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Zusammenfassung

Daniela Harkensee

Membranmodule im Mikrolitermafsstab
Anwendungen als Membranreaktor und zur Isolierung von Glykoproteinen

In dieser Arbeit werden Anwendungen fiir neuartige Membranadsorber-Module
beschrieben. Durch die Integration in eine Modulform, die in Tischzentrifugen pro-
zessiert werden kann, ist der Anwendungsmafstab gegentiber bisherigen Adsorber-
Modulen stark verkleinert. Es wird gezeigt, wie Membranadsorber, die durch Epoxy-
oder metallchelatisierende Iminodiacetat-Gruppen vor-funktionalisiert sind, modi-
tiziert werden, um sie zwei verschiedenen Anwendungen zugénglich zu machen.
Eines dieser Gebiete umfasst die Bindung glykosilierter Proteine. Dazu erfolgt die
Modifizierung der Membranadsorber durch das Lektin Concanavalin A. Der Ein-
fluss verschiedener Bindungsparameter auf die Bindungskapazitdten der Membra-
nen fiir Con A wird untersucht. Fiir die Isolierung von Glykoproteinen ist die Ak-
tivitdt der Con A-Molekiile von Bedeutung. Am Beispiel des Modellproteins Glu-
koseoxidase wird das Bindungsvermogen der hergestellten Con A-Membranen be-
stimmt und die Elutionsbedingungen optimiert. Weiterhin wird die Isolierung von
GOD aus Kultivierungsmedien untersucht und die Moglichkeiten betrachtet, die
Membranen zur Isolierung glykosilierter Proteine aus Molke einzusetzen.

Die zweite Anwendung nutzt die Module als Membran-Festbettreaktor, einem so-
genannten Kontaktor. Es werden ausschliefilich IDA-aktivierte Module verwendet.
Diese Anwendung setzt die Optimierung der Immobilisierung von Enzymen vor-
aus. Es wird gezeigt, wie in den Modulen im Mikrolitermafistab Reaktionsbedin-
gungen optimiert werden konnen. Das Scale up auf kontinuierlich arbeitende Mo-
dule ermoglicht zusitzlich die Bestimmung kinetischer Parameter und einen Ver-
gleich beider Modulformen.

Die eingesetzten Module konnen deutliche Zeiteinsparungen bei der Entwicklung
von Prozessen bewirken, da sie in einer Tischzentrifuge verwendet werden. Die
parallele Behandlung einer Vielzahl von Proben ist in wenigen Minuten moglich,
beispielsweise zur Optimierung von Bindungsbedingungen von Proteinen. Durch
die Modifizierung mit biologischen Komponenten konnen sie individuell angepasst
werden. Sowohl die Isolierung von Proteinen, als auch der Einsatz als Membranre-
aktor, bei dem durch immobilisierte Enzyme Reaktionen katalysiert werden, sind
moglich.

Stichworte:
Membranadsorber, Protein-Immobilisierung, Glykoproteine, Membranreaktor



Abstract

Daniela Harkensee

Membrane modules in micro-liter scale
Applications as membrane reactor and for isolation of glycoproteins

In this thesis, applications for a new type of membrane adsorber modules are des-
cribed. By integration of membranes in a module type which can be processed in a
microcentrifuge, the process scale was minimized in comparison to the usually used
membrane adsorber modules. The membranes used in this work are pre-activated
with epoxy-groups or metal chelating iminodiaceticacid groups. They are modified
to use them afterwards in two different kinds of application.

One application is the binding of glycosylated proteins. Membranes are modified
by the lectin Concanavalin A. The effect of the variation of different binding pa-
rameters on the binding capacities for Con A was investigated. The activity of the
Con A molecules are important for the isolation of glycoproteins. Glucose oxidase
was used as a model protein for determination of the binding capacities of the pre-
pared membranes and for optimization of the elution conditions. The isolation of
GOD from fermentation media was studied. Furthermore the potential of the mem-
brane for isolation of glycosylated proteins from whey was investigated.

In the second field of application the modules are used as membrane fixed-bed re-
actors, precisely as contactors. IDA-activated membranes were used for membrane
reactors only. For this application the previous optimization of the enzyme immobi-
lization is essential. It is shown, that reaction conditions can be optimized by using
membrane modules in micro-liter scale. In addition, the scale up to continuously
working modules enables the determination of kinetic parameters. The results of
enzymatic reactions are compared for both types of modules.

The type of membrane modules used in this study can be processed in a microcen-
trifuge and multiple parameters like binding conditions can be tested in parallel in
a few minutes. This can lead to time savings during process development. Due to
modification with biological components the modules can be adapted to different
applications. The isolation of proteins is also possible as the application as membra-
ne fixed-reactors with immobilized enzymes for catalysis.

Keywords:

membrane adsorber, protein immobilization, glycoproteins, membrane reactor
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Kapitel 1

Einleitung

Die Bedeutung membranbasierter Prozesse hat in den letzten Jahrzehnten deutlich
zugenommen. Sie werden in zahlreichen Industriezweigen, hdufig zur Trennung
von Stoffgemischen, eingesetzt. Wichtig ist hierbei u. a. die Lebensmittelindustrie.
Aber auch fiir andere industrielle Bereiche wie z.B. der Chemie- und Pharmaindu-
strie und der Wasseraufbereitung werden Membranprozesse zunehmend interes-
sant. Der Einsatz von Membranen ermdglicht dabei die Verwirklichung verschiede-
ner Operationen wie die Aufkonzentrierung einer Losung oder die selektive Bin-
dung bestimmter Inhaltsstoffe eines Fluids an funktionelle Gruppen der Membran.
Insbesondere durch die steigende Verfiigbarkeit von hochselektiven Membranen ist
die Realisierung von Trennprozessen moglich geworden, die mittels konventionel-
ler verfahrenstechnischer Methoden deutlich aufwéandiger wéren [1].

Bereits in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts waren Membranprozesse zur Ent-
salzung von Meerwasser oder zur Entfernung von Wasser aus Alkoholen bekannt
[2]. Die membranbasierte Aufarbeitung von Meer- und Abwasser wird heute indu-
striell angewandt [3]. Ende des Jahres 2003 waren weltweit mehr als 17.000 Anlan-
gen zur Wasser-Entsalzung in Betrieb, die jeweils iiber eine Kapazitit von minde-
stens 100 m?®/Tag verfiigten. Dies entspricht einer tiglichen Menge von insgesamt
37,75 Mio m® Wasser [4] und zeigt das Potential membranbasierter Prozesse.

Die Entwicklung chromatographischer Prozesse, bei denen erstmals Membranen als
stationdre Matrix verwendet wurden, folgte in den 80er Jahren. Mittels dieser Pro-
zesse konnte die Trennung von Proteinen verwirklicht werden. Typische Trennei-
genschaften der Membranen waren Grofienausschluss oder Ionenaustausch. Haufi-
ge Anwendungsgebiete fiir Membranverfahren sind die Steriltechnik oder die Frak-
tionierung von Milch. Durch Membranfiltrationen ist hier die schonende Anreiche-
rung oder Entfernung verschiedener Inhaltsstoffe (z.B. Proteine, Fette oder Mineral-
stoffe) moglich [5].

Um mit Hilfe der Grofienausschluss- oder Ionenaustauschchromatographie einen
zuverldssigen Trennerfolg zu gewéhrleisten, werden ausreichende Unterschiede im
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gewdhlten Trennmerkmal der zu trennenden Stoffe benotigt. Insbesondere bei der
Trennung durch Grofienausschluss spielen verschiedene Faktoren wie z. B. Prote-
infaltung oder Hydrathiillen eine wichtige Rolle, da sie die tatsdchliche Protein-
grofle entscheidend beeinflussen konnen. Grofie Unterschiede in den molekularen
Gewichten der Proteine fithren somit nicht in jedem Fall zu entsprechenden Un-
terschieden in der ProteingrofSe. Ein grofies Problem in der Anwendung membran-
basierter Aufreinigungsprozesse, wenn nur bestimmte Proteine aus einem Rohpro-
dukt isoliert werden sollen, liegt daher in der eingeschrankten Selektivitat. Fiir viele
industrielle Bereiche ist die Selektivitit der vorhandenen Membranen nicht ausrei-
chend. Dies gilt vor allem fiir die pharmazeutische Industrie, wo im Bereich des
Downstreamings von biotechnologisch hergestellten Arzneimitteln hohe Anforde-
rungen gestellt werden. Durch die Entwicklung von Membranen, die die gewtiinsch-
ten Proteine zielgerichtet binden konnen, ist eine Vereinfachung des Aufarbeitungs-
prozesses moglich.

Um eine optimale Wirksamkeit von Pharmaproteinen zu gewdahrleisten, ist in vielen
Féllen ein korrektes, dem Menschen angepasstes Glykosilierungsmuster notwen-
dig [6] [7] [8]. Die Isolierung glykosilierter Proteine kann mittels Concanavalin A-
Affinitdtschromatographie verwirklicht werden. Es zeigt sich tiblicherweise eine ho-
he Selektivitdt und dariiber hinaus ist der Einsatz der Con A-Affinitdtschromatogra-
phie allgemein fiir glykosilierte Proteine anwendbar [9] [10] [11]. Soll eine Isolierung
von Proteinen iiber Antikérper o. A. erfolgen, kann eventuell eine groflere Selekti-
vitét erreicht werden. Fiir jedes Protein muss aber eine neue Aufarbeitungsstrategie
entwickelt werden. Dies kann zu steigenden Entwicklungskosten fiir den Aufarbei-
tungsprozess fiithren. Daher ist die Verfiigbarkeit von Methoden wiinschenswert,
die nach einer kurzen Anpassung fiir verschiedene Proteine einsetzbar ist.
Membranen werden vor allem im Bereich des Downstreamings eingesetzt. Ihre An-
wendung ist aber nicht auf die Aufarbeitung von Produkten beschrdnkt, dariiber
hinaus ist auch der Einsatz in Membranreaktoren moglich. In Enzym-Membranre-
aktoren werden Membranen hédufig dazu verwendet, Enzyme im Reaktor zuriick-
zuhalten. Membranen zeigen vielfach gute Bindungseigenschaften, die man sich fiir
die Immobilisierung von Enzymen oder anderen Katalysatoren und die anschlie-
Blende Umsetzung der gewtinschten Substrate/Edukte zu Nutze machen kann. In
der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele fiir Membranreaktoren, in denen an-
organische Membranen mit (anorganischen) Katalysatoren kombiniert wurden.

Diese Arbeit beschiftigt sich mit den Anwendungsmoglichkeiten von Membranen
auf Zellulosebasis. Eines der betrachteten Anwendungsgebiete ist die Bindung und
Elution von Glykoproteinen, ein Weiteres die Verwendung von Membranen in Fest-
bettreaktoren. An die Membranen werden in diesem Fall Enzyme gebunden. Bei-
de Bereiche wurden oben kurz skizziert. Ein besonderes Augenmerk soll dabei auf
die Anwendung der Membranen bei der Prozessierung von sehr kleinen Volumi-
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na gelegt werden, die zum Screening von Bindungs- oder Reaktionsbedingungen
im Labor genutzt werden konnen und als erster Schritt in der Prozessentwicklung
anzusehen sind. Bei bekannten Parametern ist auch die Anwendung zur Produk-
taufreingung im Labor moglich. Bisher ist die Nutzung von membranbasierten Ver-
fahren fiir Volumina unter 1 mL selten, da uiblicherweise mit kontinuierlichen Ver-
fahren gearbeitet wird. Diese Verfahren benotigen jedoch Probenvolumen von meh-
reren mL. Durch die Integration von Membranen in eine Modulform, die in einem
diskontinuierlichen Verfahren eingesetzt werden kann, sind jetzt Probenvolumina
von < 400 pL prozessierbar. Daneben wird die gleichzeitige Durchfiihrung von ei-
ner Vielzahl verschiedener, paralleler Versuchsansétze ermoglicht.

