L-UF-Perm015 X[ x| x| x| -1|-[|-1-1-1-"1-1-1-
01/07 | Kleegras 1.Schnitt G-PS-SI-L-UF-Perm015 X[ x| x| x| -1|-[|-1-1-1-"1-1-1-
01/08 | Dauerwiese 1.Schnitt G-PS X | x| x| x| x| x|x|-]-|x|x|x]|Xx
01/09 | Dauerwiese 1.Schnitt G-PS X [ x [ x| x| x|[-]-1-]1-[x]-10]x
01/10 | Dauerwiese 1.Schnitt G-PS X [ x| x| x| -|-1]1-1-1-1-1-160]x
01/11 | Dauerwiese 1.Schnitt G-PS-SI-P X | x| x| x| x| x|x|x|-1-1-1-1-
01/12 | Dauerwiese 1.Schnitt G-PS-UF-Perm015 X | x| x|x|x|-]-|x]-|x|-1-1-
01/13 | Dauerwiese 1.Schnitt G-PS-UF-Ret015 X |Ix|x|x|x|-]-|x]-1-1-1-1-
01/14 | Kleegras 2.Schnitt G-PS X | x [ x| x[ x| -]-]-]-|x[|x|x]x
01/15 | Kleegras 2.Schnitt G-PS X [ - x| - |- [x[x[-[-1-1-1]x
01/16 | Kleegras 2.Schnitt G-PS X [ x [ x| x| x| -[-|-[-[x]-]x]x
01/17 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Ret015 X [ x [ x| x| x| -|-[|-[|-[|x[-1-1]-
01/18 |Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Perm015 X [ x [ x| x| x| -|-[|-[|-|x[-1-1]1-
01/19 |Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Perm015 X [ x [ x| x| x| -|-[|-[|-[|x[-1-1]1-
01/20 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Perm015 X [ x [ x| x| x| -|-[|-[|-|x[-1-1]-
01/21 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Perm015 X [ x [ x| x| x| -|-[|-[|x[x[-]-1]-
01/22 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Ret015 X [ x [ x| x| x| x| x| -|-~|x[-|-1]-
01/23 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Ret015 X |- x|-[|-|x|x[-|-~[|-1|-1-1-
01/24 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Perm015 X |- x|-1-1-1|-1|-1|-l|-I|x{-1]-
01/25 |Kleegras 2.Schnitt G-PS-UF-Ret015 x| -Ix|-1-1-1-1-1-1-1-1-1-
01/26 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-SI-P X [ x [ x| x| x| x| x| -|-[|x[-1-1]-
01/27 | Kleegras 2.Schnitt G-PS-SI-L X[ x| x| x| x| -]-1-]1-Ix]-1-1]1-
01/28 | Gemisch G-PS-UF-Ret015/050, spriihgetr. X | x | x| x| x| x|x|x|-|x]|-1|-]-
01/29 |Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS X | x| x| x| x| x| x|-]-]|x|x|x]|Xx
01/30 |Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS X [ x| x| x| -1-]-1-1-1-1-16/
01/31 | Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS-UF-Perm015 X [ x [ x| x| x| -|-[x[|x|[x[-]-1]-
01/32 | Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS-UF-Ret015 X | x [ x| x[ x| -]-|x|-|x]-]x]x
01/33 | Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS-UF-Perm050 X | x [ x| x [ x| x| -|x|x|x[|-]-1-+
01/34 |Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS-UF-Ret050 X | x [ x| x[ x| -]-|x|-|x]|-]x]x
01/35 |Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS-UF-Perm050-UF-Ret001 X | x [ x| x[x|-]-|x|-|x[-]-1-*
01/36 | Bastardraygras 3.Schnitt | G-PS-UF-Perm050-UF-Perm001 X | x [ x| x[x]|-]-|x|-|x[-]-1-+
01/37 | Knaulgras 2.Schnitt G-PS X | x [ x| x [ x| x| x]|-]-|x|x]|x]Xx
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Tab. 84 Ubersicht iiber die durchgefiihrten Analysen
— Teil 2 (Silageafte 2001)
Verarbeitung J
G...Grin, S...Silage mi K
Bakterienstamm z.B. = =4
IFAS3 oder BonS |§ I
= PS...Presssaft (II...2. - £ . I
g Pressung) mit Datum 5 B % S 5
g |Wiese, Schnitt SI...Steam Injection] = I | = S o
5 (L/P.. Liquid/Pellet ~ nach| & o AR 5| o )
z Zentrifugation), by 175} § 5| g 5|5 2
= UF...Ultrafiltration 5 S| E|B|S|e|lZ|B| o g
< (Perm/Ret...Permeat, S| 25|22 |0|F|Oo|2|2|c|2|E
2 S| E| £ £ ) £
— Retentat), 015..15kDCul | 3 | S| E|E|<|<|<|E| S| c| E| D
z off S5 2|e|<|<|2|2|2|2|R|8|3|d
01/38 |Kleegras 1.Schnitt SIFAS3-PS X [ x [ x [ x| x| x][Xx - x| x| -]-
01/39 |Kleegras 1.Schnitt SIFAS3-PS X |- | x]- - |- - -1 -1~
01/40 |Kleegras 1.Schnitt SIFAS3-PS-UF-Ret015 | x | x | x [ x | x | x | X - x| -1-1-
01/41 | Kleegras 1.Schnitt SIFAS3-PS-UF-Perm015| x | x | x | X | x | - | - X [ x| x| -]-
01/42 | Kleegras 1.Schnitt SIFAS3-PS-UF-Perm015| x | x | x | x | - | - [ - -l -1 -1 -1-
01/43 | Kleegras 1.Schnitt SIFAS3-PS-UF-Perm015| x | x | x | x | - | - [ - -l -1 -1 -1-
01/44 | Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS X | x| x| x| x]|-1- - x [ - x| -
01/45 |Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS x| x| x| x|-]-1-+ -l -l -] -
01/46 | Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Perm001| x | x | x | x | x| - [ - -l x| -] -1-
01/47 | Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Perm001| x | x | x | x | - | - [ - -l -l -1 -1-
01/48 | Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Perm001| x | x | x | x | - | - [ - -l -1 -1 -1-
01/49 |Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Ret001 | x | x | x | X - |- -l -l -1-]-
01/50 |Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Perm001| x | x [ x [ x | - [ - | - -l -1 -1-]-
01/51 |Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Perm001| x | x [ x [ x [ x [ - | - - x| x| -]-
01/52 | Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-UF-Ret001 | x | x [ x [ x [ x [ - | - - x| -1-1-
01/53 |Kleegras 1.Schnitt SIFAM2-PS-Bodensatz | x | x [ x [ x | - [ - | - -l -l -1-]-
01/54 |Dauerwiese 1.Schnitt SIFAM2-PS X | x | x [ x| x|-]- - I x| - x]-
01/55 |Dauerwiese 1.Schnitt SIFAS3-PS X [ x| x [ x| x|-]- - I x| - x]-
01/56 | Kleegras 2.Schnitt SIFAS3-PS X [ x [ x [ x [ x]-]- - x| - [ x[x
01/57 |Kleegras 2.Schnitt SIFAM2-PS X [ x [ x [ x [ x]-]- - I x [ x| x| -
01/58 |Knaulgras 2.Schnitt SIFAS3-PS X [ x [ x [ x [ x]-]- - x| -] -
01/59 |Knaulgras 2.Schnitt SIFAS3-PS X [ x [ x [ x [ x]-]- - I x [ x| x]-
01/60 | Knaulgras 2.Schnitt SIFAS3-PS-SI-L X [ x [ x [ x [ x]-]- - x| -1-1-
01/61 |Knaulgras 2.Schnitt SIFAS3-PS-SI-P X [ x [ x [ x [ x]-]- - x| -1-1-
01/62 | Knaulgras 2.Schnitt SIFAM2-PS X [ x [ x [ x [ x][-]- - x| -1-1-
01/63 | Bastardraygras 3.Schnitt SIFAS3-PS X [ x [ x [ x [ x|-]- - I x| x| x]-
01/64 |Bastardraygras 3.Schnitt SIFAM2-PS X [ x [ x [ x [ x|-]- - I x| - x]-
01a/1_|SJPO2 X |- | x| x| x|-]- X [(x)[x)] -1]-
01a/2 | SJP02 ED-Conc after ED1, pH1,8 -l -l -l -] - X |- 1] -1-
01a/3 | SJP02 ED-Dil after ED1, pH1,8 -l -l - - -] X | -] -1-
01a/4 | SJP02 ED-Concentrate after ED1, pH6,6 -l - -] X | - 1] -1-
01a/5 |SJP02 ED-Diluate after ED1, pH6,6 -l - -l - -] - x| -1 -]-
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Tab. 85 Ubersicht iiber die durchgefiihrten Analysen
(alle Safte 2002)
Verarbeitung Z 2
G...Grin, S...Silage mit Bakterienstamm ot i ﬁ c

