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Einleitung und
Grundlagen

Die Behandlung biologischer Zel-
len mit starken gepulsten elektri-
schen Feldern kann zur irreversi-
blen Bildung groBer Poren in der
Zellmembran flihren (Elektropo-
ration) und damit einerseits zur
effektiven Gewinnung der Zellin-
haltsstoffe andererseits zur Abt6-
tung von Mikroorganismen ge-
nutzt werden. Obwohl der Effekt
seit L&ngerem bekannt ist, waren
industrielle Anwendungen jedoch
bisher selten und auf wenige Ge-
biete beschrankt. Fortschritte in
der Hochleistungsimpulstechnik,
die in den letzten Jahren erzielt
wurden, bieten nun erstmals die
Moglichkeit, die irreversible Elek-
troporation auch industriell in
groBem MaBstab wirtschaftlich
einzusetzen.

In der Nahrungsmittelproduktion,
zur pflanzlichen Rohstoffgewin-
nung und zur Keimabtdtung
muss die Membran biologischer
Zellen zerstdrt werden.

Gegeniber herkémmlichen, vor-
wiegend thermo-chemischen
Zellaufschluss- und Sterilisati-
onsverfahren besitzt die Elektro-
poration ein erhebliches Potential
zur Energieeinsparung, zur Ver-
meidung des Auftretens kriti-
scher chemischer Substanzen
und zur Gewinnung von pflanzli-
chen Nahrstoffen mit hdherer
Reinheit.

Biologische Zellen sind abge-
schlossene Systeme, deren inne-
re Strukturen (Zellkern, Zytosol,
etc.) durch eine ,dichte” Mem-
bran gegen die AuBenwelt abge-
schirmt sind. Die Grundstruktur
dieser Membran besteht aus ei-

ner elektrisch isolierenden Phos-
pholipid-Doppelschicht. Im Ge-
gensatz dazu ist das durch die
Membran eingeschlossene Zyto-
plasma elektrolytisch leitend. Be-
findet sich die Zelle in einem
waéssrigen, ebenfalls elektroly-
tisch leitenden Milieu, so kommt
es beim Anlegen eines elektri-
schen Feldes zur lonenwande-
rung und damit zur Polarisation
an der undurchlassigen, isolie-
renden Membran. Durch die Po-
larisation wird das Innere der Zel-
le nach kurzer Zeit feldfrei, d.h.
die gesamte urspringlich Gber
der Ld&ngenausdehnung der Zelle
anliegende Potenzialdifferenz
fallt nun Gber der nur 5 nm din-
nen Membran ab. Die Membran-
feldstarke wird dadurch gegen-
Uber der urspriinglich angelegten
Feldstarke um einen Faktor er-
hoht, der dem Verhaltnis der Zell-
ausdehnung in Feldrichtung (eini-
ge um) zur Starke der Zellmem-

bran (ca. 5 nm) entspricht und da-
her sehr hohe Werte annehmen
kann. Fir eine kugelige Zelle sind
die Verhaltnisse in Abb. 1 darge-
stellt. In diesem Fall hédngt der
Verstarkungsfaktor zuséatzlich
vom Azimut ab.