Im Rahmen dieser Arbeit werden fiir die Anwendung im Bereich des Downstrea-
ming glykosilierter Proteine Con A-Membranen hergestellt. Es stehen zur Umset-
zung dieser Membranen drei verschiedene, bereits mit Epoxy-, Aldehyd- bzw. me-
tallchelatisierenden Gruppen derivatisierte Materialien zur Verfiigung. Die Bedin-
gungen fiir die Bindung von Con A an die verschiedenen Membrantypen wird opti-
miert. Hergestellte Con A-Membranen werden auf ihre Bindungseigenschaften fiir
Glykoproteine getestet. Eine Isolierung von Modellproteinen erfolgt dabei aus Puf-
tferlosungen und Kultivierungsmedien.

Metallchelatisierende Membranen werden weiterhin als Basis fiir Enzym-Festbett-
reaktoren getestet. Der Einfluss der Metallionenbeladung auf die Bindungseigen-
schaften verschiedener Modellenzyme wird untersucht und eine Optimierung der
Immobilisierungsbedingungen durchgefiihrt. Anhand von Modellreaktionen wird
die Eignung der enzymbeladenen Membranen fiir Substratumsetzungen ermittelt.
Die praktischen Arbeiten werden mit zwei verschiedenen Modulformen, in denen
die Membranen integriert sind, durchgefiihrt. Einer der Modultypen wird in Zen-
trifugen eingesetzt und erlaubt das Screening verschiedener Parameter im Mikro-
litermafsstab. Der zweite Modultyp kann kontinuierlich betrieben werden und ent-
hélt eine grofiere Membranflache, entspricht also einem ersten Scale up-Schritt. Die
Ubertragbarkeit der im kleinen Maf8stab im Labor gewonnenen Erkenntnisse nimmt
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von z. B. Aufarbeitungstrategien ein, da ein
problemloses Scale up zu einer Verkiirzung der Entwicklungszeit und einer Verrin-
gerung der Kosten fithren kann.
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Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Separationsverfahren fir biotechnologisch hergestell-
te Produkte

Die Isolierung und Reinigung von z.B. Proteinen oder biotechnologischen Produk-
ten gestaltet sich aufgrund der komplizierten Zusammensetzung ihrer Quelle (z.B.
Fermentationsbriihen, Milch, etc.) oft schwierig, da eine Vielzahl unterschiedlicher
Substanzen (Mediumsbestandteile, evtl. Nebenprodukte, etc.) vom Zielprodukt ab-
getrennt werden miissen. Haufig angewandte Verfahren zur Produktisolierung sind
chromatographische Verfahren oder die Filtration. Beide Verfahren werden im Fol-
genden kurz erldutert, um die spédtere Einordnung membranbasierter Prozesse zu

vereinfachen.

2.1.1 Chromatographische Methoden

Chromatographische oder adsorptive Trennmethoden nehmen nicht nur in der Bio-
technologie eine wichtige Rolle ein. Sie ermoglichen eine schonende Aufarbeitung
von Produkten. Insbesondere fiir biotechnologisch hergestellte Produkte wie Anti-
korper oder Pharmaproteine ist dieses interessant, da es sich in der Regel um emp-
tindliche Substanzen handelt. Allerdings sind chromatographische Methoden mit
relativ hohen Kosten verbunden.

2.1.1.1 Anwendung chromatographischer Trennverfahren in der Biotechnolgie

Die Chromatographie ist bei einer entsprechenden Wahl von stationdrer und mobi-
ler Phase ein schonendes Trennverfahren fiir das Produkt, da meist bei Raumtempe-
ratur in gepufferten Losungen gearbeitet wird und niedrige Scherkréfte auftreten.
Dartiber hinaus zeigen chromatographische Trennmethoden bei entsprechend an-
gepassten Parametern eine hohe Selektivitat [12].

Fiir alle Chromatographie-Verfahren gilt, dass das Grundmaterial der stationdren
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Phase verschiedenen Anforderungen geniigen muss. Diese Anforderungen kénnen
sich abhédngig von der jeweiligen Methode unterscheiden. Es gilt aber im Allgemei-
nen, dass das Grundmaterial der Matrix moglichst nicht oder nur wenig mit dem
zu isolierenden Proteinen interagieren sollte, um unspezifische Bindungen an das
Tragermaterial zu vermeiden. In den meisten Féllen werden noch Partikel als statio-
nidre Matrix verwendet, zunehmend kommen aber auch monolithische Materialien
oder Membranen zum Einsatz.

Chromatographische Verfahren konnen mit Hilfe verschiedener Parameter charak-
terisiert werden. Dazu gehoren der Kapazitiatsfaktor K’, die Retention «, die dimen-
sionslose Anzahl der theoretischen Boden N. Die Auflosung R; lasst sich durch die
bereits genannten Parameter bestimmen:

m:JNC%4)<K5> 2.1)

o) 1—-Kj
mit:
R, : Auflésung
N : Anzahl der theoretischen Boden
«Q Retention

K] : Kapazitatsfaktor Komponente i

Fiir die Hohendquivalenz eines theoretischen Bodens oder die Trennstufenhohe gilt
folgender Zusammenhang zwischen der Sdulenldnge und der Anzahl der theoreti-

schen Boden:

H=~ 2.2)

mit:
H Hohendquivalenz
L : Séaulenldnge
N Anzahl der theoretischen Boden

Die Hohendquivalenz eines theoretischen Bodens wird auch durch die Van Deemter

Gleichung beschrieben:
H:A+§+Cw 2.3)
mit
A Saulenqualitatsfaktor
B Axialdiffusion
C Non-Equilibrium-Term
v Flussrate

Proteine zeigen nur geringe Diffusionsgeschwindigkeiten. Werden also chromato-
graphische Prozesse mit grofSen Molekiilen, wie z.B. Proteine, betrachtet, kann B
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fast vernachldssigt werden. Bei kleinen Molekiilen hingegen fiihrt die Axialdiffusi-
on zu einer Verbreiterung der Banden.

Der Term C beschreibt den diffusen Massentransfer zur Oberfldche der stationdren
Phase und steigt mit zunehmender Flussrate an. Bei grofien Molekiilen ist dieser
Term bedeutsam, da die Einstellung des Gleichgewichts aufgrund der langsamen
Diffusion der Molekiile zu einem fiir den Trennerfolg wichtigen Parameter wird.
Bei hohen Flussraten konnen Proteine nicht mehr in die Poren der stationdren Pha-
sen diffundieren, die Auflosung wird schlecht und C' nimmt einen hohen Wert an.
Der Sdulenqualitdtsfaktor A hingegen ist unabhidngig von der Flussrate. Er um-
fasst Parameter wie Partikelgrofie und Partikelform. Auch dieser Term sollte, da-
mit die Hohendquivalenz eines theoretischen Bodens niedrig ist, moglichst gering
sein. Durch eine kleine Partikelgrofie ldsst sich diese Anforderung verwirklichen.
Da aber mit einer Verkleinerung des Partikeldurchmessers ein Anstieg des Druck-
abfalls tiber der Sdule einhergeht, sollte dieser auch nicht zu gering werden [13].
Neben der Partikelgrofie tibt auch die Grofsenverteilung der Partikel Einfluss auch
den Faktor A aus. Bei einem konstanten mittleren Durchmesser sollte diese Vertei-
lung moglichst eng sein, also nicht sehr grofie neben kleinen Partikeln in der Sdu-
le vorliegen. Fiir die industrielle Anwendung chromatographischer Verfahren sind
dariiber hinaus die entstehenden Prozesskosten ein wichtiger Einflussfaktor bei der
Umsetzung der Methoden [14].

Wichtige Chromatographie-Verfahren in der Biotechnologie sind [15]:

e Reversed-Phase-Chromatographie (RPC)

e Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie (HIC)
e Jonen-Austausch-Chromatographie (IEX)

e Grofien-Ausschluss-Chromatographie (SEC)

o Affinitatschromatographie

e Metall-Chelat-Chromatographie (MCC) oder Immobilized metal affinity chro-
matography (IMAC)

Im Kontext dieser Arbeit sind vor allem die Affinititschromatographie und die
Metall-Chelat-Chromatographie wichtig. Im Folgenden wird auf diese Chromato-
graphietechniken genauer eingegangen.

2.1.1.2 Scale up von chromatographischen Verfahren

Soll ein chromatographischer Prozess, der im Labormafistab entwickelt wurde, in
den Produktionsmafistab iibertragen werden, ist die Beibehaltung der im kleinen
Maf3stab ermittelten Parameter fiir ein erfolgreiches Scale up von Bedeutung. Zu
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den Faktoren, die moglichst nicht gedndert werden sollten, gehoren das verwende-
te Chromatographie-Material, Pufferzusammensetzungen und die Flussraten [12].
Dariiber hinaus sollte das Verhiltnis der Masse des adsorbierenden Stoffes zur Pro-
duktmasse konstant gehalten werden. Bei Verwendung von Beadmaterialien wird
in vielen Fillen das Scale up durch eine Verbreiterung des Durchmessers der Chro-
matographiesdule verwirklicht. Die Sdulenwand {ibt gleichzeitig aber einen stabi-
lisierenden Einfluss aus, eine starke Verbreiterung verringert diesen Effekt. Unter
Umstdnden konnen Instabilitdten des Bettes und dadurch Inhomogenititen in der
Sédule auftreten, was einen negativen Einfluss auf das Trennergebnis ausiibt.

2.1.1.3 Affinitatschromatographie

Bei der Isolierung von Proteinen mit Hilfe der Affinitdtschromatographie werden
spezifische Wechselwirkungen zur Bindung der Zielprodukte ausgenutzt. Einige
Beispiele sind im Folgenden angegeben [16]:

e Enzym < Cofaktor, Substrat oder Inhibitor

e Antigen < Antikorper

e Lektin & best. Kohlenhydrat-Reste (z.B. a-D-Glukose, a-D-Mannose, ...)
e Protein A < Antikorper

Der Ligand, der spater das abzutrennende Molekiil bindet, wird an ein inertes Tra-
germaterial gebunden. Vielfach werden Dextrane, Agarose, Sepharose oder Poly-
acrylamide verwendet. Hierbei handelt es sich um hydrophile Trédger. [17]. Der Li-
gand wird normalerweise iiber einen Spacer an die Matrix gebunden, durch den
Einsatz solcher Spacer wird die Flexibilitdt des Liganden erhoht. Des Weiteren kann
eine mogliche sterische Hinderung bei der Bindung des Zielmolekiils vermieden
werden. Damit ein Ligand sinnvoll in der Affinitdtschromatographie eingesetzt wer-
den kann, ist seine ,Bifunktionalitit’ notwendig. Er muss zum Einen unter Erhal-
tung seiner Aktivitdt an die Matrix binden, zum Anderen das Zielmolekiil. Fiir die
Bindung an die Matrix gilt, dass die Dissoziationskonstante einen Wert < 10~* auf-
weisen sollte. Die Gleichgewichtskonstanten fiir die Adsorption zwischen dem ge-
bundenen Ligand und dem Zielmolekiil liegen i. A. im Bereich 10°° — 107°. Bei
Gleichgewichtskonstanten zwischen 10 — 10~ fiir die Ligand-Zielmolekiil-Wech-
selwirkung spricht man von weak affinity chromatography [18].