5 z.B. IFAS3 oder BonS = S - c| o

= PS...Presssaft (ll..2. Pressung) mit o 2 s S o °

€ |Wiese, Schnitt Datum E Y Sl g |l o @

é’ Sl...Steam Injection (L/P...Liquid/Pellet - S el 2| 2l o 5

- nach Zentrifugation), & @ 2 @ | 4 E.'E | © <

< UF...Ultrafiltration  (Perm/Ret...Permeat| © © Q> &(<| Q| < 9]

3 Retentat), 015...15 kD Cut Off BRI IR I R -

- =l g | Q| E|E <128 E|3|s|3|2

z 0| < | X |[<| < <|N|L|a|wWw
02/01 | Luzerne 1.Schnitt G-PS2305 X | x| x|x|x|-]-|x]|-|x]|-]x]Xx
02/02 | Luzerne 1.Schnitt G-PSI12305 X | x| x| x -1 -1 - x| -1-1-
02/03 | Luzerne 1.Schnitt G-PS2305-UF-Perm015 X | x| x| x]- - -1 -1x - -
02/04 | Luzerne 1.Schnitt G-PS2305-UF-Ret015 x| x|x|Ix|-1-1-1-1-1|1x]-1x]-
02/05 | Luzerne 1.Schnitt G-PS2305-UF-Ret015, sprihgetr. X | x [ x| x[x]|-]-|x|-|x[-]-1-*
02/06 | Luzerne 1.Schnitt G-PS2405 X [ x| x| x| -|-]1-1-1-Ix]1-1-1]-*
02/07 | Luzerne 1.Schnitt G-PS2405-SI-Pellet X[ x {x|x|[x|[-]-[x|-1-1-1-1-
02/08 |Bastardraygras 2.Schnitt | G-PS0406 X | x [ x| x[x]|-]-|x|-|x]-|x]-
02/09 |Bastardraygras 2.Schnitt | G-PS0406-UF-Perm015 X | x [ x| x[-]-]-]-1-|Ix[-|-1-*
02/10 |Bastardraygras 2.Schnitt | G-PS0406-UF-Ret015 X | x [ x| x[-|-[-|-1-|x[-|-1-*
02/11 |Bastardraygras 2.Schnitt | G-PS0406-UF-Ret01, spriihgetr. x| x| x|x]|-]1-]1-|x|-1-1-1-1-
02/12 | Bastardraygras 2.Schnitt | G-PSI10406 X[ x [ x| x| -|-[|-[|-[|-|x[-1-1]-
02/13 | Bastardraygras 2.Schnitt | G-PS1106 X [ x [ x| x| -|-|-1-1- - -] -
02/14 |Bastardraygras 2.Schnitt | G-PS1106-SI-Pellet X [ x [ x| x| x| -[|-[x|-|-1-1-1-
02/15 | Bastardraygras 2.Schnitt | G-PSII1106, bedampft X[ x [ x| x| -|-[|-[|-[|-|x[-1-1]-
02/16 | Kleegras 2.Schnitt G-PS1306 X [ x [ x [ x| x| -|-[|x|-|x[-1|-1]-
02/17 | Kleegras 2.Schnitt G-PSI11306, bedampft X[ x [ x| x| -|-[|-[|-1|-|x[-1-/1]-
02/18 | Bastardraygras 3.Schnitt 01| SIFAM2-PSI112205 X[ x| x| x| -|-[|-[|-1|-|x[-1-1]-
02/19 |Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PS2705 X[ x [ x| x [ x| -|-[|x|-|x[-1-1]-
02/20 |Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PS2705-UF-Perm001 X | x| x| x| x| -|-|x|x|x|-]1-1]-
02/21 |Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PS2705-UF-Perm001 X | x| x|x|x|-|-|x|-|x|-1-1-
02/22 | Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PS2705-UF-Ret001 X[ x [ x| x| x| -]|-[|x|-|x[-1-1]-
02/23 | Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PSI12705 X[ x| x| x| -|-[|-1-1-I|x[-1-1-
02/24 | Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PS2805 X[ x [ x| x [ x| -]|-[|x|-|x[-1-1]-
02/25 | Bastardraygras 1.Schnitt | SBonS-PSI112806 X [ x [ x| x| x| -[|-[|x|-|x[-1-/1]-
02/26 | Kleegras 1.Schnitt- SBonS-PS3105 X[ x| x| x| x| -]-|x|-|x]-]-]-+
02/27 | Kleegras 1.Schnitt- SBonS-PSII3105 X | x| x| x| x| -]-|Ix]-|x]-]-]-
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Tab. 86 Grundanalytik, Teil 1

=
)
= o
5 — E
£l 2 = | &
Z - ) < S
o Q9 2 Q S
5 g g g o
= > 3 S S
s S < @ N
01/01 | 5880 | 30,70 | 1042 | 26,69
01/02 | 28577 | 2164 | 56,72 | 20,71
01/03 | 4499 | 1733 | 558 | 2345
01/04 | 86,71 | 1513 | 1411 | 12,10
01/05 | 41,08 | 1374 | 550 | 26,04
01/06 | 39,88 | 1347 | 514 -
01/07 | 41,16 | 1346 | 450 :
01/08 | 70,78 | 15714 | 18,98 | 20,15
01/09 | 7552 | 1482 | 1028 | 3313
0110 | 74,10 | 1461 | 9,11 ;
0111 | 923,01 | 117,89 | 294,25 | 8841
0112 | 50,03 | 1317 | 2.88 | 3520
01113 | 187,15 | 1826 | 31,08 | 44,14
0114 | 5141 | 1487 | 1250 | 19,54
01/15 | 56,95 14,28 :
0116 | 49,77 | 14,34 | 1243 | 2011
0117 | 60,72 | 1521 | 7,13 | 29,69
01118 | 3420 | 1261 | 632 | 19,61
0119 | 3546 | 1359 | 650 | 20,05
01/20 | 36,10 | 1350 | 640 | 19,85
01/21 | 3512 | 1498 | 620 | 1917
01/22 | 103,20 | 17,83 | 39,99 | 2321
01/23 | 102,16 39,99 ;
01/24 | 37,65 6,37 }
01/25 | 102,85 39,71 -
01/26 | 932,52 | 108,32 | 47591 | 94,91
01727 | 36,90 | 1345 | 6,15 | 17,11
01/28 | 894,66 | 106,74 | 248,41 | 200,49
01729 | 7812 | 2304 | 1830 | 40,02
0130 | 7866 | 2341 | 17,56 -
0131 | 6590 | 2281 | 11,67 | 39,99
01/32 | 140,30 | 24,72 | 46,70 | 46,40
0133 | 66,18 | 2221 | 12,00 | 37,11
01/34 | 19514 | 2722 | 7577 | 4454
01/35 | 87,99 | 2358 | 16,75 | 41,71
01/36 | 60,19 | 20,68 | 11,02 | 36,18
01/37 | 4419 | 1973 | 858 | 1337
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Tab. 87 Grundanalytik, Teil 2

g
2
=
g ~ ) 2
E| 3 G
2| 21 2] | @
2] 28 s
3 £ g & g
s & &2 | & | <
01/38 | 191,68 51,24 42,09 | 149,62
01/39 | 198,77 42,62 -
01/40 | 240,52 56,77 53,05 | 140,17
01/41 | 184,93 52,18 38,58 | 140,16
01/42 | 180,25 51,80 40,81 -
01/43 | 151,27 45,20 34,03 -
01/44 | 157,85 43,55 33,65 | 116,40
01/45 | 151,81 42,25 33,41 -
01/46 | 128,54 40,39 28,70 | 104,39
01/47 | 138,27 43,14 29,63 -
01/48 | 139,11 41,87 30,03 -
01/49 | 169,50 42,37 36,90 -
01/50 | 144,04 45,32 30,78 -
01/51 | 149,16 43,84 31,86 | 102,38
01/52 | 193,48 44,53 41,77 | 120,76
01/53 | 168,09 48,20 31,02 -
01/54 | 202,53 46,08 43,49 | 144,72
01/55 | 150,64 34,70 35,94 | 108,28
01/56 | 177,69 52,05 53,95 89,39
01/57 | 151,35 45,90 52,45 88,96
01/58 | 174,14 61,24 47,27 77,98
01/59 | 176,15 69,45 48,53 73,56
01/60 | 145,60 51,96 52,89 65,62
01/61 | 847,54 | 199,05 | 276,25 | 205,61
01/62 | 121,55 52,95 33,23 59,85
01/63 | 115,68 31,66 34,80 54,09
01/64 | 119,60 74,34 29,50 47,73
01a/1 - - - -
01a/2 - - - -
01a/3 - - - -
01a/4 - - - -
01a/5 - - - -