Zur Einstellung der Polarisation
wird eine Zeit bendtigt, die durch
die Zellabmessungen, die spezifi-
sche Membrankapazitat und die
spezifischen Leitfahigkeiten in-
nerhalb und auBerhalb der Zelle
bestimmt ist. Uberschreitet die
Potenzialdifferenz tiber der Mem-
bran einen kritischen Wert, — er
liegt bei ca. 0,5 V —, so dehnen
sich zufallig vorhandene Offnun-
gen aus. Die Triebkraft flr die Ver-
gréBerung der Pore ist die Freie
Energie F(r,t) der Porenbildung
(Abb. 2) [1, 2]. Sie setzt sich aus
einer Summe unterschiedlicher
Energieterme zusammen, die die
Oberflachenspannung der Mem-
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Abb. 1: Feldverstarkung ¢, durch Polarisation an der Membran ei-
ner kugeligen Zelle (h = Starke der Zellmembran, E. .= angelegtes
externes Feld, E,,.,= Feld an der Membran).
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Abb. 2: Modell zur Beschreibung des Porenwachstums unter dem Einfluss elektrischer Felder: Auf-
grund thermischer Fluktuationen entstehen Poren zunéchst in hydrophober Form. Uberschreitet ihr
Radius einen bestimmten Wert, dndert sich ihre Gestalt und sie wandeln sich in hydrophile Poren
um. Die Triebkraft fiir die dann einsetzende weitere VergréBerung der Pore ist die Freie Energle F(r,t)
der Porenbildung. Sie setzt sich aus einer Summe unterschiedlicher Energieterme zusammen. Uber-
schreitet der Porenradius wahrend der Dauer des Feldimpulses einen kritischen Wert, so bleibt die

Pore irreversibel geéffnet.

bran, die Ringspannung in der
gebildeten Pore, die sterische
AbstoBung zwischen den polaren
Koépfen der Phospholipid-Mo-
lekile in der Pore und die kapazi-
tive elektrische Energie berick-
sichtigen. Letztere gibt die Diffe-
renz zwischen der kapazitiven
Energie mit und ohne Membran
als Dielektrikum wieder und be-
wirkt die Abhéngigkeit der Freien
Energie vom Quadrat der elektri-
schen Feldstérke. Uberschreitet
der Porenradius wéahrend der
Dauer des Feldimpulses einen

kritischen Wert, so bleibt die Pore
irreversibel gedffnet, d. h. die Zel-
le ist nicht mehr in der Lage, die
Pore auszuheilen, das Zytoplas-
ma flieBt aus, und die Zelle stirbt
ab. Die vorlbergehende oder
permanente Offnung von Poren
unter dem Einfluss des elektri-
schen Feldes wird als reversible
bzw. irreversible Elektroporation
bezeichnet.

Aus dem beschriebenen Modell
wird deutlich, dass die Amplitu-
de, die Form und die Dauer der

Feldimpulse einen entscheiden-
den Einfluss auf die Porenbildung
besitzen. Will man einen Zellauf-
schluss durch dauerhafte Off-
nung der Zellmembran erreichen,
so muss die Dauer der elektri-
schen Feldimpulse groBer sein
als die Summe der Zeitkonstan-
ten fur die Einstellung der Polari-
sation und fir das Erreichen des
kritischen Porenradius. Die zu-
gehérigen Feldamplituden han-
gen von der GroBe der Zelle ab
und liegen zwischen 0,1 MV/m
und 10 MV/m.
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Impulserzeugung

Fir industrielle Anwendungen
der Elektroporation geeignete
Pulsgeneratoren muissen in der
Lage sein, die notwendigen
elektrischen Feldstdrken von
0,1-10 MV/m fur die erforder-
lichen Pulsdauern von 10 ns bis
10 ps in einem durch den ge-
winschten Durchsatz bestimm-
ten Volumen aufrecht zu erhalten.
Zusatzlich muss gewéhrleistet
sein, dass jede Zelle, die fir den
gewlinschten Effekt notwendige
Anzahl von Impulsen gesehen
hat, wodurch bei vorgegebener
FlieBgeschwindigkeit und Lange
der Behandlungsstrecke die Re-
petitionsrate des Generators
festgelegt ist. Zur Realisierung
der fUr die meisten Anwendun-
gen aus 6konomischen Griinden
notwendigen hohen Durchsétze

(> 100 m*/h) sind daher re-
lativ groBe Elektrodenflachen
(> 1000 cm? und Elektrodenab-
stande (> 20 cm) erforderlich. Die
elektrolytische Leitfahigkeit der
Zellsuspensionen liegt typischer-
weise bei 0,1 S/m. Bei einer Feld-
starke von 1 MV/m und einer
Elektrodenflache von 1000 cm?
betragt die Pulsstrombelastung
des Generators 10 kA. Als Gene-
ratoren sind daher nur Hoch-
spannungspulsgeneratoren, mit
kleinem Innenwiderstand und ei-
ner Impulsleistung im Gigawatt-
bereich geeignet. Abhéngig vom
Elektrodenabstand sind Im-
pulsamplituden bis in den Mega-
volt-Bereich erforderlich. Solche
Impulse lassen sich mit Marx-
generatoren, Kettenleiteranord-
nungen, Kabelimpulsgeneratoren
oder Kombinationen derselben
erzeugen.