Die Elution des Zielmolekiils vom Liganden kann bei der Affinitdtschromatogra-
phie auf zwei verschiedenen Wegen erreicht werden. Eine Variante ist die Eluti-
on mit einer Substanz, die entweder mit dem Zielprotein oder mit dem Liganden
um die Bindungsstellen des Partners konkurriert. Andere Verfahren nutzen die Ver-
schiebung der Gleichgewichtskonstanten der Bindung aus. Ein Beispiel fiir die erste
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Variante stellt die Elution von Glykoproteinen von Con A-Liganden durch Manno-
sid-Losung dar. Die Mannosid-Molekiile verdrangen dabei kompetitiv die Proteine
von den Con A-Molekiilen. Auf Con A und die Einsatzmoglichkeiten dieses Lektins
wird in Kapitel 3.4 detaillierter eingegangen.

Die Verschiebung der Gleichgewichtskonstanten fiihrt ebenfalls zur Elution der Ziel-
komponente. Ermoglicht wird sie beispielsweise durch die Erhohung der Ionenstéar-
ke im Elutionspuffer gegeniiber dem Equilibrierungs-und Waschpuffer oder auch
durch das Absenken des pH-Wertes des Puffers. Die Elution des Zielmolekiils kann
durch die relativ starken Wechselwirkungen zwischen Ligand und Zielmolekiil er-
schwert werden. Unter Umstdnden geht mit der Elution daher eine leichte Dena-
turierung einer oder beider Komponenten einher, was zu einem Aktivitatsverlust
fiihren kann [19].

In den letzten Jahren ist das Konzept der Trennung von Komponenten auf Basis
von Affinititen weiter entwickelt worden [20]. So werden verstiarkt membranba-
sierte Verfahren eingesetzt, die auch Gegenstand dieser Arbeit sind. In Kapitel 2.3
wird detaillierter auf sie eingegangen.

2.1.1.4 Metall-Chelat-Chromatographie

Ein spezieller Fall der Affinititschromatographie ist die sogenannte Metall-Chelat-
Chromatographie (IMAC). Sie nutzt die Fahigkeit bestimmter in Proteinen enthal-
tener Aminosduren oder in Nucleinsduren enthaltener Purin- und Pyrimidinbasen,
Ubergangsmetallionen zu chelatisieren [19]. Die Metallionen sind ihrerseits iiber
chelatisierende Gruppen an eine Matrix gebunden. Die IMAC zeigt bei neutralen
pH-Werten eine hohe Selektivitdt, die Adsorption der Zielproteine wird tiblicher-
weise bei hohen Ionenstarken durchgefiihrt. Die Elution erfolgt dhnlich wie bei der
Affinitatschromatographie tiber einen pH-Gradienten oder durch kompetitive Ver-
drangung des Zielproteins beispielsweise durch Imidazol-haltige Puffer.

Diese IMAC wird hédufig zur Isolierung rekombinanter Proteine eingesetzt, die mit
einem Histidinrest produziert werden konnen. Meist werden dabei sechs Histidin-
gruppen in Reihe an das eigentliche Protein angefiigt, man spricht dann von ei-
nem (His)s-tag. Histidingruppen zeigen eine sehr hohe Affinitit zu chelatisierten
Metallionen, insbesondere zu Nickelionen, wodurch eine sehr effiziente Aufreini-
gung dieser Proteine moglich ist. Allgemein ist die Starke der Bindung zwischen
Protein und Metallion abhédngig von der Zugénglichkeit und der Anzahl der Histi-
dingruppen sowie vom verwendeten Metallion [21]. Als chelatisierende Gruppen
stehen eine Vielzahl von Substanzen zur Verfiigung. Am h&ufigsten werden Imi-
nodiessigsdure (IDA) [22] und Nitrilotriessigsdure (NTA) [23] eingesetzt. Weiter-
hin konnte auch u.a. fiir Tris(Carboxymethyl)Ethylendiamin-Gruppen (TED) [24],
Tris(2-Aminoethyl)-Amin (TREN) [25] und metallchelatisierende Peptide [26] ge-
zeigt werden, dass ihr Einsatz in der IMAC moglich ist.
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Das Anwendungsgebiet der IMAC umfasst inzwischen neben der Isolierung von
nativen und gentechnisch verdnderten Proteinen [27] [28] und Aminosduren [29]
auch die Bindung ganzer Zellen [30]. Die bereits erwdhnten His-tag-Proteine sind
aber die haufigsten Zielprodukte. In vielen Féllen reicht hier ein einzelner Aufrei-
nigungsschritt aus. Der Histidinrest kann im Anschluss an die Isolierung chemisch
oder enzymatisch vom Zielprotein entfernt werden [31] [32].

2.1.2 Filtration

Neben Zentrifugation, Préazipitation und Elektrophorese, auf die hier nicht ndher
eingegangen werden soll, nimmt die Filtration eine wichtige Rolle in der Separation
von Proteinen ein.

In der Filtration sind zwei wesentliche Merkmale fiir den jeweiligen Prozess von
Bedeutung. Zunichst kann die Art des Filtrationsverfahrens in drei unterschiedli-
che Methoden eingeteilt werden [15] [33]. Bei der Kuchenfiltration wird der abzu-
trennende Feststoff vom Filter zurtickgehalten. Die Partikel bilden eine Schicht, die
zusétzlich als Filtermaterial wirkt. Die zweite Methode ist die so genannte Tiefen-
filtration, bei der die abzutrennenden Stoffe nicht auf der Filteroberfliche zuriick-
gehalten werden, sondern in die Poren des Filters eindringen und dort zum Teil
adsorbiert werden konnen [34] [35]. Die Querstrom- oder Cross Flow-Filtration un-
terscheidet sich von den beiden vorher genannten Verfahren dadurch, dass nicht das
gesamte zugefiihrte Fluid die Membran passiert. Vielmehr wird die hier eingesetzte
Filtermembran tangential zu ihrer Flache iiberstromt. Die Bildung eines Filterku-
chens wird vermieden [36], es bildet sich lediglich eine sogenannte Sekundirmem-
bran. Dabei lagern sich Partikel aus dem zu filternden Medium auf der Membran
ab. Die Dicke dieser Schicht kann durch die Stromungsgeschwindigkeit des Medi-
ums beeinflusst werden.

Das zweite wesentliche Merkmal von Filtrationsverfahren ist der Porendurchmes-
ser der Filtermaterialien. Von Mikrofiltration wird gesprochen, wenn die Porengro-
e > 50 nm betrdgt. Typische Anwendungen sind Zellernte aus Bioreaktoren, Vi-
rusentfernung aus Losungen oder die Wasseraufreinigung. Sollen kleinere Stoffe
abgetrennt werden, kommen Ultrafiltration (Porengrofie: 50 — 5 nm) und Nano-
filtration (Porengrofie: 5 — 0,5 nm) zum Einsatz. Bei der Umkehrosmose liegt der
Porendurchmesser bei < 0,5 nm [12]. Die druckgesteuerte Ultrafiltration wird bei
Makromolekiilen wie Proteinen, synthetischen Polymeren oder Nucleinsduren bei-
spielsweise zur Aufreinigung oder Fraktionierung angewandt [37]. Die Porengrofie
dabei ist ein wichtiges Merkmal fiir Ultrafiltrationsmembranen. Sie ist allerdings
nicht das alleinige Kriterium, da durchaus , grofiere” Molekiile die Filtrationsmem-
bran durchfliefen konnen, wahrend , kleinere” von der Membran zurtickgehalten
werden [38] [39]. Dieses Phanomen wird mit reversed selectivity bezeichnet.
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2.2 Einsatz von Enzymen in industriellen Prozessen

In industriellen Prozessen werden neben , klassischen” Katalysatoren zunehmend
auch Enzyme eingesetzt. Sie zeigen gegeniiber beispielsweise anorganischen oder
organischen Katalysatoren eine Vielzahl von Unterschieden, die sich positiv auf den
Prozess auswirken konnen. Typisch fiir enzymatische Prozesse sind die milden Re-
aktionsbedingungen in Bezug auf die Temperatur, den pH-Wert und den Druck, bei
denen die Reaktionen ablaufen. Fiir industrielle Prozesse ist neben diesen Vortei-
len weiterhin von grofier Bedeutung, dass Enzyme nur bestimmte Einzelreaktionen
katalysieren. Die Reaktionen sind dartiiber hinaus meist regio- und stereospezifisch
und somit u. a. fiir die Produktion von Feinchemikalien oder von Edukten im Be-
reich der pharmazeutischen Industrie interessant [40] [41].

Einzelne Anwendungen enzymkatalysierter Reaktionen sind seit dem 19. Jahrhun-
dert bekannt, aber erst in den 50er Jahren des 20. Jahrhunderts wurden die Voraus-
setzungen fiir spatere grofitechnische Verfahren geschaffen. Es wurden seitdem Ver-
fahren entwickelt, Enzyme in Pflanzen, Bakterien oder tierischen Zellen in entspre-
chenden Mengen zu produzieren und auf diese Weise ihr industrieller Einsatz er-
moglicht. In vielen Prozessen werden Enzyme eingesetzt, die zuvor aus den Zellen,
in denen sie produziert worden sind, isoliert wurden. Daneben ist aber auch die di-
rekte Nutzung der Zellen moglich [42]. Die Hauptanwendungsgebiete fiir Enzyme
finden sich in der Nahrungsmittelindustrie. Beispiele sind die Herstellung von Aro-
mastoffen oder Milchprodukten. Ein weiterer wichtiger Bereich ist die Reinigungs-
und Waschmittelindustrie [12] [43] [44].