W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck

Februar 2003

W FABRIK

der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 237

Kornberg Institut

Tab. 88 Grundanalytik, Teil 3

)
2
c
— o
ry < %]
g B =2 >
Z = ry = S
o [ 2 © S
< = N ° o
© © & o 5
2 1S < 2 X~
o > & S E
pz4 )] < o N
02/01 68,47 17,32 19,44 15,45
02/02 77,09 20,14 21,46 24,19
02/03 53,39 18,17 9,88 13,15
02/04 | 144,90 20,69 62,23 16,25
02/05 | 889,35 | 130,39 | 409,59 | 109,16
02/06 74,25 18,35 21,60 17,58
02/07 | 889,75 | 156,40 | 356,84 -
02/08 61,68 14,65 10,51 29,42
02/09 44,84 14,29 4,89 26,92
02/10 | 156,02 16,60 41,05 45,11
02/11 | 851,38 | 106,55 | 234,88 -
02/12 84,55 22,88 14,61 47,12
02/13 64,53 12,27 15,70 -
02/14 | 893,74 | 132,45 | 413,63 -
02/15 74,40 15,94 13,96 37,77
02/16 51,10 12,55 7,45 19,32
02/17 57,89 14,59 7,97 23,11
02/18 84,39 22,73 26,56 46,74
02/19 85,72 23,84 28,78 49,51
02/20 74,43 21,43 25,17 39,49
02/21 83,55 22,77 27,52 50,81
02/22 | 150,71 33,66 46,97 46,20
02/23 89,85 21,34 33,26 39,54
02/24 82,28 22,10 29,77 37,19
02/25 56,67 15,24 20,95 31,49
02/26 80,13 21,80 27,78 38,27
02/27 65,25 18,59 22,23 25,55
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Tab. 89 Zusammenfassung Stickstoffanalytik, Teil 1

T | o

—~ — _ = 2

§ Z | £ < g

1 3| 5] ® © T

s 21§ % 2 g

= pd S s £ €

s | £ | £ 8 3 @
01/01 1,86 | 0,19 6,75 8,11 -
01/02 9,20| 0,13 - 102,51 -
01/03 1,06 | 0,17 - 4,23 -
01/04 2,59 | 0,33 - 10,42 -
01/05 1,02 0,14 - 3,15 -
01/06 0,97 | 0,14 - - -
01/07 0,88 | 0,15 - 12,04 -
01/08 3,19 | 0,15 5,20 12,04 -
01/09 1,79 | 0,14 - 7,04 -
01/10 1,60 | 0,14 - - -
01/11 50,31 | 3,23 - 284,84 -
01/12 0,96 | 0,50 - 2,99 -
01/13 5,32 | 0,34 - 25,96 -
01/14 2,13 0,13 4,30 5,90 -
01/15 2,29 - - - -
01/16 2,12 0,13 - 8,46 -
01/17 167 | 0,53 - 5,94 -
01/18 1,14 | 0,12 - 3,20 -
01/19 1,15 0,11 - 3,23 -
01/20 1,13 | 0,11 - 3,43 -
01/21 1,09| 0,10 - 2,88 1,36
01/22 6,93 | 0,53 - 29,10 -
01/23 6,53 - - - -
01/24 1,15 - - - -
01/25 6,48 - - - -
01/26 80,67 | 4,52 - 438,08 -
01/27 1,07 | 0,09 - 3,36 -
01/28 4258 | 2,83 - 218,76 -
01/29 3,12 | 0,19 7,10 9,93 -
01/30 3,01 | 0,20 - - -
01/31 2,02| 0,15 - 7,10 -
01/32 7,92 | 0,44 | 30,00 41,15 -
01/33 2,07 0,15 - 7,30 | 2,79
01/34 12,77 | 0,65| 63,50 66,67 -
01/35 2,88 | 0,20 - 10,96 -
01/36 190| 0,14 - 6,39 -
01/37 1,50| 0,12 2,20 4,14 -
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Tab. 90 Zusammenfassung Stickstoffanalytik, Teil 2

s | =
~ o 2
C
< 2 c o o o)
S| | 8| g £ £
s | #2138 3 |3
01/38 7,73 | 1,00 - 23,02 -
01/39 7,82 |- - - -
01/40 9,70 | 1,21 - 29,11 -
01/41 7,22 | 1,05 - 32,28 | 27,87
01/42 7,51 | 0,98 - - -
01/43 6,32 | 0,88 - - -
01/44 6,01 | 0,62 4,00 19,41 -
01/45 5,95 | 0,60 - - -
01/46 5,14 | 0,55 - 14,18 -
01/47 5,32 | 0,58 - - -
01/48 5,39 | 0,59 - - -
01/49 6,57 | 0,67 - - -
01/50 553 | 0,60 - - -
01/51 5,69 | 0,59 - 22,98 -
01/52 7,42 | 0,73 - 35,56 -
01/53 5,55 | 0,58 - - -
01/54 7,75 | 0,79 4,20 20,71 -
01/55 6,57 | 0,82 3,00 18,05 -
01/56 9,86 | 1,23 - 24,74 -
01/57 9,46 | 1,07 5,90 25,13 -
01/58 8,45 | 0,88 3,00 38,11 -
01/59 8,63 | 0,87 4,00 38,51 -
01/60 9,20 | 0,74 - 31,95 -
01/61 | 48,84 | 4,64 - 193,14 -
01/62 5,85 | 0,53 - 29,75 -
01/63 6,30 | 0,73 2,10 30,52 | 23,25
01/64 519 | 0,46 2,80 22,56 -
01a/1 - - - 26,00 | 23,22
01a/2 - - - - 1,71
01a/3 - - - - 15,59
01a/4 - - - - 0,98
01a/5 - - - - 17,65
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Tab. 91 Zusammenfassung Stickstoffanalytik, Teil 3

2 | g
= - | = = 2
c

2o B8] |3
& 2 c ﬂ-‘l_ ) )
2 - g Py £ €

~ z 3 € IS

b4 < g S @ @
02/01 3,38 | 0,27 | 13,40 12,05 -
02/02 3,72 | 0,28 - -
02/03 1,77 10,19 - - -
02/04 | 10,75 | 0,79 | 26,25 - -
02/05 | 66,00 | 0,47 - 326,44 -
02/06 3,76 | 0,30 - - -
02/07 | 61,31 | 4,21 - 303,43 -
02/08 1,80 | 0,12 4,70 6,58 -
02/09 0,84 | 0,06 - - -
02/10 7,21 | 0,64 - - -
02/11 | 39,81 | 2,23 - 194,99 -
02/12 249 | 0,15 - - -
02/13 2,70 [ 0,18 - - -
02/14 | 70,12 | 3,94 - 376,05 -
02/15 242 | 0,18 - - -
02/16 1,28 | 0,08 - 5,46 -
02/17 1,38 | 0,10 - - -
02/18 4,65 | 0,40 - - -
02/19 5,18 | 0,58 - 22,11 -
02/20 4,56 | 0,53 - 16,67 | 11,01
02/21 4,98 | 0,58 - 19,91 -
02/22 8,31 | 0,80 - 34,09 -
02/23 592 |0,59 - - -
02/24 5,37 | 0,60 - 20,90 -
02/25 3,80 | 0,44 - 13,48 -
02/26 5,08 | 0,63 - 20,15 -
02/27 4,09 | 0,53 - 16,11 -
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Tab. 92 Annorganische Analytik, Teil 1

el _ | =

| 2| § |z N R
5 < E 2 ¥ S =3 2
01/01 | 3070 | 019 | - - ] ] ]
01/02 | 2164 | 0413 - - :

01/03 | 17,33 | 017 | 1,15 | 484 | 055 | 023 | 0,04
01/04 | 1513 | 033 | - ] ] ] ]
0105 | 1374 | 0414 | - - ] ] ]
01/06 | 1347 | 0414 | - - ] ] ]
01/07 | 1346 | 015 | - ] ] ] ]
01/08 | 1514 | 0415 | 153 | 550 | 055 | 0,32 | 0,05
0109 | 14,82 | 0414 | - - ] ] ]
0110 | 1461 | 0414 | - - ] ] ]
0111 | 117,89 | 323 | - i ] ] ]
0112 | 1347 | o050 | - ] ] ] ]
0113 | 1826 | 034 | - ] ] ] ]
0114 | 14,87 | 0413 | 162 | 562 | 058 | 033 | 0,05
01/15 ] - ] ] ] ] ]
0116 | 1434 | 013 | - - ] ] ]
0117 | 1521 | 053 | - ] ] ] ]
0118 | 1261 | 012 | - ] ] ] ]
0119 | 1359 | 0411 | - - ] ] ]
0120 | 1350 | 0411 | - - ] ] ]
01/21 | 1498 | 010 | - ] ] ] ]
01/22 | 17,83 | 053 | - ] ] ] ]
01/23 |- ] ] ] ] ]
01/24 |- 1,39 | 500 | 048 | 028 | 0,05
01/25 |- - ] ] ] ]
01/26 | 10832 | 452 | - ] ] ] ]
01/27 | 1345 | 009 | - ] ] ] ]
01/28 | 106,74 | 283 | - ] ] ] ]
01/29 | 23,04 | 019 | 1,68 | 850 | 1,33 | 0,52 | 0,21
0130 | 2341 | 020 | - - ] ] ]
0131 | 2281 | 015 - ] ] ] ]
0132 | 2472 | 044 | - ] ] ] ]
0133 | 2221 | 0415 - - ] ] ]
0134 | 2722 | o065 | - - ] ] ]
01/35 | 2358 | 020 | - - ] ] ]
01/36 | 2068 | 014 | - ] ] ] ]
0137 | 19,73 | 0412 | 148 | 7,70 | 051 | 0,39 | 0,13
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Tab. 93 Annorganische Analytik, Teil 2