Aufschluss pflanzlicher
Zellen

Um die in einer Pflanzenzelle ak-
kumulierten Nahrungsmittel, wie
Zucker, Starke, Fette etc. gewin-
nen zu kénnen, muss die Zell-
membran und meist auch noch
die Membran von Organellen, die
im Inneren der Zelle als Speicher
dienen, gedffnet werden. Dies
kann thermisch, mechanisch,
chemisch-enzymatisch oder
eben auch mit Hilfe starker ge-
pulster elektrischer Felder erfol-
gen. Die Vorteile der Elektropora-
tion gegeniber den herkdémm-
lichen Verfahren sollen hier
zundchst am Beispiel der Gewin-
nung von Zucker aus Zucker-
riben dargestellt werden, einer
Anwendung, die von uns zusam-
men mit der Stdzucker AG und

o

Abb. 3: Die mobile Karlsruher Elektroporations-Anlage KEA. Links eine Gesamtansicht der Anlage.
Rechts das ProzessgefaB mit den in die Wand eingelassenen 4 Elektrodenpaaren aus Edelstahl. Bei
nominaler Pulsspannung erreicht das Feld zwischen den Elektroden 12 kV/cm. Die elektrischen Im-
pulse werden mit einer Frequenz von bis zu 10 Hz, mit einer Amplitude von 300 kV und einer Dauer
von ~ 1 ys mit Hilfe eines sechsstufigen Marxgenerators erzeugt. Die Riiben durchfallen das Rohr
von oben nach unten in einem Wasserbad und verlassen es mit Hilfe eines Schneckenférderers.
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dem Ingenieurblro Lutz & Kern
entwickelt wird [3].

Das Standardverfahren zur Ge-
winnung von Zucker aus Zucker-
riben besteht darin, die Zucker-
riben zu schnitzeln und anschlie-
Bend bei erhdhten Temperaturen
mit so wenig Wasser wie méglich
zu extrahieren [4]. Der im Zellsaft
enthaltene Zucker kann die Zelle
nur verlassen, wenn die Membra-
nen der Zelle und der Vakuole, die
als Speicher dient, zerstort wur-
den. In modernen Zuckerfabriken
wird dies durch thermische De-
naturierung bei Temperaturen
von mehr als 70° C erreicht. Bei
diesen Temperaturen werden
auch unerwilinschte Substanzen
aus den Zellwédnden wasserlds-
lich. Diese Substanzen missen
spéater durch ein aufwandiges
Reinigungsverfahren wieder aus
dem Rohsaft entfernt werden.

Erhebliche Energieeinsparungen
und weniger aufwandige Reini-

behandelt

gungsprozeduren sind denkbar,
wenn der Zellaufschluss mit Hilfe
gepulster elektrischer Felder er-
folgen kann. Dazu miuissen die
Vorteile der neuen Technik aller-
dings nicht nur im Labor demons-
triert werden, sondern auch ein
gangbarer Weg aufgezeigt wer-
den, wie die in einer Zuckerfabrik
notwendigen Durchsétze von
mehr als 10 000 t Ruben pro Tag
erreicht werden kénnen.

Um die potentiellen Vorteile des
Verfahrens auszuloten, wurde
zunachst die mobile Anlage KEA
(Karlsruher Elektroporations-An-
lage) (Abb. 3) gebaut und im
Technikum der Stdzucker AG in
Offstein in mehreren Versuchs-
kampagnen eingesetzt.