Fiir den Einsatz von Enzymen in industriellen Prozessen gibt es zwei grundsatzli-
che Varianten. Das Enzym kann als freies Enzym in den Reaktor gegeben werden
oder es wird in einem geeigneten Verfahren zuvor immobilisiert. Mogliche Immo-
bilisierungsverfahren sind die Bindung an einen entsprechenden Trédger, Bindung
durch Cross-linking oder der Einschluss der Enzyme in geeignete Gelkapseln oder
Fasern [45]. Werden native Enzyme verwendet, ist der Einsatz von Batch-Reaktoren,
oder kontinuierlich arbeitenden Riihrkesselreaktoren (CSTRs) moglich. Das Enzym
bleibt dabei im Reaktionsgemisch und wird spéter inaktiviert oder entfernt. Ein
Nachteil dieser Verfahren ist, dass die Wiederverwendung der zugesetzten Enzyme
nur schwer moglich ist. Bei teuren Enzymen ist eine Immobilisierung sinnvoll, da
auf diesem Weg die Wiederverwertbarkeit der Enzyme ermoglicht wird. Mogliche
Immobilisierungsvarianten wurden bereits genannt. Bei einer Immobilisierung in
Kapseln oder an Tragermaterialien ist der Einsatz von Festbett- oder Wirbelschicht-
Reaktoren moglich. Die Nachteile bei der Verwendung von Enzymen, die an Trager
gebunden sind, liegen u. a. in der Limitierung des Stofftransportes (Konvektion und
Diffusion) der Edukte zum Enzym und der Produkte von der Bindungstelle weg
[46]. Neben den genannten Verfahren werden zunehmend auch Membranreaktoren
mit freien Enzymen eingesetzt, sie werden in Kapitel 2.3.2 ndher erldutert.
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2.3 Membranverfahren in der Biotechnologie

In den voran gegangenen Kapiteln wurden Verfahren zur Separation von Biomo-
lekiilen kurz erldutert und die Moglichkeiten, Enzyme in technischen Prozessen
einzusetzen, angesprochen. Sowohl in der Affinititschromatographie als auch bei
der Anwendung von immobilisierten Enzymen in Reaktoren werden bei techni-
schen Anwendungen in den meisten Fillen Beadmaterialien verwendet. In den letz-
ten Jahrzehnten entwickelten sich jedoch Membranmaterialien zu einer Alternative.
Grofitechnisch werden sie allerdings bisher vor allem als Filtermaterialien in der
Mikro- und Ultrafiltration eingesetzt. Insbesondere der Bereich der Anwendung als
Matrix in Affinitdtsprozessen ist aber Gegenstand vieler Forschungsarbeiten. Mem-
branen werden vorrangig in drei verschiedenen Formen eingesetzt, als Flachmem-
bran, als Wickelmodul, bei der die Membran gerollt wird oder als sogenannte Hohl-
fasermembran [47].

2.3.1 Aufreinigung von Biomolekilen durch Membranverfahren

Im Bereich der Aufreinigung von Proteinen wurden Membranen vor allem als Fil-
termaterialien zur Groflentrennung eingesetzt. Es zeigte sich jedoch, dass sich die
Selektivitdt dieser Membranen erhéhen ldsst, wenn zusatzliche aktive Gruppen inte-
griert werden, die in der Lage sind, Proteine zu binden [48] [49]. Die Gruppen finden
sich auf der Membranoberfliche und auf den Oberflachen der Poren. Wie bei kon-
ventionellen Chromatographiepartikeln konnen beispielsweise Ionenaustauscher-
gruppen oder Gruppen, die Zielprodukte aufgrund von Affinitdten binden, einge-
bunden werden [50] [51]. Diese Art Membranen kann also dhnlich wie Chromato-
graphiepartikel im Downstreaming-Prozess eingesetzt werden, da entsprechende
Bindungsstellen vorhanden sind. Gleichzeitig handelt es sich um Membranen, die
urspriinglich aus dem Filtrationsbereich kommen und neben der Bindung von Pro-
teinen bestimmte Stoffe aus der aufgegebenen Losung abtrennen kdnnen. Sie lassen
sich aber weder dem einen noch dem anderen Bereich zuordnen. Fiir sie hat sich die
Bezeichnung Membranadsorber durchgesetzt.

Die Anwendung von Membranadsorbern im Downstreaming-Bereich war bisher
aufgrund der technischen Umsetzung, die auf kontinuierliche Prozesse ausgelegt
war, auf Volumina beschriankt, die mindestens im m L-Bereich lagen. In vielen Arbei-
ten mit diesen Modultypen werden Ionenaustauschermembranen verwendet [52]
[53]. Hier liegt einer der Vorteile der neu entwickelten Spinmodule, die auch in die-
ser Arbeit verwendet werden. Es handelt sich um diskontinuierlich arbeitende Mo-
dule fiir den Mikroliterbereich mit einem maximalen Probenvolumen von 400 pL.
Durch sie wird das Screening von Prozessparametern sowie die Entwicklung von
Affinitdtsmembranen (Bindung von Lektinen, Antikorpern, etc. ) im Labormafsstab
vereinfacht [54]. Zusétzlich kann eine Vielzahl von Proben oder Parametern gleich-
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zeitig getestet werden. Die maximale Probenzahl hdngt dabei nur von der zur Ver-
figung stehenden Zentrifuge ab, in der die Module verwendet werden. Auf den
Aufbau von Membranadsorbern und die Modifizierungsvarianten wird in Kapiteln
3.1 und 3.2 eingegangen.

2.3.2 Membranreaktoren

Membranen konnen neben der Aufreinigung auch in Reaktoren eingesetzt werden.
Hautig werden sie benutzt, wenn nicht modifizierte, 19sliche oder durch Cross-
linking quervernetzte Enzyme als Katalysator im Reaktor vorhanden sind. Durch
die Membranen, die in diesen Fillen eine Filterfunktion ausiiben, werden die En-
zyme im Reaktor gehalten. Wenn die Trennung tiber ein nachgeschaltetes Separa-
tionsmodul durchgefiihrt wird, werden die Enzyme in den Reaktor zuriickgeleitet
[55]. Im Gegensatz zu Reaktoren, die an Partikel gebundene Enzyme einsetzen, ist
der Transport des Substrates zum Enzym nicht durch Diffusion limitiert.

Neben den konvektiv betriebenen Reaktoren, bei denen die Substratlésung in den
Reaktor geleitet wird, dort reagieren kann und die produkthaltige Losung durch
die Membran abgefiihrt wird, ist auch ein diffusiver Betrieb von Membranreaktoren
moglich, bei dem das Substrat durch die Membran hinein und das Produkt heraus
diffundiert. Diffusiv betriebene Reaktoren werden meist fiir Katalysatoren einge-
setzt, die scherempfindlich sind.

Eine andere Moglichkeit, Membranen in Enzymreaktoren einzusetzen, besteht dar-
in, das Bindungsvermogen der Membranen auszunutzen und den gewiinschten Ka-
talysator mit der Membran zu kombinieren. Bei diesen Verfahren besteht die Mog-
lichkeit einer Steigerung des Umsatzes und der Selektivitdt des Prozesse. Die Un-
terscheidung von drei verschiedenen Reaktorvarianten ist moglich, sie sind in Ab-
bildung 2.1 dargestellt.

katalytische
Memb
Membran * embran

Membran

Abb. 2.1: Kombination von Membranen mit Katalysatoren - mogliche Reaktorvari-
anten: I. Distributor, II. Extraktor, III. Kontaktor [56]
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Man unterscheidet die sogenannten Distributoren, Extraktoren und Kontaktoren. Der
Distributor ist in Abbildung 2.1 auf der linken Seite (I.) abgebildet. Der Katalysator
ist auf der Membranoberseite gebunden, durch die Membran wird eines der Edukte
zugefiihrt, wiahrend das andere Edukt im Reaktor vorliegt. Diese Reaktorform lédsst
sich gut fiir z.B. partielle Oxidationen anwenden [57]. Der Extraktor enthilt eben-
falls eine Membran, auf deren Oberseite der Katalysator gebunden ist. Diese Mem-
bran ist nur fiir eines der Reaktionsprodukte durchldssig, Edukte und eventuelle
Nebenprodukte verbleiben im Reaktor. Bei Gleichgewichtsreaktionen kann so eine
Steigerung des Umsatzes erreicht werden [58]. Die dritte Variante, der Kontaktor,
ist in Abbildung 2.1 auf der rechten Seite (III.) dargestellt und wird in dieser Ar-
beit Anwendung finden. Beim Kontaktor ist der (Bio-)Katalysator in den Poren der
Membran lokalisiert, oder die Membran besteht selbst aus einem Katalysatormate-
rial. Beim Durchleiten der Eduktldsung durch die Membran kommt es zur Reaktion
und das Produkt wird durch die Konvektion direkt abgefiihrt. Uber die gewahlte
Stromungsgeschwindigkeit kann Einfluss auf die Kontaktzeiten zwischen Edukten
und Katalysator genommen werden [59]. Durch die Lokalisierung des Katalysators
in den Membranporen, durch die der konvektive Edukttransport erfolgt, lassen sich
eine Diffusionslimitierung der Umsetzung sowie mogliche Folgereaktionen des Pro-
dukts mit dem Katalysator vermeiden.

2.3.3 Vorteile von membranbasierten Verfahren gegentiber konven-
tionellen Partikeln

In der Sdulenchromatographie von Biomolekiilen besteht ein Zusammenhang zwi-
schen der Kapazitit des Materials, der erreichbaren Auflosung und der Geschwin-
digkeit der Trennung. Um eine hohe Kapazitit der Sdule zu erreichen, ist die Ver-
wendung von pordsen Materialien mit kleinen Poren notwendig. Die Proteine m(is-
sen durch Diffusion in die Poren zu den Bindungsstellen gelangen. Soll eine schnelle
Trennung durchgefiihrt werden, ergibt sich oft eine schlechtere Auflosung [60] [61].
Ein Diffusionsproblem ergibt sich auch, wenn Partikel mit in den Poren immobi-
lisierten Enzymen als Katalysatoren eingesetzt werden sollen. Die Substratlosung
muss in die Poren hinein und die Produkte hinaus diffundieren.

Abbildung 2.2 auf Seite 20 stellt auf der linken Seite (I.) schematisch den Stofftrans-
port durch Konvektion und Diffusion zu den Bindungsstellen in Partikelmaterialien
dar. Die Verwendung von Materialien auf Membranbasis bietet die Moglichkeit, lan-
ge Diffusionswege in Partikel hinein zu vermeiden. Die Austauschergruppen sind
auf der Oberfliche der Membranporen lokalisiert und die Protein- oder Substrat-
16sung fliefdt direkt durch diese Poren (siehe Abb. 2.2, II.). Das bedeutet, dass der
Transport rein konvektiv erfolgt und sich auch bei hohen Fliefigeschwindigkeiten
eine gute Auflosung erreichen lédsst [62]. Fiir industrielle Prozesse ergeben sich eini-
ge Vorteile. Hohe Flussraten fiihren zu kurzen Zykluszeiten, gleichzeitig lassen sich
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Abb. 2.2: Konvektiver Fluss und Diffusion: I. bei konventionellen Beadmaterialien

und II. bei Membranen

scharfe Elutionspeaks mit hohen Produktkonzentrationen im Eluat verwirklichen.
Der Scale up-Prozess von Membranverfahren ist im Gegensatz zum Scale up bei
chromatographischen Sdulen in der Regel einfach durchzufiihren, da die Membra-
nen aufgrund ihrer flexiblen Struktur in unterschiedlichen, dem Prozess angepas-
sten Modulformen eingesetzt werden konnen.

Im Bereich industrieller Anwendungen sind die Kosten der Prozessschritte von In-
teresse. Das Downstreaming biotechnologischer Produkte ist in der Regel aufwén-
dig und zu einem hohen Anteil an den Gesamtkosten beteiligt. Wahrend der Anteil
des Downstreamings an den Herstellungskosten von Antibiotika bereits ~ 60 %
betragt, steigt er bei der Herstellung monoklonaler Antikoérper auf 80 — 90 %. Die
Kosten der Fermentation tragen also nur noch 10 — 20 % zu den Gesamtkosten bei.
Die Verwendung von Membranverfahren kann durch die hohen Flussraten, die bei
einem geringen Druckabfall verwirklicht werden kénnen und die geringeren Pro-
duktionskosten der Module zu einer Verringerung dieser Kosten betragen.