[ 3

§ _ zZ

|l 2| 8|z S I
’z: 2 E 8 N9 8 g §
01/38 51,24 1,00 | 6,87 | 21,40 | 2,45 | 1,04 | 0,21
01/39 - - - -
01/40 56,77 1,21 - - - - -
01/41 52,18 1,05 |1 6,38 | 18,59 | 2,30 | 0,85 | 0,22
01/42 51,80 0,98 - - - - -
01/43 45,20 0,88 - - - - -
01/44 43,55 0,62 - - - - -
01/45 42,25 0,60 - - - - -
01/46 40,39 0,55 - - - - -
01/47 43,14 0,58 - - - - -
01/48 41,87 0,59 - - - - -
01/49 42,37 0,67 - - - - -
01/50 45,32 0,60 - - - - -
01/51 43,84 0,59 | 5,55 | 16,70 166 | 0,68 | 0,19
01/52 44 .53 0,73 - - - - -
01/53 48,20 0,58 - - - - -
01/54 46,08 0,79 - - - - -
01/55 34,70 0,82 - - - - -
01/56 52,05 1,23 - - - - -
01/57 45,90 1,07 | 6,47 | 17,32 1,96 | 1,11 0,20
01/58 61,24 0,88 - - - - -
01/59 69,45 0,87 | 7,20 | 25,28 1,41 1,45 | 0,30
01/60 51,96 0,74 - - - - -
01/61 199,05 4,64 - - - - -
01/62 52,95 0,53 - - - - -
01/63 31,66 0,73 | 3,43 | 11,60 | 0,19 | 0,71 | 0,25
01/64 74,34 0,46 - - - - -
01al/1 - - - - - - -
01a/2 - - - - - - -
01a/3 - - - - - - -
01a/4 - - - - - - -
01a/5 - - - - - - -
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Tab. 94 Annorganische Analytik, Teil 3
£ _ z
sl =25z N
s < E 8 Y 3 2 2
02/01 | 17,32 | 0,27 - - - - -
02/02 | 20,14 | 0,28 - - - -
02/03 | 18,17 | 0,19 - - - - .
02/04 | 2069 | 0,79 - - - - -
02/05 | 130,39 | 0,47 - - - - -
02/06 | 18,35 | 0,30 - - - - -
02/07 | 156,40 | 4,21 - - - - -
02/08 | 14,65 | 0,12 - - - - .
02/09 | 14,29 | 0,06 - - - - -
02/10 | 16,60 | 0,64 - - - - -
02/11 | 106,55 | 2,23 - - - - -
02/12 | 22,88 | 0,15 - - - - .
02/13 | 12,27 | 0,18 - - - - -
02/14 | 132,45 | 3,94 - - - - -
02/15 | 1594 | 0,18 - - - - -
02/16 | 12,55 | 0,08 - - - - -
02/17 | 14,59 | 0,10 - - - - .
02/18 | 22,73 | 0,40 - - - - -
02/19 | 23,84 | 0,58 - - - - -
02/20 | 21,43 | 0,53 - - - - -
02/21 | 22,77 | 0,58 - - - - -
02/22 | 3366 | 0,80 - - - - .
02/23 | 21,34 | 0,59 - - - - -
02/24 | 22,10 | 0,60 - - - - -
02/25 | 1524 | 0,44 - - - - -
02/26 | 21,80 | 0,63 - - - - -
02/27 | 18,59 | 0,53 - - - - .
W. Koschuh, S. Kromus und C. Krotscheck - FABRIK

Februar 2003

der Zukunft



Endbericht ,,Griine Bioraffinerie — Gewinnung von Proteinen aus Grassaften® 244
Kornberg Institut

Tab. 95 Analytik, freie Aminosauren, Teil 1

Nr, (Jahr, Nummer)
Summe 14 AA frei, [g/L]

Ala, [g/L]
Arg, [g/L]
Asx, [g/L]
Cys, [g/L]
Glx, [g/L]
Gly, [g/L]
His, [g/L]
lle, [g/L]

Leu, [g/L]
Lys, [g/L]
Met, [g/L]
Phe, [g/L]
Pro, [g/L]
Ser, [g/L]
Thr, [g/L]
Trp, [g/L]
Tyr, [g/L]
Val, [g/L]

01/01

0102 - |- |-
01/03 | - |- |- |- |- |- |- |- |- |- "1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-/1-"1-

0104 | - |- |- |- |- |- - 1-"01-"d1-"1-1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-

0105 | - |- |- |- |- |- |- 1-"01-"1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-"1-

0106 | - | - |- |- |- |- |- - - e e e e e e e e e

Yoy I N I S S B D R R R B S S S I S R e

VO I R S S T S I S S I I S S I I S S

0109 | - - - - -1 -0 -1 -1 -l -l - - e e e

o110 - - - - -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -

o111 | - - - -1 - - - - - e e e e

(VA T S T S S S I S S I I S S

o113 - - - -1 - -0 - - - e e e e e

o114 - - - -1 - -0 - - - e e e e e

o115 - - - -1 - - - - - e e e e e

o6 - - - - - - - - e e e e -

kA I T N S T S S S S I S S I I S S

o118 - - - -1 -1 -0 -1 - -l e e e e e e

o119 - - - -1 - -0l -1 - -l e e e e e

o120 - - - - -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -

01/21 11,36 |0,42]0,08|0,12] - |0,04/0,03]0,00{0,05]|0,110,10(0,03)[0,07| - ]0,12|0,10| - ]0,06|0,09

(-2 I T T S B S B S R S S S S I S S S

0123 - - - -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -

o124 - - - -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -

N e R R e e e R e e e e e

o126 | - - - - - - - -l - - - e e -

-y T R I S T S S S I S S S I S S

o128 - - - - -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -

o129 | - - | - - -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -

R V<! I S S A N N N A A N N N N N N N N R N

RV-SI  E  E E  E B E  E R R e B R R R

(-7 I T R S B T S e S R S S S I A S S

01/33 | 2,79 |10,73]0,20]|0,21| - |0,08 0,06 |0,00|0,12]0,22|0,25(0,05)[0,14| - ]0,25|0,21| - |0,11]0,21

o134 - - - -1 -1 -0 -1 - - e e e e e

RV I S S S S S N A S N N N N N N N R N N

V- I T S S B T S I S S S S S S S A S S

o137 - - - -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -
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Tab. 96 Analytik, freie Aminosauren, Teil 2

Nr, (Jahr, Nummer)

Summe 14 AA frei, [g/L]

Ala, [g/L]

Arg, [g/L]

Asx, [g/L]

Cys, [g/L]

Glx, [g/L]

Gly, [g/L]

His, [g/L]

lle, [g/L]

Leu, [g/L]

Lys, [g/L]

Met, [g/L]

Phe, [g/L]

Pro, [g/L]

Ser, [g/L]
Thr, [g/L]
Trp, [g/L]
Tyr, [gL]

Val, [g/L]

Gaba, [g/L]

01/38

01/39

01/40

01/41

3,23

4,11

1,53

1,47

1,76

2,97

1,49

2,0412,00] - [1,11

01/42

01/43

01/44

01/45

01/46

01/47

01/48

01/49

01/50

01/51

01/52

01/53

01/54

01/55

01/56

01/57

01/58

01/59

01/60

01/61

01/62

01/63

23,3

3,04

0,20

2,09

1,94

1,38

0,45

1,41

2,78

2,45

(0,65)

1,51

1,34 1,64 - 11,08

1,94

01/64

01a/1

23,2

2,95

0,26

2,60

1,73

1,30

0,56

1,49

2,66

2,23

(0,58)

1,37

1,45/168| - 10,95

1,99

2,76

01a/2

1,71

0,35

0,04

0,13

0,09

0,24

0,06

0,06

0,11

0,25

(0,03)

0,04

0,13/0,09| - [0,02

0,11

0,49

01a/3

15,6

1,70

0,10

1,96

1,30

0,47

0,28

1,10

1,99

1,30

(0,42)

1,03

0941123| - [0,73

1,47

1,01

01a/4

0,98

0,08

0,02

0,39

0,15

0,00

0,02

0,02

0,04

0,14

(0,01)

0,02

0,060,00] - |0,01

0,03

0,05

01a/5

17,6

2,37

0,16

1,61

1,25

0,92

0,33

1,25

2,20

1,53

(0,48)

1,11

1,15|136| - ]0,76

1,66

2,13
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Tab. 97 Analytik, freie Aminosauren, Teil 3

Summe 14 AA frei, [g/L]

Ala, [g/L]
Arg, [g/L]
Asx, [g/L]
Cys, [g/L]
Glx, [g/L]
Gly, [g/L]
His, [g/L]
lle, [g/L]

Leu, [g/L]
Lys, [g/L]
Met, [g/L]
Phe, [g/L]

Pro, [g/L]

Ser, [g/L]
Thr, [g/L]
Trp, [g/L]
Tyr, [g/L]
Val, [g/L]