Die an KEA behandelten Zucker-
riben wurden geschnitzelt und
entweder mit hohem Druck kalt
gepresst oder mit Wasser bei un-
terschiedlichen Temperaturen ex-
trahiert. Die Abb. 4 zeigt die Kon-

unbehandelt

sistenz einer Ribe vor und nach
der Behandlung zusammen mit
der entsprechenden Saftausbeu-
te durch 15 mindtiges Kaltpressen
mit 32 bar. Um die gleiche Saft-
ausbeute wie bei thermischer De-
naturierung zu erzielen, ist ein
vielfach geringerer Energieauf-
wand erforderlich. Daneben
konnte durch die Experimente mit
KEA auch gezeigt werden, dass
sich ein reinerer Rohsaft, der we-
niger durch unerwiinschte Stoffe
belastet ist, gewinnen I&sst.

Um zu demonstrieren, dass sich
diese Technik auch zu den in ei-
ner groBen Zuckerfabrik notwen-
digen Durchsétzen skalieren und
wirtschaftlich vorteilhaft betrei-
ben lasst, wurde anschlieBend
die Anlage KEA-ZAR (Zellauf-
schlussreaktor) auf dem Gelande
der Zuckerfabrik Offstein errich-
tet und im Herbst 2002 erprobt.
Obwohl noch Verbesserungen
der Feldhomogenitat notwendig

auf der linken Schnittfliche der behandelten Riibe sind ein Indikator fiir die Zerstérung der Zell-
membranen. Rechts: Saftausbeute nach Elektroporation und 15-miniitigem Kaltpressen mit 32 bar
(links), Saftausbeute nach klassischer Behandlung (rechts).
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erscheinen, hat sich das Grund-
konzept der KEA-ZAR-Anlage
dabei bewé&hrt und bildet die
Grundlage flir den Bau einer An-
lage mit Durchsatzen von bis zu
2500 t/d.

Sterilisation mit

gepulsten elektrischen
Feldern

Die Abtbtung von Bakterien und
anderen Mikroorganismen ist ein
weiteres attraktives Anwen-
dungsfeld der Elektroporation.
Allerdings sind hierflir erheblich
héhere Feldstarken als zum Auf-
schluss pflanzlicher Zellen not-
wendig, und die Realisierbarkeit
einer effektiven Sterilisation allein
durch Anwendung starker ge-
pulster elektrischer Felder er-
scheint erheblich unsicherer.

Die Effizienz der Keimabtétung
hangt dabei von einer groBen
Zahl variabler Parameter (Im-
pulsamplitude, Impulsdauer, Re-
petitionsfrequenz, Anstiegszeit,
Temperatur, Keimtyp, Stadium
der Keimentwicklung, etc.) ab.
Dies ist vermutlich der Grund fir
die sehr widersprichlichen Anga-
ben in der Literatur. Daher haben
wir in Zusammenarbeit mit dem
ITC-WGT mit eigenen systemati-
schen Untersuchungen zur Keim-
abtétung begonnen.

Mittelfristiges Ziel ist dabei die
Nachbehandlung gereinigter Ab-
wasser aus Klaranlagen zur Re-
duktion der Keimzahl. Die Attrak-
tivitat des Verfahrens beruht hier-
bei auf der moglichen Vermei-
dung unerwiinschter Nebenef-
fekte, die bei chemischen Des-
infektionsverfahren  auftreten
kénnen. Im Abwasser von Kléran-
lagen treten in wachsender Zahl

auch antibiotikaresistente Bakte-
rien auf, deren Freisetzung in die
aquatische Umwelt unvorherseh-
bare Folgen haben kann. Eine
Reduktion der bakteriellen Belas-
tung dieser Abwasser mit einem
umweltfreundlichen und 6kono-
misch attraktiven Verfahren vor
ihrer Abgabe in die Umwelt ist da-
her duBerst wiinschenswert.