Aufler durch die Verwendung membranbasierter Materialien ist die Vermeidung
der Porendiffusion auch bei Verwendung monolithischer Materialien moglich [63]
[64]. Bei diesen stationdren Phasen handelt es sich um pordse Polymerblocke, die al-
lerdings nur in kleinen Mafistdben kommerziell verfiigbar sind. Die Herstellung in
prozessgeeigneten Mafistaben ist im Gegensatz zu Membranmaterialien noch nicht
moglich.
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Kapitel 3

Modifikation von Membranen durch
biologische Komponenten

3.1 Aufbau von Membranadsorbern

In Kapitel 2.3 wurden verschiedene Anwendungsmoglichkeiten von Membranver-
tahren im Bereich der Biotechnologie beschrieben. Aufgrund der weit gefacherten
Einsatzbereiche ist es notwendig, dass die eingesetzten Membranen an das jeweili-
ge Aufreinigungs- oder Umsetzungsproblem angepasst werden.

In diesem Kapitel sollen daher verschiedene Moglichkeiten diskutiert werden, die
es ermoglichen, Membranmaterialien und ihre Eigenschaften optimal an das Ein-
satzgebiet anzupassen. Hierzu ist zundchst die Kenntnis des Membranaufbaus not-
wendig, der in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt ist.

Dekoration
Derivatisierunq sg—

Membranbasis mmm—

Abb. 3.1: Dreiteiliger Aufbau von Membranmaterialien

Grundsitzlich konnen Membranen in drei verschiedene Bereiche eingeteilt werden,
die Membranbasis, die Derivatisierung und die Membrandekoration. Als Membran-
basis konnen eine Vielzahl verschiedener Materialien eingesetzt werden. Beispiele
hierfiir sind unter anderen Zellulosematerialien, aber auch synthetische Polymere
wie Polyethersulfon (PES) und Polypropylen (PP) wurden als mogliche Membran-
basis beschrieben [65] [66] [67] [68]. Eine weitere Moglichkeit wire der Einsatz von
stoffartigen Materialien. Aufgrund der sehr grofien Poren ist hier beispielsweise die
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Abtrennung von Zelltriimmern aus Kultivierungsiiberstinden moglich, ohne dass
es zu einer Verblockung der Membran kommt. Auf die Tragermembran wird die so
genannte Derivatisierung aufgebracht. Hierdurch wird eine funktionelle Oberfldche
geschaffen, die die Dekorationsschicht bindet. Mogliche Variationen der Derivatisie-
rungschemie konnen beispielsweise Epoxy-, Aldehyd- und Bromcyanaktivierungen
sein.

Bei der Dekoration handelt es sich um Liganden, welche als Bindungsstellen fiir Pro-
teine dienen kénnen und die die eigentliche Funktion der Membran darstellen. In
diesem Bereich gibt es ebenfalls eine Vielzahl von Moglichkeiten, die Membran opti-
mal an das jeweilige Aufreinigungs- oder Umsetzungsproblem anzupassen. Haufig
verwendete Dekorationen sind Anionen- und Kationenaustauschergruppen oder
Metallchelate. Die Dekoration mit Antikdrpern ermoglicht die spezifische Bindung
von Antigenen an die Membran. Durch Lektine wie Concanavalin A (Con A) kon-
nen glykosilierte Proteine reversibel gebunden werden. Im Folgenden werden zu-
ndchst die Bindungsprinzipien epoxy- und aldehydaktivierter Membranen sowie
metallchelatisierende Membranen und das Lektin Con A niher erldutert. Im An-
schluss werden die Ergebnisse fiir die Herstellung von Con A-Membranen mit un-
terschiedlichen Membrantypen und fiir die Optimierung fiir Enzymimmobilisie-
rungen an IDA-Membranen dargestellt und diskutiert.

3.2 Aktivierungsvarianten

3.2.1 Aldehydaktivierte Membranen

Die Bindung von Proteinen an aldehydaktivierte Materialien lduft nach folgendem
Reaktionsmechanismus ab: die Aldehydgruppe der Membran reagiert mit einer
Aminogruppe der Proteine unter Wasserabspaltung [69], es bilden sich so genannte
Schiff’sche Basen. Das Bindungsprinzip ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

R
|/
+ R—NH, —<—— —cC N\+ + H0

H

Abb. 3.2: Gleichgewichtsreaktion zwischen aldehydaktivierten Membranen und

Proteinen

Bei der Bindung von Aminen an Aldehydgruppen bildet sich ein Gleichgewicht
zwischen Edukten und Produkten aus. Gleiches gilt auch fiir die Bindung von Pro-
teinen an Aldehydmembranen. Die Immobilisierung ist reversibel und kann durch
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die Anderung des pH-Werts in saure Bereiche auf die Seite der Edukte, also zum
freien Protein gedrangt werden [70].

3.2.2 Epoxyaktivierte Membranen

Eine wichtige Variante zur chemischen Aktivierung von Beadmaterialien und Mem-
branen ist das Aufbringen von Epoxygruppen. Diese funktionellen Gruppen kon-
nen mit Hydroxy- oder Aminogruppen in Proteinen kovalente Bindungen einge-
hen. Abbildung 3.3 stellt das Bindungsprinzip dar [45].

OH R

R——NH N——CH——CH,—N

——CH——CH,—OR

Abb. 3.3: Kopplungsprinzip zwischen epoxyaktivierten Membranen und Proteinen

Das Protein wird sehr fest an die Membran gebunden. In der vorliegenden Arbeit
sollen unter anderem die Moglichkeiten untersucht werden, Con A an epoxyakti-
vierte Membranen kovalent zu binden und somit eine stabile Con A-Membran her-
zustellen. Die genauen Immobilisierungsbedingungen fiir Con A an den verschie-
denen Membrantypen werden in Kapitel 3.5.1 erldutert.

3.2.3 Metallchelatisierende Membranen

Metallchelatisierende Membranen arbeiten nach dem bekannten Prinzip der Immo-
bilized Metal Affinity Chromatography (IMAC), die bereits in Kapitel 2.1.1.4 kurz
erldutert wurde. Nach der Beladung der chelatisierenden Gruppen mit zwei- oder
dreiwertigen Metallionen werden im nachfolgenden Schritt Proteine tiber Histidin-
zentren gebunden. In Abbildung 3.4 (siehe S. 24) ist das Bindungsprinzip darge-
stellt.

Vor allem zwei Sorten chelatisierender Gruppen finden in der IMAC Verwendung,
Iminodiessigsdure (IDA) und Nitrilotriessigsdure (NTA). In dieser Arbeit werden
ausschliefllich metallchelatisierende Membranen mit IDA-Gruppen verwendet. Als
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Abb. 3.4: Bindung von Proteinen iiber Histidingruppen und Metallionen an chela-
tisierende Iminodiacetatgruppen

Ionen werden die folgenden Ubergangsmetallionen verwendet: Zn*", Ni?*, Co*"
und Cu?*. Dabei ist die Menge des gebundenen Proteins sowie die Stabilitit des
entstehenden Komplexes abhidngig von dem verwendeten Metall [71]. Durch Kom-
bination der chelatisierenden Gruppe mit bestimmten Metallionen ist die Selektivi-
tat der IMAC steuerbar [72] [73] [74] [75] [76]. In dieser Arbeit liegt ein Schwerpunkt
auf der Immobilisierung von Con A an IDA-Membranen. Die entstehenden Con A-
Membranen sollen zur Bindung und Aufreinigung von Glykoproteinen eingesetzt
werden. Eine weitere Anwendung, fiir die IDA-Membranen eingesetzt werden, ist
die Immobilisierung verschiedener Enzyme zur Herstellung von Enzymreaktoren.

3.3 Verwendete Membranen und Modulformen

Neben der Art der Membran ist das sogenannte Modul, in das die Membranen inte-
griert sind und das spéter im Prozess eingesetzt wird, von Bedeutung. Die optimale
Form des Moduls ist dabei abhdngig von dem zu prozessierenden Volumen. Der
Grofiteil der in dieser Arbeit verwendeten Membranen wurde von der Firma Sarto-
rius AG, Gottingen hergestellt. Die Membranen sind zum Einen als Membranbogen
erhiltlich, aus dem die benétigten Stiicke ausgestanzt werden konnen, und zum
Anderen als fertige Module. Daneben wurden auch aldehydaktivierte Membranen
der Firma Pall verwendet, diese lagen als Bogen vor. Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht
tiber die verwendeten Membranen und ihren Eigenschaften.
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Tabelle 3.1: Verwendete Membranen und ihre Eigenschaften

Aktivierung
Imino- Epoxy Aldehyd Aldehyd
diessigsdure
Hersteller Sartorius Sartorius  Sartorius Pall
Spacer keine Angaben durch die Hersteller
Membrantyp Metallchelat ~ Affinitit ~ Affinitat Affinitat
Membranbasis stabilisierte, verstarkte Zellulose Polyethersulfon
Porengrofie [pum] >3 0,45 0,45 0,45
Betthohe [mm)] 0,275 0,275 0,275 0,152
Name/Typ Sartobind-  Sartobind- Sartobind- Ultrabind
IDA- Epoxy-  Aldehyd- Affinitats-
Membran = membran membran membran

Fiir einen Grofiteil der praktischen Arbeiten wurden bereits konfektionierte Mem-
branen in entsprechenden Modulen verwendet. Die verschiedenen Module unter-
scheiden sich grundsatzlich in ihrem Einsatzgebiet und in ihrer Handhabung. Ab-
bildung 3.5 zeigt Skizzen von zwei Modulen der Firma Sartorius, wie sie in dieser
Arbeit verwendet wurden.

Membranen

o /J)g:

Abb. 3.5: Membranmodule: I. Spinmodul (Vivapure Mini Spin Column), II
Sartobind-Modul

Sollen nur kleine Probenvolumina auf die Membran gegeben werden, um beispiels-
weise Bindungsbedingungen von Proteinen zu testen, konnen Module mit geringen
Membranfldchen verwendet werden. Eine Skizze eines solchen Moduls ist in Abbil-
dung 3.5 links zu sehen (I.). Hierbei handelt es sich um eine sogenannte Zentrifu-
geneinheit oder auch Spinmodul. Die Membran befindet sich in Schichten {iiberein-
ander in einem Plastikeinsatz, der wiederum in ein Mikroreaktionsgefafs eingesetzt



Kapitel 3 - Modifikation von Membranen durch biologische Komponenten 26

werden kann. Die Losung, in der sich die zu bindenden Proteine befinden, wird
in den Einsatz auf die Membran gegeben. Aufgrund der Zentrifugalkréfte lauft die
Losung beim Zentrifugieren durch die Membran und der Durchlauf wird im Mikro-
reaktionsgefafs aufgefangen. Bei dieser Art von Modulen lassen sich bis zu 400 pL
Losung aufgeben. Weitere Informationen tiber die verwendeten Zentrifugeneinhei-
ten finden sich in Tabelle 3.2.