Gaba, [g/L]

o
N
=
o
=

'

]

]

]

'

]

]

]

'

]

]

'

]

02/02 - - - - -] - - - - - - -] -
02/03 N e e I e e e
02/04 N N e R I e e
0205 | - | - - -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1-1 -
02/06 I e e N e e e I I e e e e
0207 | - - - -1 -1 - -l - - e e e e e
0208 - | - - -1 -l -0 - - - e e e
0209 | - | - - -1 -l - -l - - e e e
02/10 I N e N N
02/11 I e N e I e e e
02/12 I e e e e e
02/13 N N e R I e e
02/14 I N e N N
0215 - | - - -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1-1 -
02/16 I e e N T I e e e
0217 - - - -1 - - - - - e e e e e e
0218 | - | - - -1 -l -l - - - e e e
0219 | - | - - -1 -1 - -1 - - e e e e e

02/22 I e e e e e
02/23 N N e R I e e
02/24 I N e N N
0225 - | - - -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -0 -1 -1 -1 -1 -1 -1-1 -
02/26 I e e e e e
0227 - - - -1 - - -l - - e e e e e e
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Tab. 98 Analytik, Aminosauren nach Hydrolyse der
Proteine, Teil 1
-
2
E| 2
2| & _ _ .
£ - T || S| |og|lg|lg|l ~|To|log|lg|lf | g|loglg|loglz|la!l>3
s| g lz|2|2l2|2|2|2|2| 222|222 2|2|3|3|%
01/01| 811 |0,78|040|1,78| - [1,05]|043/0,18|0,38/062|055| - [039| - |040|042| - |017]055| -
01/02 | 102,51 | 7,40 | 810 |11,2| - [13,0|7,08/3,10|6,02/10,66,68| - [7,20| - [500|556| - |426|7,30| -
01/03| 4,23 048|014 [124| - ]052|0,20[0,07|0,17/025]|0,23| - [0,15| - [0,21|022| - |0,06|028]| -
01/04 | 10,42 | 0,97 | 0,44 [2,01| - [1,45|0,63[0,19|047|0,79|067| - |048| - |062|067| - |035|0,70| -
01/05| 3,15 ]0,39/0,08|106| - |0,39|0,12/0,04|0,12/0,18]|0,13| - [009| - |0,16|0,16| - |0,06|0,17| -
01/06 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/07 | 12,04 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/08 | 12,04 |1,22]0,73]1,530,20[1,71]0,75/0,28 0,59 | 1,08 0,80 | 0,30 | 0,69 | 0,67 |0,60|0,73|0,24|0,51|0,81| -
01/09| 7,04 |0,79|0,37]094| - |095|048/0,16|0,35/059|0,50| - [037| - [041|044| - |017|054| -
01/10| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/11]284,84 | 21,9|19,8 32,7 | 3,2 |40,8[18,1| 85 [155|27,7(198| 7,4 |18,2|14,9|151|16,4| 57 |10,5[20,0| 2,4
01/12] 2,99 |048|011]046| - |041[0,19/0,06[0,12|020(0,19| - |0,12| - ]0,19]|019| - |0,07/0,21]0,70
01/13| 25,96 | 2,26 |1,54|3,16| - [3,57[1,82|0,76[1,35|240(1,82| - |159| - |146|161| - |0,76/1,86|0,89
01/14| 590 |066]0,36|0,78| - [091|0,35/0,13]|0,28/051[0,39| - [032| - [032|036| - |023[029| -
01/15| - - - - |013] - - - - - - 019 - |053] - - |0,09]| - - -
01/16| 8,46 |0,96)|047[121| - [1,25]/0,50/0,18]|0,40/069|0,58| - [043| - |044|050| - |029|057| -
01/17] 594 |065]/0,31]0,79| - ]0,94|0,36/0,12]|0,27|048|040| - [030| - [034|037| - |020]039]| -
01/18| 3,20 |0,53/0,13]0,50| - |0,50|0,16[0,04|0,12/022]0,20| - [0,12| - [0,18|020| - |0,09|0,19| -
01/19| 3,23 |0,55|0,08|051| - [051|0,18[0,05|0,14|0,24|0,13| - [0,13| - [0,19|022| - |0,08|0,22| -
01/20| 3,43 |0,56|0,14]050| - |0,49|0,16/0,04|0,13/0,36]0,20| - [0,13| - [0,19|021| - |0,10]0,20| -
01/21| 2,88 |0,52|0,10]047| - |048|0,15/0,03|0,11/020]|0,10| - [0,10| - |0,16|019| - |0,09|0,18| -
01/22] 29,10 |2,55|1,70 3,56 | - [3,98|1,92[082|152[276[201| - [1,79| - [151[177| - [1,19]2,04| -
01/23| - - - - 049 - - - - - - o085 - [180] - - |o72] - - -
01/24| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/25| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/26 | 438,08 | 33,0 | 33,0 | 48,7 | 52 | 58,7 27,9 12,7 24,7 |43,1(32,9[12,8(28,5|24,2|20,6|24,6|106|17,6[322| -
01/27| 3,36 |0,53/0,13]0,59| - |0,60|0,17/0,04|0,12/020[0,20| - [011| - [0,19|019| - |0,05|022| -
01/28 | 218,76 | 18,7 | 14,0 | 26,8 | 4,0 [ 295|150 6,4 |11,8|20,1|149| 51 | 134|134 [119|13,4| 46 | 7,0 [159|5,28
01/29| 9,93 |1,18|0,54|1,19|0,18|1,63|0,58|0,19|0,43|0,78|0,71 0,20 | 0,49 | 1,26 | 0,58 | 0,64 | 0,05 | 0,33 | 0,65 | -
01/30| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/31] 7,10 |1,10]|0,35]/090| - [1,30[0,37/0,13[0,28|0,44[053| - |025| - |043|044| - |011/047]1,08
01/32| 41,15 |3,73|2,58|507| - |578(285[1,15[(2,07|360[3,05| - [243| - [220|247| - |1,29[289]|1,29
01/33| 7,30 |1,11]0,36]096| - [1,33]040/0,13[0,28|045[051| - |027| - |045|045| - |0,11/0,49|1,08
01/34 | 66,67 |564|445|793| - [894(4,65|2,10(348|6,04|4,82| - |412| - [354|400| - |2,26[4,71]1,38
01/35| 10,96 | 1,38|0,47[1,55| - [2,04[0,72|0,21]045|0,70|0,76| - |042| - |064|068| - |0,26/0,70]|1,13
01/36| 6,39 |1,01]0,33/081| - [1,15]/0,33/0,11[0,24|0,40[045| - |024| - |040|/040| - |0,09/043|0,97
01/37| 4,14 ]0,50]0,20|0,59 | 0,07 | 0,69 | 0,24 | 0,06 | 0,19 | 0,33 | 0,23 [ 0,07 | 0,20 | 0,28 | 0,23 | 0,26 | 0,01 | 0,15]0,27 | -
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Tab. 99 Analytik, Aminosauren nach Hydrolyse der
Proteine, Teil 2