Bislang wurde der Einfluss zweier
Impulsformen auf die keimabt6-
tende Wirkung an dem Laborbak-
terienstamm Pseudomonas pulti-
das untersucht.

Mit den nahezu rechteckférmi-
gen Impulsen eines Kettenleiter-
generators und steilen Impuls-
flanken ergaben sich dabei die
besten Ergebnisse. Hier liegt die
elektrische Feldstarke nahezu
wéhrend des gesamten Impulse
Uber dem kritischen Wert. Die ur-
sprungliche Keimzahl wurde da-
bei um mindestens den Faktor
1000 pro Impuls reduziert. Leider
setzt sich der exponentielle Ver-
lauf der Abtdtungsrate mit zu-
nehmender Impulszahl nicht fort.
Vielmehr wird eine Séattigung be-
obachtet, deren Ursachen bisher
nicht verstanden sind. Die Unter-
suchungen werden gegenwartig
mit anderen Bakterienstdmmen
fortgeflhrt.

Weiteres Potential der
Elektroporation

Der im vorigen Abschnitt be-
schriebenen Aufgabe &hnlich ist
die Unterdrickung von Biofou-
ling, d.h. die Anlagerung von bio-
logischem Material auf feuchten
Oberflachen, in aquatischen Sys-
temen im Kraftwerksbereich und
in der chemischen Prozesstech-
nik.

Eine Vielzahl sehr unterschied-
licher Organismen wie Bakterien,
Protozoen, Pilzen, Muscheln, Al-
gen, etc. kann an der Bildung sol-
cher Anlagerungen beteiligt sein.
Die Bek&dmpfung mit Bioziden ist
haufig schwierig und wegen der
damit verbundenen Umweltbe-
lastungen oder einer moglichen
Unvereinbarkeit mit dem industri-
ellen Prozess manchmal unak-
zeptabel. Es ist daher geplant, zu
untersuchen, ob mit Hilfe gepuls-
ter elektrischer Felder die Entste-
hung solcher Biofilme vermieden
werden kann und ob sich vorhan-
dene Biofilme mit dieser Technik
beseitigen lassen.

Ein weiteres bisher weitgehend
unerschlossenes Forschungsge-
biet ist der Einsatz der Elektropo-
ration fur die Gewinnung hoch-
wertiger Inhaltsstoffe, z.B. von
Biopolyester, aus Mikroorganis-
men wie Mikroalgen und Bakteri-
en. Mit dem Umweltbiotechnolo-
gischen Zentrum des Umweltfor-
schungszentrums Leipzig UFZ)
soll untersucht werden, ob sich
durch Kombination der Elektro-
poration mit bisher verwendeten
chemisch-enzymatischen Auf-
schlussverfahren eine Verbesse-
rung der Wirtschaftlichkeit bei der
Gewinnung von Biopolyestern er-
reichen l&sst.

Schlussfolgerungen

Mit Hilfe starker gepulster elektri-
scher Felder lassen sich biologi-
sche Zellen aufschlieBen und ab-
téten. Dieser Effekt besitzt das
Potential fir zahlreiche neuartige
Anwendungen zur Gewinnung
von werthaltigen Grundstoffen fir
die Nahrungsmittelindustrie und
eine nachhaltige Chemieindus-
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trie, zur Reduktion der Keimzahl
in der Wasseraufbereitung und
zur Unterdriickung von Biofouling
in aquatischen Systemen im
Kraftwerksbereich und in der
chemischen Prozesstechnik. In
Kombination mit anderen physi-
kalischen, chemischen und bio-

logischen Verfahren kann die
Elektroporation zudem zu erheb-
lichen Verfahrensverbesserungen
fuhren.

Sowohl die Erforschung als auch
die Anwendung der Wirkung star-
ker gepulster elektrischer Felder

auf biologische Zellen erfordert
eine intensivere Kooperation zwi-
schen Physikern, Hochspan-
nungs- und Chemieingenieuren,
Biologen und Medizinern.
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