Fiir groflere Volumina kann auf sogenannte Sartobind-Module tibergegangen wer-
den. Eine Skizze dieser Modulform ist in Abbildung 3.5 auf der rechten Seite (II.)
dargestellt. Diese Art der Module wird in einer anderen Weise verwendet als die
kleineren Spineinheiten. Die Losung wird hier kontinuierlich mittels einer Pum-
pe durch die Membran geleitet. Dadurch ist das Probenvolumen nicht begrenzt.
Sartobind-Module sind mit unterschiedlichen Membranfldchen erhiltlich. Diese Ar-
beit wurde aber auf Module mit 75 cm? Membranfliche beschriankt, da sie im Ver-
gleich zu den Spinmodulen die zehnfache Membranfldche enthalten. Im Aufbau
dhnlich ist eine weitere Art Modul, die tiblicherweise als Filtrationsvorsatz Verwen-
dung findet. Wie Sartobind-Einheiten konnen diese Module kontinuierlich durch-
flossen werden. Der Unterschied zu Sartobind-Einheiten besteht darin, dass Mem-
branen, die aus Membranbdgen ausgestanzt wurden, in die Module eingebracht
werden konnen. Tabelle 3.2 stellt Informationen tiber die verschiedenen Modulfor-

men Zzusammen.

Tabelle 3.2: Eigenschaften der verwendeten Membranmodule

Zentrifugen- Sartobind-  Filtrations-

einheit Modul Vorsatz
Membranfliche [cm?] 7,48 75 bis zu 19, 6
Anzahl Membranschichten 20 15 max. 4
Durchmesser Membranen [mm)] 6,9 25,2 25
max. Probenvolumen 400 pL entfallt entfallt
Membranfunktionalisierung IDA, IDA, IDA, Epoxy

Epoxy Epoxy Aldehyd

Im Pilot- oder Prozessmafistab findet eine weitere Modulform Verwendung, das
Wickelmodul. Die Membran wird nicht in Schichten tibereinander gelegt, sondern
aufgewickelt, dadurch ist eine stark gesteigerte Membranflache moglich. Sie wird
von innen nach aufien durchstromt. Dieses Verfahren ermoglicht die Konstruktion
von Modulen, die mehrere Quadratmeter Membran enthalten konnen.
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3.4 Concanavalin A

Lektin ist ein Oberbegriff fiir eine Gruppe von Proteinen und Glykoproteinen, die
keine enzymatische Wirkung besitzen, aber in der Lage sind, bestimmte Zuckerre-
ste spezifisch zu binden. Zu ihnen gehort auch das Protein Concanavalin A (Con A).
Lektine finden sich in vielen Pflanzenarten. Insbesondere sind hierbei Hiilsenfriich-
te von Bedeutung. Daneben kommen Lektine aber auch in tierischen Organismen
bzw. Zellen vor [77]. Bereits 1919 wurde durch James B. Sumner Con A aus der
Schwertbohne (Canavalia ensiformis) isoliert [78], inzwischen gehort es zu den am
besten untersuchten Lektinen. Con A besteht aus bis zu vier Untereinheiten, die ge-
naue Anzahl ist abhdngig vom pH-Wert. Bei einem pH-Wert bis 5, 5 existiert Con A
als Dimer, ist der pH-Wert zwischen 5,5 und 9, liegt Con A als Tetramer vor [79].
Das Molekulargewicht des monomeren Con A liegt bei 25,5 kDa [80].

Die Bedeutung von Con A liegt vor allem in der Fahigkeit, als Tetramer Polysac-
charide, Glykoproteine und Glykopeptide mit unterschiedlicher Starke zu binden,
weshalb es im Bereich der Affinitdtschromatographie vielfach Anwendung findet
[81]. Con A kann in zwei verschiedenen Konformationen vorliegen, von denen eine
die erwdhnte Affinitdt zum Zucker zeigt. Diese sogenannte locked-Form ist in der La-
ge, pro Monomer zwei Metallionen zu binden. Eine Bindungsstelle bindet Ca?*, die
andere wird durch ein Ubergangsmetallion besetzt, welches eine Affinitit zu Stick-
stoffliganden aufweist. Beispiele hierfiir sind Zn", Mg*" oder Mn*". Die so entstan-
denen Komplexe sind in der Lage, Zuckerreste zu binden [82]. Daneben kann Con A
auch in der unlocked-Form vorliegen, welche Metallionen und Zuckerreste nur sehr
schwach binden kann und die vorherrschende Konformation des nicht-metallisierten
Con A ist [83] [84]. Uber den isoelektrischen Punkt (pI-Wert) von Con A finden sich
in der Literatur divergierende Angaben. Entlicher et al. ermittelten 1971 fiir vier ver-
schiedene Con A Komponenten die pI-Werte 4,5, 4,7, 5,0 — 5,1 und 5,4 — 5,5. Im
Mittel geben sie den plI fiir Con A mit 5, 1 an [85]. Bhattacharyya et al. veroffentlich-
ten 1990 eine Studie, in der sie fiir den pI von Con A deutlich hohere Werte zwischen
6,5 und 8, 35 ermittelt haben [86]. Intakten Untereinheiten von metallisiertem Con
A wurde ein pI-Wert von 8, 35 zugeordnet, daneben zeigten fragmentierte Unter-
einheiten drei Banden mit den pI-Werten 8,0, 7,8 und 7, 7. Fiir nichtmetallisierte,
intakte Con A-Untereinheiten wurde ein Wert von 6, 5 als pl bestimmt.

3.5 Immobilisierung von Concanavalin A

3.5.1 Immobilisierung von Con A an Epoxymembranen

Partikel mit Epoxy-Aktivierung wie beispielsweise VA—Epoxy® werden vielfach
verwendet und eignen sich gut, um Proteine kovalent zu binden. Im Folgenden soll
die Anbindung von Con A an zellulosebasierte Membranen mit Epoxy-Aktivierung
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optimiert werden. BSA (Bovine Serum Albumin) wird zuvor in Vorversuchen ver-
wendet. Sofern nicht anderes angegeben, erfolgt die Bestimmung der Proteinmen-
gen in Durchldufen sowie Wasch- und Elutionsfraktionen durch Bestimmung der
UV-Absorption nach [87].

3.5.1.1 Vorversuche mit BSA

Zunichst werden einige Vorversuche zur Immobilisierung mit BSA in verschiede-
nen Bindungspuffern durchgefiihrt. Diese Versuche werden mit den in Kapitel 3.3
beschriebenen Spinmodulen durchgefiihrt und dienen dazu, die Bindungskapazita-
ten der Module und den Einfluss des Bindungspufters abzuschdtzen. Der mogliche
Einfluss der aufgegebenen Proteinkonzentration auf die Immobilisierung wird in
Kapitel 3.5.1.3 am Beispiel der Con A-Immobilisierung genauer betrachtet.

Es wurden drei verschiedene Puffersysteme zur Immobilisierung von BSA gete-
stet: Kaliumphosphatpuffer (1 M, pH 8,0), PBS (0,01 M, pH 7,4) und Natrium-
acetatpuffer (0,1 M, pH 6, 4, je 1 mmol Mg?*, Mn?*, Ca®"). Dabei fillt ein besonderes
Augenmerk auf den Natriumacetatpuffer, da diesem Puffer Metallionen (Magnesi-
um-, Calcium- und Manganionen) zugesetzt werden kénnen, die Con A zur Ausbil-
dung seiner aktiven Konformation benétigt (siehe Kapitel 3.4).

Nach der Equilibrierung der Module mit dem jeweiligen Bindungspufter bei 4600
rpm in der Zentrifuge, wurden jeweils 0,4 mL einer 1,0 mg/mL BSA-Losung im je-
weiligen Puffersystem auf die Membran der Spineinheit gegeben. Die Module wur-
den bei geringer Geschwindigkeit (2.100 rpm) fiir 2 min zentrifugiert. Dabei lief nur
zirka ein Viertel der Proteinldsung durch die Membran, diese wurde erneut zur ver-
bliebenen Proteinlosung auf die Membran gegeben und das gesamte System fiir 4 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit lief ein Teil der Pro-
teinlosung erneut durch die Membran. Eine Verldngerung der Inkubationszeit tiber
Nacht ist moglich, es sollte dann aber die Temperatur auf 4 °C' verringert werden.
Die Ergebnisse der Immobilisierung werden dabei nicht beeinflusst. Abbildung 3.6
auf Seite 29 stellt die Ergebnisse der Versuche zur Wahl des Immobilisierungspuf-
fers fiir das Protein BSA dar.

In allen getesteten Puffersystem ist die kovalente Bindung von BSA an Epoxymem-
branen moglich. Allerdings existieren Unterschiede bei der Menge des gebundenen
Proteins. Die grofite Menge BSA (282 pg) wurde bei Verwendung des Phosphatpuf-
fers gebunden, die geringste (119 pg), als PBS zur Immobilisierung eingesetzt wur-
de. Entsprechend schwankt die gebundene BSA-Menge bezogen auf die Membran-
fliche, die hier bei 7,48 cm? liegt. Wird PBS zur Immobilisierung verwendet, betragt
die gebundene BSA-Menge 16 pg/cm?, im Fall von Phosphatpuffer 38 ug/cm?. Es
wird deutlich, dass die gebundenen BSA-Mengen, bezogen auf die zur Verfiigung
stehenden Membranfldche, relativ niedrig sind. Der Hersteller gibt Bindungskapa-
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Abb. 3.6: Immobilisierung von BSA an Epoxy-Spinmodule - Einfluss des Bindungs-
puffers. Immobilisierungsbedingungen: Raumtemperatur (RT); NaAc-
Puffer: pH 6, 4; KPP: pH 8, 0; PBS: pH 7, 4

zitdten im Bereich von 30 — 150 ug/cm? fiir Epoxymembranen an, dieses Ergebnis
wird nur bei Verwendung von KPP als Bindungspuffer erreicht. Ein Einfluss des
pH-Wertes des Bindungspuffers ist nicht eindeutig. Zwar zeigt sich, dass der Puffer
mit dem hochsten pH-Wert das beste Ergebnis zeigt, jedoch wurde mit PBS-Puffer
der den zweithochsten pH-Wert ausweist die geringste BSA-Menge gebunden. Be-
trachtet man hingegen die Ionenstdrke der Bindungspuffer (KPP > NaAc-Puffer
> PBS), wird deutlich, dass mit sinkender Ionenstdrke auch die gebundene BSA-
Menge sinkt. Fiir Beadmaterialien finden sich in der Literatur dhnliche Ergebnisse.
Hohe Salzkonzentrationen begiinstigen die Wechselwirkungen zwischen epoxyak-
tiviertem Chromatographiematerial und den zu bindenden Proteinen. Eine Immo-
bilisierung ist dann auch bei neutralen und leicht sauren pH-Werten moglich [88].