o 2
< © )
Sl e | 2122212122 |zl2212l21212l2|2|2|2|2
~ £ 22 2 298 5|22 232824
01/38 | 23,02 | 2,31 047 |5,00]|0,20]|2,12 1,25 | 056 1,31|2,06|1,72|051|1,07|393|1,20|144 021|067 |185] -
01/39| - - - - - - - - - - - - -
01/40| 29,11 | 2,96 | 0,78 | 5,68 | 0,38 | 3,03 | 1,61 | 0,75 | 1,59 | 2,51 | 2,47 | 0,72 | 1,40 | 4,96 | 1,55 | 1,94 | 0,39 | 0,94 | 2,21 | -
01/41] 32,28 [3,21/0,62|7,29| - |290/1,69|0,98 /186|277 |229| - |144| - |1,78]|191| - [092|262]| -
01/42| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/43| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/44| 19,41 [2,00|0,66 3,25| - |2,13|1,12|0,48|1,12|1,82|148| - |096| - |098|124| - |062|157| -
01/45| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/46| 14,18 [2,11|0,43|3,01| - |0,53/0,99/0,15/0,93/1,60/0,95| - |0,77| - |0,15]|064| - [0,58|1,34| -
01/47| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/48| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/49| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/50 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/51| 22,98 [2,28 0,74 3,91 | - |2,43/1,38|0,64/1,39|2,16|1,81| - |1,12]| - |1,19]|144| - [054[195]| -
01/52| 35,56 |3,65[1,37 553 | - |4,18/2,15/1,04|2,09|321|276| - |1,74| - |186]222| - [093[282]| -
01/53| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01/54| 20,71 [ 2,27 0,75 |2,74| - |2,08|1,34|0,49/1,19|2,03|1,96| - |098| - |1,09|142| - |066]|171| -
01/55| 18,05 [2,03|0,33|2,39| - [1,95/1,20|0,42/1,10|1,86|1,71| - |088| - |086]123| - [058]|153]| -
01/56 | 24,74 |2,75/0,30 [3,50 | - |3,00|1,51|0,64 /149240202 - |1,18]| - |1,38|172]| - [0,79[2,08]| -
01/57 | 2513 [ 2,76 0,74 |3,54| - |2,98/1,51|0,57 /146239198 - |120]| - |141]|175]| - [080[205]| -
01/58 | 38,11 [ 4,07 [1,14|512| - |4,29/2,63/0,83/2,20|3,72|359| - |184| - |189]257| - [1,02][321] -
01/59 | 38,51 [4,12|1,14|511| - |4,29/2,69|0,84|2,23|3,75|3,72| - |183| - |192]259| - [1,05|324]| -
01/60 | 31,95 [3,43|0,96|4,31| - |359/219/0,69/1,85|3,13|301| - |152| - |1,58]215]| - [085[270]| -
01/61] 193,14 [19,4| 85 |256| - |255|126]| 45 |106|178|164| - |106]| - | 93 |[11,9]| - [59 [145] -
01/62| 29,75 [ 3,22 1,46 3,66 | - |3,28/2,09/0,75/1,71/290|259| - |154| - |150]1,83]| - [081[241]| -
01/63 | 30,52 |3,42|091/386| - |3,33|2,16|0,76|1,78 3,04 2,80 - [169| - [144[192| - [093|249| -
01/64 | 22,56 | 2,53 1,09 |2,93| - |2,52|1,50|0,44|1,25|2,12|2,03| - |1,03| - |1,22]|149| - |056|186]| -
01a/1| 26,00 [2,87 0,39 4,29 | - |2,72|152|0,60|1,54|259|229| - |141]| - |127[160] - |0,76|2,13|2,.29
01a/2| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01a/3| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Otla/4| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
01a/5| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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Tab. 100 Analytik, Aminosauren nach
Hydrolyse der Proteine, Teil 3
=
2
g | E
5| 2
- | < — | = — — | = g
= - N A = O = N I = N = = O N S = N I = N I =
> e | T2l Zl sl SISl 2lS 2l Sl sl SISl 2128
| 3 |2\ 8|2\ 5|8|5|£|s|3|5|2 8|8 |8|E|E|E|5|S
02/01| 12,05 [0,89 /0,62 |2,83| - |1,61/0,53/0,23/0,56/0,96/0,83| - |061]| - |065]/063| - |0,39|0,72 0,54
02/02| - - - - - - - - - - - - - - -
02/03| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/04| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/05 | 326,44 | 23,0 [ 22,7 |44,8| - |437|183| 94 |17,2]|312]|240| - [21,0]| - [16,1|184| - |14,6]22,0|4,12
02/06| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/07 | 303,43 | 20,6 | 21,3 |44,5| - |406|16,2| 83 |16,4|291|222| - |190| - |147|16,7| - [13,7]20,1|3,76
02/08| 6,58 |0,73]|0,36/084| - [1,09[0,36|0,14|0,31/055|049| - |033| - ]035|0,38| - |0,22/0,44(0,71
02/09| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02110 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/11] 194,99 [ 16,0 [13,0 | 23,3 | - |297|11,8]| 49 |102]|181|141| - [11,9] - |95 [109| - | 74 [14,0] 4,1
02112 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02113| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/14 | 376,05 | 28,3 | 27,9 |420| - |53,5|21,7/10,2|20,1|36,3|28,7| - |249| - |182[21,0| - |16,7|26,5|229
02115| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/16| 546 |064|0,31|0,74| - |0,78/0,30/0,11/0,27|0,47|0,39| - |029| - ]0,28[0,31| - |0,21|0,37|0,40
02117 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02118 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/19| 22,11 [2,62|0,31|3,03| - |2,60|142|0,56|1,37|2,32|1,90| - [1,28| - [1,16|147| - |0,24|1,85]2,11
02/20| 16,67 [1,97 0,20 |2,35| - |1,90/1,07|043|1,05|1,79|146| - |096| - |085[109| - |0,15|1,41|1,68
02/21] 19,91 [2,47 0,22 |2,64| - |2,31|1,22|0,51|1,30]|2,16|1,73| - |1,16] - |1,01[130] - [0,18|1,71[1,99
02/22| 34,09 |4,62|0,97|3,69| - |477|207|0,75|2,01]322|3,12| - |1,79]| - |1,75]2,10| - |0,66|258 1,87
02/23| - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
02/24| 20,90 [2,39 /0,26 |3,06| - |2,44/1,33/0,53|1,28|2,22|1,84| - |125| - |098[1,34| - |0,21|1,77|2,00
02/25| 13,48 [1,50 | 0,17 |2,02| - |1,56/0,88/0,34|0,84 |1,44|1,14| - |083| - |064[088| - |0,15|1,12]1,33
02/26| 20,15 [2,29|0,19|342| - |2,40/1,24|050]1,29]|215]|1,29| - [1,14] - [1,04[130| - [017[1,72]1,71
02/27| 16,11 [1,89|0,16|2,75| - |1,86/0,99/0,381,01|1,71]0,99| - [097| - [085[105| - |0,15]1,35]1,42
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Tab. 101 Analytik, Zucker und organische
Sauren, Teil 1
- o
(=) = — I I
3 9 _ J 4 d 9 33 Jggssags s |
El o Jd 4 2 g g S 7 3 T I I AT e o oD
El 3 3 3 23 I 322 A2 G ¢ B g 3 = 5 2 g B 9
=1 I B s . I [ B e[ ) B 1 = A O =1 <1< {3 =1 =1 s
o o & % & g g 2 & & 3 g 3 8§ B 2 § @ ¢ & s g o ¥ & &
< o5 g £ 8 & 8B g £ sl ¢ 8 9 = ¢ s 5 ¢ & g g S g 5 g =L
3 5| 8 o 2 X 2 8 § 3 =g 2w F o8 g5 & L5 & & LY g g S
o 5 - © e I TR IO | <1 = I B - B e (et B I < |
zl ¥ < = 3 < gl 3| < <
N 2
01/01] 26,711,1]0,0] 13 [0,0][11,2]0,0]0,0[0,1] 0,1 [01]00][0,1]04]0,0][0,0][0,0]0,0][0,2]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
01/02 | 20,7/1,4]0,3]9,1[00] 81 [00]03][01]0,0 |05][00][0,1]00][09][0,0]00]00][0,0]0,0][0,0][0,0]00][0,0]0,0
01/03 | 23,4/1,0]/0,6][11,3[00] 97 [00]0,2[01]0,1[01]00][0,1]03]0,0][0,0]0,0]00][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
01/04 | 12,10,0/0,0][50[00] 7,0 [00]0,0][00] 0,0 [00]02]0,0]0,0][00][0,0][0,0][00][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
01/05 | 26,0 1,1]0,7[11,8[0,0 [ 11,0 [00]0,5][02] 0,2 [0,2]0,2][0,0]0,0]0,2[0,0]0,0]0,0][0,0]0,0]0,0[0,0]0,0][0,0]0,0
owvos | - [ - -1 -[-1-1-T-1T-1T-1-T1T-T-1-1T-T-1-1T-1T-1-1T-01T-1-1T-71-
oo | - [ - -1 -[-1-1-1-T1-T1T-1-"T1-"T1T-1-T-"@1T-1-1-"@1T-"1T-"1-"@1-"1-71-71-~-
o1/08 | 20,11,1]09]76[08] 68 |00]0,6][02] 1,7 [00]04][0,0]0,0][00][0,0]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
o01/09 | 33,121 |1,1]97[06]153|00]1,0][01]00 |04]00][1,3]00][00][0,0]00]00][0,0]00][00][0,0]00][16][0,0
oo - [ - -1T-[-1-1-T1T-T1T-T-1-T-T-1-T-1T-1-1T-@1T-T-T-"@1-T-7T-T1-~-
o111 | 88,4/ 0,0]2,9[305[0,0[41,5[00][0,0][00] 04 |[00]00][00]00][00][0,0][0,0][00][0,0][0,0][00][0,0][0,0][7,1]6,1
0112 | 3522,6]1,5[10,1[1,0 | 16,4 [00]1,3][04] 0,0 [06]0,0][0,0]0,0]0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0][13][0,0
0113 | 44,10,0]1,0[10,1[0,0 [ 27,9 0,0][1,2][0,0] 0,6 [0,0]0,0[0,0]0,0]0,0[0,0]0,0]0,0][0,0]0,0][0,0][0,0[0,0][1,0][24
o1/14 | 19,5(1,2]09]77[08] 74 |00]05[02] 03 [03]01]00]00][0,1][0,0]00]00][0,0]0,0][0,0][0,0]0,0][0,0]0,0
o5 o0 - -1 -[-1-1-T-1T-T1T-1-T-T-1-T-1T-1-1T-@1T-T-T-"@1-T-T-T1-+
o116 | 20,1[1,3|0,8]77[08] 7,3 [00]0,6[02]0,0 [04]00][00]00][00][0,0]00][00][0,0][0,0][00][0,0][0,0][09]0,0
0117 | 29,711,7[1.4]95[07[143]00][1,0[03] 04 [04]0,0][0,0]0,0]00][0,0]00]0,0][0,0]0,0][0,0][0,0]0,0][0,0]0,0
o118 | 19,6(1,2]09]76[08] 7,5 [00]0,6[02] 0,0 |[04]02][0,0]0,0][03][0,0]0,0][00][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
o119 | 20,1[1,1]0,9]6,1[08] 6,0 [00]0,5[04] 3,0 |00][07[0,0]00][06][0,1]00]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0][0,0]0,0
01/20 | 19,91,2]09]76[08] 73 |[00]0,6][02] 0,7 [00]03][0,0]00][02[0,0]0,0]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
o1/21 | 19,2 09]08]7,0[08] 60 [00]05[03] 19 |00]06][0,2]0,1]0,1][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0][0,0]0,0
01722 | 232(1,0]0,7]05[04] 86 |00]04]01]84[00][15[00]00][16[0,1]00]00][0,0]0,0][00][0,0]0,0][0,0]0,0
o123 | - [ - -1 -[-1-1-1-1T-T-1-T1T-T-1-1-1T-1-1-1T-1-1-1-1-"1-71-
o124 | - [ - -1 -[-1-1-T1T-T1T-T1T-1-T-T-1-T-1T-1-1-"@1T-T1T-T1T-"@1-T1-"T1-1-~-
ot2s | - [ - -1-[-1-1-T1T-T1T-T1T-1-T1T-"T-1-T-1T-1-T1T-@1T-T1T-T-"@1T-T1T-"T-T1-+
01/26 | 94,9 6,2 |4,2[37,0[4,0 | 346 [00]28[1,1]0,0 [18]02][00]00]00][1,0][00]00][0,0]00][0,0][0,0]00][20]0,0
0127 | 17,1[11]07]67[07] 63 [00]05[02]0,0 [03]00][0,0]00]0,1][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0][0,7][0,0
01/28 | 200,5| 8,5 | 3,0 [56,0] 0,0 [114,5] 0,0 [7,3][0,0] 2,2 [ 28]0,0[6,7]0,0][0,0[0,0[0,0][0,0][0,0[0,0][0,0][0,0][0,0][0,0]0,0
01/29 | 40,0[ 1,4 | 1,1]16,7[ 1,0 [ 17,5 | 00]0,9]02] 0,0 [07]0,1][0,3]0,2]0,1][0,0]0,0]0,0][0,0]0,0]0,0[0,0]0,0][0,0]0,0
oo | - [ - -1-[-1 -1-T-@1T-1T-1-01T-1T-1-1T-1T-1-1T-01T-1-1T-01T-1-1T-71-
01/31 | 40,0[ 1,6 | 0,9]16,8[0,0 [ 18,0 | 00]1,0[0,2] 0,0 [08]0,0[0,0]0,0]0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0]0,0][0,0][0,0][0,8][0,0
01/32 | 46,4 1,5]0,7]182[0,0]23,1]00][1,1][01]0,0 [07]00][00]0,0][00][0,0]0,0][00][0,0]0,0][0,0][0,0]0,0][1,0][0,0
01/33 | 37,114 |0,8][155[0,0 | 16,6 | 00]0,9]0,1] 0,0 |07]0,0][0,0]00][0,0][0,0]00]0,0][0,0]0,0][0,0][0,0]0,0][1,0][0,0
01/34 | 44,551,304 [182[0,0]22,6|00]0,0][01]0,2]09]00][00]00][00][0,0]00]00][0,0][00][0,0][0,0]0,0][08][0,0
01/35 | 41,711,3]0,6 [17,5[0,0 | 19,5 | 00]0,7][0,1] 0,3 [0,8]0,0[0,0]0,0][0,0[0,0[0,0][0,0][0,0[0,0][0,0][0,0[0,0]0,8]0,0
o01/36 | 36,21,3]0,6153[0,0] 16,6 |00]0,7][01]0,2[07]0,0][0,0]00]00][0,0]0,0]00][0,0]0,0][0,0][0,0]0,0][08][0,0
01/37 | 134130434 (04| 57 [00]09[01]1,0[00]0,1[0,0/00]0,0[0,0[0,0]0,0[0,0[0,0]0,0[0,0[0,0]0,0]0,0
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Tab. 102 Analytik, Zucker und organische
Sauren, Teil 2
& g