3.5.1.2 Untersuchungen zum Einfluss des Bindungspuffers bei der Immobilisie-
rung von Con A

Auf Basis der Vorversuche mit BSA wird auch fiir die Immobilisierung von Con A
zundchst der optimale Bindungspuffer ermittelt. Es wurden vier verschiedene Puf-
fersysteme getestet, wobei einige Anderungen zu den Puffersystemen der Vorver-
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suche vorgenommen wurden. Die Immobilisierung von Con A in KPP zeigte bes-
sere Ergebnisse, wenn KPP 1:1 gemischt mit PBS verwendet wurde. Die getesteten
Puffer wurden um zwei zusétzliche Puffersysteme erweitert. Diese Puffer mit den
pH-Werten 8,5 und 9, 5 sollten das Spektrum der getesteten pH-Werte in den alkali-
schen Bereich ausdehnen und eventuelle Einfliisse des pH-Wertes der verwendeten
Puffer auf das Ergebnis der Con A-Immobilisierung verdeutlichen. Es handelt sich
um Boratpuffer (0,4 M, pH 9, 5), der zur Immobilisierung von Con A ebenfalls mit
PBS verdiinnt wurde. Weiterhin wurde der Einfluss von Carbonatpuffer (0,1 M,
pH 9,0) und Natriumacetatpuffer untersucht. Das Vorgehen bei der Immobilisie-
rung entspricht dem im Anhang angegebenen Protokoll B.4.1, mit der Ausnahme
der abweichenden Puffersysteme. Zur Equilibrierung wurde der jeweils verwende-
te Bindungspuffer benutzt. Die Ergebnisse der Versuche zeigt Abbildung 3.7.
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Abb. 3.7: Immobilisierung von Con A an Epoxy-Spinmodule - Optimierung des
Bindungspulffers. Bindungsbedingungen: RT; KPP: pH 8, 0; PBS: pH 7, 4;
Boratpuffer: pH 9, 5; Carbonatpuffer: pH 9, 0; NaAc-Puffer: pH 6, 4

Wie schon bei der Immobilisierung von BSA an Epoxymembranen zeigt die Immo-
bilisierung in Phosphatpuffer bezogen auf die gebundene Proteinmenge die besten
Ergebnisse. Es konnten 292 1,9 Con A gebunden werden, was 39 pg/cm? entspricht
und geringfiligig tiber den Ergebnissen fiir BSA liegt (282 ;19 gebunden). Die wei-
teren getesteten Immobilisierungspuffer zeigen schlechtere Ergebnisse, abnehmend
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in der Reihenfolge:
KPP/PBS > Boratpuffer > Carbonatpuffer > Natriumacetatpuffer

Bei Verwendung des Boratpuffers konnen 179 pig Con A gebunden werden, wird
Carbonatpuffer verwendet, binden noch 133 ;g Con A. Vergleichbar mit den Er-
gebnissen der Vorversuche ist aber neben der Immobilisierung in KPP nur die in
NaAc-Puffer. Hier werden lediglich noch 58 ;19 des Lektins gebunden, entsprechend
35,2 % der zuvor unter gleichen Bedingungen gebundenen BSA-Mengen (162 1g).
Wie zuvor bei der Immobilisierung von BSA gilt, das mit steigender Ionenstarke des
Bindungspulffers, die gebundene Proteinmenge ansteigt.

Die unterschiedlichen Ergebnisse konnen mit den pI-Werten von Con A und BSA
erklart werden, da die kovalente Bindung an Epoxygruppen iiber positiv polari-
sierte Kohlenstoffatome erfolgt. BSA hat einen pI-Wert von 4,7, ist also in allen zur
Immobilisierung getesteten Puffern negativ geladen, was die Bindung an die gegen-
satzlich polarisierten Kohlenstoffatome begiinstigen sollte. Im Fall von Con A hin-
gegen gibt es, wie in Kapitel 3.4 erldutert, unterschiedliche Angaben in Bezug auf
die pI-Werte. Geht man aber davon aus, dass die Ergebnisse von Bhattacharyya et
al. [86] die aktuellsten Ergebnisse auf diesem Gebiet sind, ergibt sich folgendes: der
pH-Wert des getesteten NaAc-Puffers (pH 6,4) liegt unter den pI-Werten des Prote-
ins, Con A ist also positiv geladen. Die Anndherung an die ebenfalls positiv gelade-
nen Kohlenstoffatome der Epoxygruppen wird erschwert. Trotz dieser Ergebnisse
soll die Immobilisierung von Con A in NaAc-Puffer weiter verfolgt werden, da die
Ausbildung der zur Bindung von Zuckerresten geeigneten Konformation durch die
zugesetzten Metallionen begiinstigt wird. Eine Zugabe der entsprechenden Metall-
ionen zu den anderen getesteten Puffern ist nicht moglich. Auf die Ergebnisse zur
Bindung von Glykoproteinen an Con A-Membranen wird in Kapitel 4 eingegangen.

3.5.1.3 Optimierung der Con A-Immobilisierung in Natriumacetatpuffer

Im vorhergehenden Kapitel wurden verschiedene Bindungspuffer auf ihre Eignung
zur Immobilisierung von Con A untersucht. Dabei ergaben sich relativ geringe Be-
ladungskapazitdten bei Verwendung von Natriumacetatpuffer. Ausschliefilich die-
sem Puffer konnen die Metallionen zugesetzt werden, die fiir die Ausbildung der
aktiven Con A-Konformation notwendig sind. Unter Umstdnden ist die Anwesen-
heit der Metallionen schon beim Immobilisierungsvorgang von Con A notwendig,
um eine optimale Aktivitdt zur Bindung glykosilierter Proteine zu erhalten. Um bes-
sere Vergleiche mit den anderen Puffersystemen, die diese Metallionen nicht enthal-
ten, zu ermdglichen, soll zundchst die in Natriumacetatpuffer gebundene Con A-
Menge gesteigert werden.

Zur Steigerung der Con A-Beladungsdichten kommen vor allem zwei Moglich-
keiten in Betracht. Zum Einen kann die zur Immobilisierung eingesetzte Con A-
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Konzentration variiert werden und zum Anderen kann mehrfach frische Proteinlo-
sung aufgegeben werden, wodurch sich natiirlich die Immobilisierungsdauer auf-
grund der jeweils notigen Inkubationszeit deutlich verldngert. In Abbildung 3.8
sind die Ergebnisse der Con A-Immobilisierung mit variierender Con A-Konzentra-
tion dargestellt. Der Ablauf der Versuche entsprach dabei dem zuvor verwendeten
Standardprotokoll (siehe Anhang B.4.1). Es wurden Con A-Konzentrationen zwi-
schen 0,45 mg/ mL und 5,0 mg/ mL eingesetzt.
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Abb. 3.8: Immobilisierung von Con A an Epoxymembranen - Abhdngigkeit der ge-
bundenen von der aufgegebenen Proteinmenge. Immobilisierungsbedin-
gungen: RT, NaAc-Puffer(pH 6, 4)

Die Fehler der Immobilisierungen schwanken zwischen 9, 3 % bei einer Konzentra-
tion 0,45 mg/mL und 4,7 % bei 3,0 mg/mL Con A. In der Abbildung konnten die
Fehler aufgrund der geringen Werte nicht dargestellt werden.

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass eine Erh6hung der Con A-Konzentration
zwar mit einer Erh6hung der immobilisierten Menge Con A einhergeht, diese Men-
gen aber in keinem sinnvollen Verhiltnis zueinander stehen. Die absolut gebunde-
ne Menge bleibt mit maximal gebundenen 190 ;g bei einer eingesetzten Menge von
2000 pg (Con A-Konzentration 5,0 mg/mL) sehr niedrig.

Bei einer Erhchung der eingesetzten Con A-Konzentration von 0,45 mg/mL auf
2,0 mg/mL steigt neben der absolut gebundenen Menge auch der prozentuale An-
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teil von 5,5 % tiber 8,6 % auf 12,4 % an. Wird die Con A-Konzentration weiter
erhoht, steigt die absolut gebundene Con A-Menge zwar weiter an, dieser Anstieg
ist aber nicht proportional zur aufgegebenen Menge. Der Anteil des immobilisier-
ten Con A sinkt tiber 11,6 % auf 9,5 % bei einer eingesetzten Konzentration von
5,0 mg/mL. Abbildung 3.9 stellt diese Zusammenhénge grafisch dar.
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Abb. 3.9: Anteil der gebundenen Con A-Menge in Abhidngigkeit von der einge-
setzten Con A-Konzentration. Immobilisierungsbedingungen: RT, NaAc-
Puffer (pH 6, 4)

Es ist offensichtlich nicht moglich, durch eine Erhohung der Con A-Konzentration
die Beladungsdichte der Epoxymembran sinnvoll zu steigern. Werden hohe Aus-
gangskonzentrationen eingesetzt, sinkt der prozentuale Anteil des gebundenen Con
A wieder. Ursache fiir die niedrigen Bindungskapazititen ist wahrscheinlich, dass
die Con A-Molekiile durch ihre hohe Konzentration nicht zu den Bindungsstellen in
der Membran gelangen kdnnen. Im ersten Schritt der Immobilisierung wird die Pro-
teinlosung durch die Membran zentrifugiert. Dabei verbleibt eine bestimmte Menge
Con A in den Membranporen und kann dort binden. Der weitaus grofSere Teil muss
hingegen durch Diffusion wahrend der Inkubationszeit zu den Bindungsstellen ge-
langen, da die Proteinlosung nur in geringen MafSe durch die Membran durchlduft.

Ein anderer Ansatz zur Steigerung der Beladungsdichte der Epoxymembran mit
Con A ist die mehrfache hintereinander durchgefiihrte Immobilisierung. Dabei wird
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der normale Immobilisierungszyklus, wie er schon vorher angewandt wurde, durch-
laufen. Nach der Inkubationszeit der Proteinlosung wird die Membran mit Immo-
bilisierungspuffer gewaschen und im Anschluss erneut Proteinlosung aufgegeben
und entsprechend inkubiert. Betrachtet man die Ergebnisse aus den vorhergehen-
den Versuchen, sollte vor allem bei geringen Con A-Konzentrationen die Beladungs-
dichte gesteigert werden konnen. Die Versuche wurden weiterhin mit den zuvor
verwendeten Ausgangskonzentrationen zwischen ~ 0,5 mg/mL und 5,0 mg/mL
durchgefiihrt. Eine deutliche Verbesserung der gebundenen Con A-Menge konnte
jedoch nicht erreicht werden. Wird die Membran ein zweites Mal mit Con A-Losung
beladen, ist nach Beendigung der Inkubationszeit festzustellen, dass die Membra-
nen der Spineinheiten, welche mit Konzentrationen von 2,0 mg/mL bis 5,0 mg/mL
beladen wurden, verblocken. Die Con A-Molekiile binden vermutlich vorrangig
in den grofien Poren der Membranen oder auf der Oberfldche der obersten Mem-
bran (siehe auch Kapitel 3.12). Ein vollstindiges Abzentrifugieren der Proteinlosung
ist nur bei sehr starker Steigerung der Zentrifugationsgeschwindigkeit (10.000 statt
2.000 rpm) und der Zentrifugationsdauer (insgesamt bis zu 6 x 10 min statt 5 min)
moglich, was dazu fiihrt, dass kein Protein gebunden wird und dariiber hinaus
durch die starken Zentrifugalkrdfte Con A, welches im ersten Immobilisierungszy-
klus (unspezifisch) gebunden wurde, von der Membran gelost wird. Die Ergebnisse
fur die Ausgangskonzentrationen ~ 0,5 und ~ 1,0 mg/mL sind in Tabelle 3.3 auf-
gefiihrt.