S 7| — O —=| —| —

5 |3 _ == =125 |53 2|

E | » S I B I [ |2 Tl s| ==
E |5 o) Tl 2|T|2=s|lz|2=5|2|2|5([B|¢|2|=Z
= — o ] [=) [=)) — [} - <)) - | 2 S35 = ® | T | - c|l<|R]2T| =
Z0s [ 2L =2 =|=|s|lz|lel=|c|2(a|2|2|S|e|s|lc|e|s|B|5]|2
S |3z 3|8l s8] s |E|gls8|sls|alalelsll&|l2|l2|%|8|2|e|e|%]|2
o 5= s | = 2 > = ] [ S = > | @ o S|l £ | & 5 <3 I o © E|ln| ®
z N2| 3] O ] 3 - = < | ®» = O|lu|(<<|la|lW|lw|@o|2|<-|-]2[>]<]|~|=
01/38 | 149,6]5,38] 2,3 (32,5 0,0 | 39,2 | 0,0 [ 3,1 [ 2,0[57,3]| 0,0 [3,0/0,0/0,8][3,4[0,7[0,0/0,0][0,0][0,0]0,0]0,0]00][0,0]00
o139 - [ - [ - - -1 - T -T-"1T-"T-"7T-""T""7T"-"7T-"T-"T"""T"-"7T-"T""T-"7T-T"-"T""T-7T7=
01/40 | 140,24,13[ 0,9 [33,7[ 0,0 | 40,2 | 2,3 [ 0,0 [0,0[58,9] 0,0 [0,0[0,0[0,0[0,0[0,0][0,0[0,0[0,0][0,0[0,0][0,0[00][0,0]0,0
01/41 | 140,2]5,23[2,2[30,1] 0,0 | 36,3 | 0,0 [ 2,9 [2,0[52,3] 0,0 [3,1[1,3]0,9][3,1][0,7[0,0[0,0[0,0][0,0[0,0][0,0][00][0,0]0,0
o2 | - [ - [ -1 - -1 -1 -T-"1-T-"1T-1T"1T-"1T-"T-"1""1T-1T-"T"1T-""-1T"-"T-1T—-"7=
o3| - [ - [ - - [ - -1 -1 -"1-1T-1T-1-"1T-"T-T-""1""-"1T-"T""T-"-1T-"T"1T-"7-
01/44 | 116,4/5,06{ 1,3 (13,1 0,0 | 249 | 0,0 [ 35| 7,0[583] 3,3 |0,0]/0,0/0,0[0,0[0,0]0,0/0,0][0,0][0,0]0,0]0,0]00][0,0]0,0
o5 | - [ - [ - - [ - - I - T -"1T-"T-"T7T-""T""T"-"7T"-"T-""T"""T"-"7T-"-T""T-"7T-T"-"T""T-7T7=
01/46 | 104,4]5,02[ 0,7 [12,2][ 0,0 | 22,6 | 0,0 [ 2,2 [3,8][50,7]| 0,0 [3,6]0,0[0,0[1,8[0,0][0,0[0,0[1,8[0,0[0,0][0,0[00][0,0]0,0
o7 | - [ - [ -1 - - - -1 -"1-T-"T-1T-"T-""T-7T-""T-""T-"7T-"1T-"1T-"T-"T-"T-1T-T1T-
o8| - [ - [ - - [ -1 -1 -T-1-T-"1T-1T-"1T-"T-T-1"-"1T-T-T"-"T-"T"-"1T-T"1T-"7-=
o9 | - [ - [ -1 - [ - -1 -1 -"1-T-"1T-1-"1T-"T-"T-""1""-"T1T-"T""T-"""-"1T-"T-"1T-"7T-
o150 | - | - [ - - [ - -1 -1 -1-T-"T7T-"1T"-"7T-"T-"T-""T"-"""-"T-"T""T"""-T-"-T"1T-"7=
01/51 | 102,4[0,92[ 0,0 [12,4] 0,0 | 26,6 | 0,0 [ 0,0 [ 0,0 [62,5] 0,0 [0,0]0,0/0,0]0,0[0,0[0,0[0,0[0,0[0,0][0,0[0,0][0,0][0,0]0,0
01/52 | 120,8]5,86{ 0,9 [14,6] 0,0 | 26,3 | 0,0 [ 2,6 [ 4,4 | 58,6 0,0 [3,8]0,0]/0,0[1,8[0,0][0,0[0,0[1,8[0,0[0,0[0,0[0,0][0,0]0,0
o3| - [ - [ -1 -1 -1 -1 -T-1T-1T-"1T-1"-"1T-"1T-1T-1"-1T-1T-1T-1T-"T-1T-1-1-1T~
01/54 | 144,7]5,93[1,9 [11,9] 0,0 | 29,9 [252] 0,0 [ 2,7 [54,9] 0,0 [6,3]1,4/0,0[3,2]0,9]0,6/0,0[0,0[0,0][0,0[0,0[0,0][0,0]0,0
01/55 | 108,3]4,74[ 1,0 | 51 [ 0,0 | 21,1 [13,1] 3,1 | 2,5 | 46,0 | 0,0 [3,9]1,1/0,0[4,2[0,8[1,5/0,0[0,0[0,0]/0,0]/0,0][0,0][0,0]0,0
01/56 | 89,4/561[13 84 |00 7.1 |66 |32|32]449]00 [52]08]00][21[10]0,0/0,0][0,0][0,0]00]0,0][00][0,0]00
01/57 | 89,0/501{0,7 62 33| 00 |47 [23[33[535]00[55]1,1/00[23[09]0,0/0,0][0,0][0,0]00]0,0][00][0,0]0,0
01/58 | 78,0(6,52{ 08 7,6 [ 58 0,0 | 00 [29[48][441]0,0 [25][10]0,0][05][09]0,0]0,0][00][0,0][0,0]0,0]00][0,7][0,0
01/59 | 73,6/559[ 0,269 [50 48 |00 [19[24[41,2]0,0[00]25]/08]00][0,0]0,0]0,7[08]0,7[0,0]0,0][00][0,0]0,0
01/60 | 65,6/5,60{0,7 |63 [ 48 00 |00 |24 [41]37,0]0,0 [21]09]0,0][09][0,8]0,0]0,0][00][0,0][0,0]0,0][00][0,0]0,0
01/61 | 205,6[18,0{ 2,2 [20,5[15,4| 0,0 | 0,0 | 7,5 [12,9] 122 | 0,0 [4,8]1,9/0,0]0,0[0,0][0,0/0,0[0,0[0,0][0,0[0,0]/0,0][0,0]0,0
01/62 | 59,9]2,97{ 0180 [00] 50 |00 [16]09][37.7]00]00]15/00]0,0][0,0]01[1,1][06[03]0,0]0,0][0,0][0,0]0,0
01/63 | 54,1[2,78{ 0253 [ 00 50 |00 [1,8[14[334]00[0,0]18]/00[0,0][0,0]00/09[10[05][00/0,0][00][0,0]0,0
01/64 | 47,7[4,04[ 0572 [0,0] 59 |00 [15[15]246]0,0[00]14]0,0][00][0,0]0,1]0,2[03][0,4]0,0][0,0][00][0,0]0,0
otat | - [ - -1 -[-1-1-T-1T-T-T-T7T-"T-"T-7T-"1T-""T-"7T-1T-"1T-"T-T-1T-1T-T1T-
ota2| - [ - [ - - [ -1 -1 -T-1-T-"1T-1T-"T-"T-T-"1""1T-T-T"1T-""-"1T-"T-1T-"7-=
o3| - [ - -1 -[-| -1 -1T-1-T-T1T-1-"T-T-T-"1"1-"1T-"T"1T-"""-"1T-"1T"1T-"7"-
o4 | - | - | - | - [ -1 -1 -T-"1T-"T-"7T-"1T"-"7T-"1T"-"T-"1T""""-"T-"-"T""T""""-"T-"T"1T-"7=
otas | - | - - - -1 -1-1-1-1T-1-1-1T-T-1-1T-1-1T-T1T-1T-1-1~-1-1-T7T-
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Tab. 103 Analytik, Zucker und organische
Sauren, Teil 3
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— | 5 ) 22 212 <
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Ele |z sl Z|a|s|g|l2|z|2|=s|l=l22e2|l28 |[E|¢|3|
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s 2 |s|2ls|=| S| s|8|8|2|ls|lalelg|S|c|8|8|s|l&le |c|5]8|q
< o » - 7] [0} @Q = c c S = » o S [<] o 1] E=1 o S |® 8 % 9] g
S |12 |els|8|8|S|c|s|s|s|¢g|e|s|als|ele|ala|le) |B]la|a]|s

(S8 El2| =] 2 |s|e|3[=2|218[8|e|ls|a|5|o|la|ld|lglc|E|N|S
'Z‘N%')_IO(DXu.E(mEOuJ(D_uJNm.Q\—\—ﬂ:l';><\—E
02/01 | 154/ 07|06 74[00] 00 [63]01]02]00 ]03][00]00/00][0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0]00]0,0][00][0,0]00
02/02 | 24,2[ 1,6 [1,0[105[ 00 0,0 [99]03[04] 00 |05[0,0]00/00][0,0][0,0]00]0,0][0,0][0,0][00][0,0][00][00]00
02/03 | 13,2[1,5[09[94[00] 00 [00][0,1[03] 04 [04][00]00]00][00][0,0]0,0]0,0][00][0,0][0,0]0,0]00][0,0]0,0
02/04 | 16,2[ 0,0 08[76[00] 00 |[57]05][03] 07 [03][0,3]0,0]00][00][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0]00][0,0]0,0
02/05 | 109,2| 7,7 | 5,6 [47,3[ 0,0 | 0,0 [40,9] 0,9 [14] 1,3 [3,3[0,3]0,0]0,0][0,0][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0][00][00]06
02/06 | 17,6/ 0,7]07[85[00] 00 | 71]0,0][02]00 |02][0,0]00]00][0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0]0,0
0207 | - | - |- - [ -1 -1 -T-"1T-"T-"T7T-"1T"-"7T-"T"-"T-"1T"""T"-"T-"-T-""T-""-"T"-"T"1T-7-
02/08 | 29,4/ 1,006 14102 | 124 [00]05[01[ 00 |03[0,0]00/00][02]0,0]00]0,0][0,0][0,0][00][0,0][00][0,0]00
02/09 | 26,9] 2,206 [12,5[ 0,2 10,7 [ 0,0 [0,5[0,0] 0,0 [ 0,3 [0,0][0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0][00][0,0][0,0]0,0][00][0,0]0,0
0210 | 451 1,5 [0,7 [11,8[ 0,0 [ 23,7 [ 00 [1,0[23] 3,2 [ 0,0 [1,0][0,0]0,0]00][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0]00][0,0]0,0
21| - [ - [ -1 -[ -1 -1 -T-1-1T-"1T-1T-"1T-"T-T-"T""-1T-"T"1T-1""-"1T-"T-1T-71T-=
02112 | 47,1] 26|07 [188[ 00| 1820006 [18] 29 |00 [0,9]0,0]0,0][0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0]00]00][00][0,0]06
0213 - | - [ - | - [ -1 - T -1T-"1T-"1T-"7T-"1T-"7T-"7T-"T-""""""-"T"T""T-7-T"T"1T-/"7"T=
02114 | 0,0[0,0[00[00[00] 00 [00]0,0][00][00 ]00][00]00]/00][0,0][0,0]00]0,0][0,0][0,0][00]0,0][00][0,0][00
02/15 | 37,8/ 0,0 [1,0[16,1[ 0,8 | 14200 [0, [0,1] 0,0 [ 0,7 [0,0][0,0][0,0][00][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0][00][0,0][44
02/16 | 19,3[ 0,908 91|00 7.4 [00]04[02] 05 [0,0][00]00]00][00][0,0]00]0,0][00][0,0]00]0,0][00][0,0]00
02117 | 231 28]09[61 |00 73 [00]05][04] 25 |00 [20]00]/05][0,0][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0]00][02]0,0
0218 | 46,721 ]01[55[00] 38 |00 ]16[1,0][292]00[15]/00]/00][1,0][0,7][03[0,0][0,0][0,0][0,0]0,0][00][0,0]0,
02119 | 49,5/23]01 (25|00 33 |45]09[14[305]00[22]00/00][16[0,0]0,0/0,0][0,0][0,0]00]0,0][00][0,0]00
02/20 | 39,5/ 2,200 22|00 30 [40]08[13[21,6]00[21]00/02[1,4[0,7][0,0]0,0][0,0][0,0]00]0,0][00][0,0]0,0
02121 | 50,8/ 2,4 [00[ 20|00 29 [45]0,8[14[31,8]00[23]00]03][16][0,7[0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0
02122 | 46,2[ 2,4 [00[ 27|00 25 [43[1,0[14]264]0,0 [23]00]03][16[08]0,0]0,0][00][0,0]0,0]00][00][00]05
02123 | 39,5/ 0,0[00[26[00] 31 [32]06[00][27,2]00[27]00]0,0][0,0][0,0]0,0]0,0][00][0,0]0,0]0,0]00][0,0]0,0
02124 | 37,2[23]00[ 1700 23 [42]08[1,6]205]0,0 [22]00]03][1,3]0,0]0,0]0,0][0,0][0,0]00]0,0][00][0,0]00
02125 | 315[16]00[11 ][00 1,3 | 27]04[1,1]208]0,0 [1,7]00]0,0][0,8]0,0]0,0/0,0][0,0][0,0]0,0]0,0][00][0,0]00
02126 | 3832200 25[08] 00 [00]04[13[27,9]00[30]00/03][0,0][0,0]0,0]0,0][0,0][0,0][00][0,0][00][0,0]00
02/27 | 256] 1,800 22|08 00 [00]05][11[153]0,0[27]/00/[0,1]00][05][04[0,0][00][00][00/[0,0][00][0,0][00
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