Tabelle 3.3: Mehrfache Immobilisierung von Con A an Epoxy-Spineinheiten

Konzentration Immobilisierungs- Con A, Con A,
zyklus aufgegeben gebunden
[mg/mL] [11g] [ng] %]
~0,5 1 178 10 5,5
2 232 78 33,7
3 Membran verblockt
~ 1,0 1 345 30 8,6
2 451 108 24,0
3 Membran verblockt

Bei niedrigen Con A-Konzentrationen zeigen sich fiir die zweite Immobilisierung
zundchst deutliche Steigerungen der gebundenen Con A-Menge. So konnten bei
einer Ausgangskonzentration von ~ 0,5 mg/mL Con A im zweiten Zyklus 78 ;g
gebunden werden, was im Vergleich zum ersten Zyklus einer Steigerung um 780 %
entspricht. Ahnliches gilt fiir eine Ausgangskonzentration von ~ 1 mg/mL. Hier
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wurden im ersten Zyklus 30 pg, im zweiten 108 ;19 Con A gebunden, was einer
Steigerung von 360 % entspricht. Zum zweiten Immobilisierungszyklus bleibt an-
zumerken, dass die Zentrifugationsdauer und -geschwindigkeit im Vergleich zum
ersten Zyklus gesteigert werden musste. Allerdings reicht eine Erh6hung der Dauer
auf 10 min aus, wiahrend die Geschwindigkeit auf 4.600 rpm gesteigert wurde. Auch
bei geringen Con A-Konzentrationen werden nachfolgende Immobilisierungsschrit-
te deutlich erschwert. Eine dritte Immobilisierung wurde im Anschluss durchge-
tiihrt, hier kam es allerdings wie zuvor schon bei hohen Con A-Konzentrationen
zur Verblockung der Membran, Beladungen konnten daher nicht ermittelt werden.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Erh6hung der zur Immobilisierung ein-
gesetzten Con A-Konzentration zu einer Steigerung der gebundenen Menge fiihrt.
Allerdings ist der Anteil des gebundenen Con A immer noch sehr gering (maximal
werden 12, 4 % gebunden), so dass diese Herangehensweise nicht sinnvoll erscheint.
Durch die mehrfache Immobilisierung von Con A ergibt sich eine Verbesserung
der Beladungskapazititen. Allerdings tritt insbesondere bei hohen Ausgangskon-
zentrationen eine Verblockung der Membranen auf. Dieser Effekt kann sich spéter
auch negativ auf die eigentliche Trennaufgabe der Membran auswirken. Hier wird
erneut proteinhaltige Losung aufgegeben und die zu reinigenden Proteine werden
von den Con A-Molekiile gebunden. Weitere Schritte zur Verbesserung der Con A-
Beladungsdichte, insbesondere die Verdnderung der Pufferzusammensetzung (Ver-
diinnen des NaAc-Immobilisierungspuffers mit Wasser oder PBS, Verzicht auf Me-
tallionenzugabe), fithrten ebenso zu keinen positiven Ergebnissen.

3.5.2 Immobilisierung von Con A an IDA-Membranen

Neben epoxyaktivierten Membranen stellen metallchelatisierende Membranen, wie
sie in Kapitel 3.4 beschrieben wurden, eine Moglichkeit dar, Con A iiber natiirlich
vorkommende Histidinzentren zu binden. Die hier verwendeten Membranen tra-
gen Iminodiacetatgruppen als Derivatisierung. Fiir die Metallbeladung werden ver-
schiedene Metalle getestet. In Frage kommen Nickel-, Zink-, Kupfer- oder Cobalt-
ionen. Im Gegensatz zu den epoxyaktivierten Membranen wird keine Pufferopti-
mierung durchgefiihrt. Die Immobilisierung von Con A erfolgt in Natriumacetat-
Aktivierungspuffer, der pH-Wert betrégt 6,4, ist also leicht sauer. Gegeniiber an-
deren Puffern (mit hoheren pH-Werten) besteht aber der Vorteil, dass die fiir die
Strukturbildung von Con A benétigten Metallionen zugesetzt werden konnen. Ne-
ben dem Einfluss der Metallionen, mit denen die Membranen beladen werden, soll
auch die wiederholte Aufgabe einer gleich konzentrierten Con A Losung betrach-
tet werden. Auf diese Weise werden die maximal moglichen Beladungskapazita-
ten bestimmt. Die Versuchsprotokolle zur Immobilisierung von Con A an IDA-
Spinmodule sind im Anhang B.5.1 angegeben. Es wurde eine ~ 1,0 mg/ mL Con A
Losung verwendet. Die Bestimmung der gebundenen Proteinmenge erfolgt durch



Kapitel 3 - Modifikation von Membranen durch biologische Komponenten 36

Absorptionsmessung bei 280 nm als Differenzmessung zwischen der eingesetzten
Losung und der Summe von Durchlauf und Waschfraktionen nach [87]. In Abhé&n-
gigkeit von der Metallionenbeladung ergeben sich die in Abbildung 3.10 dargestell-
ten Ergebnisse. Neben den Proteinkonzentrationen im Durchlauf ist auch die jeweils
aufgegebene Proteinmenge angegeben.
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Abb. 3.10: Immobilisierung von Con A an metallchelatisierenden IDA-Membranen
- Einfluss der Metallionenbeladung bei mehrfacher Proteinaufgabe. Im-
mobilisierungsbedingungen: RT, NaAc-Puffer (pH 6, 4)

Aus der Abbildung wird deutlich, dass die Mengen des immobilisierten Con A in
Abhiangigkeit von der Metallionenbeladung differieren. Zwar sind bei der ersten Be-
ladung die Proteinmengen im Durchlauf mit Ausnahme der Membran mit Nickel-
beladung anndhernd gleich und es werden zwischen 80 % (Nickelbeladung) und
99 % (Zink-, Cobaltbeladung) des aufgegebenen Proteins immobilisiert. Bei weite-
ren Beladungen zeigen sich aber deutliche Unterschiede. Erwartungsgemaf stei-
gen die Proteinkonzentrationen im Durchlauf unabhidngig von der Metallionenbe-
ladung der Membran an. Am geringsten fillt dieser Anstieg fiir die Zinkmembran
aus, es werden auch bei der fiinften Beladung noch 81 % des aufgegeben Con A
gebunden. Bei den anderen Membranen liegt der Anteil der gebundenen Protein-
mengen bei der fiinften Immobilisierung zwischen 63 % (Kupfer) und 28 % (Cobalt).
Aulffillig ist, dass vor allem bei Nickelbeladung die Proteinkonzentration im Durch-
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lauf einem Sattigungswert zustrebt, ohne die Ausgangskonzentration zu erreichen.
Es wird also weiterhin ein bestimmter Anteil des aufgegebenen Proteins gebunden.
Diese Bindung ist wahrscheinlich unspezifisch. Entsprechendes gilt fiir Membranen
mit Cobaltbeladung, hier wurde im weiteren Versuchsablauf ein deutlicher Anteil
der gebundenen Proteine durch Waschpulffer eluiert, insgesamt 460 ;1g von zunéchst
insgesamt 1211 ;19 gebundenen Con A.

Bei einer Beladung mit Kupferionen kommt es zu keinem kontinuierlichen Anstieg
der Proteinkonzentration im Durchlauf. Die Konzentration im zweiten und fiinften
Durchlauf ist geringer, als im jeweils vorhergehenden, es wurde also eine grofiere
Menge gebunden. Fiir den zweiten Messpunkt gilt aber, dass der Wert (16 g Con A
im Durchlauf) nur geringfiigig unter dem des ersten Durchlaufs liegt (23 g). Die
Messungenauigkeit ist grofier als die Differenz der beiden Werte. Bei den néchsten
beiden Messpunkten kommt es zu einem deutlichen Anstieg der Con A-Konzentra-
tion im Durchlauf, es werden im vierten Immobilisierungszyklus nur noch 27 % der
aufgegebenen 404 g gebunden. Man kann davon ausgehen, dass hier die maximale
Bindungskapazitat der Membran anndhernd erreicht wurde. Entgegen der Erwar-
tung sank die Con A-Konzentration im fiinften Durchlauf erneut, es wurde also wie-
der eine grofiere Anzahl Con A-Molekiile gebunden. Hier handelt es sich allerdings
um unspezifische Bindungen, die durch Uberladung des Spinmoduls hervorgeru-
fen werden [89]. Bei den nachfolgenden Waschritten zur Entfernung unspezifisch
gebundener Proteine wurden 160 pg des zuvor gebundenen Con A eluiert. Im Un-
terschied zu den bereits diskutierten Membranen, steigt die Produktkonzentration
tiir zinkbeladene Membranen im Durchlauf nur langsam an.

Betrachtet man die Gesamtmenge des iiber fiinf Immobilisierungen gebundenen
Con A, ergeben sich die in Tabelle 3.4 (siehe S. 38) angegeben Werte. Zur Bestim-
mung dieser Menge wurde auch die Proteinkonzentrationen in den Waschfraktio-
nen berticksichtigt. Vor allem bei cobalt- und kupferbeladenen Membranen ergibt
sich ein grofier Finfluss auf die Gesamtmenge des gebundenen Con A. Ursache
sind die bereits angesprochenen unspezifischen Bindungen des Con A, die bei der
Zentrifugation der Proteinlosung entstehen und durch anschlieffende Waschzyklen
wieder gelost werden. In den Waschfraktionen der nickel- und zinkbeladenen Mem-
branen ist im Rahmen der Fehlergrenzen kein Protein nachweisbar. Die angegebe-
nen Fehler wurden entsprechend des Gauf’schen Fehlerfortpflanzungsgesetz be-
rechnet.

Es wird deutlich, dass in Abhdngigkeit von der Metallionenbeladung deutlich un-
terschiedliche Proteinmengen gebunden werden. Die schlechtesten Ergebnisse er-
hilt man bei der Beladung mit Cobaltionen, hier werden lediglich 37,2 % der ein-
gesetzten Con A-Mengen gebunden. Bei einer Beladung mit Zinkionen steigt die-
ser Anteil auf tiber 92 %. Vergleicht man die erreichten Beladungsdichten der ver-
schiedenen IDA-Membranen mit denen fiir die Epoxymembranen, erkennt man
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Tabelle 3.4: Con A-Beladungskapazititen von IDA-Spinmodulen in Abhéangigkeit
von der Metallionenbeladung. Gesamtmengen nach fiinf hintereinan-
der durchgefiihrten Beladungen

Metallion Con A, aufgegeben Con A, gebunden

[my] [my] lug/em?]  [%]
Cobalt 2,022 0,751+0,072 1014+9,6 37,2
Nickel 2,022 1,1384+0,106 153 4+14,2 55,9
Kupfer 2,022 1,238 +£0,119 1674159 61,2
Zink 2,022 1,872 40,092 253+12,3 92,6

das grofle Bindungspotenzial der metallchelatisierenden Membranen. Wahrend bei
Epoxymembranen in Abhéngigkeit vom Immobilisierungspuffer zwischen 8 11g/cm?
(Immobilisierung in Natriumacetatpuffer) und 39 pg/cm? (Immobilisierung in Phos-
phatpuffer) Con A gebundenen werden konnen und weitere Immobilisierungszy-
klen zur Verblockung der Membran fiihren, betrdgt die Beladungsdichte fiir Con A
bei IDA-Membranen zwischen 101 pg/cm? (Cobaltbeladung) und 253 pg/cm? (Zink-
beladung). Die erreichten Bindungskapazititen liegen in dem vom Hersteller ange-
gebenen Bereich. Dieser gibt mogliche Beladungsdichten mit > 100ug/cm? an. Zu
einer Verblockung kommt es auch bei mehrfacher Proteinaufgabe nicht. Ein Grund
tiir die verschiedenen Beladungsdichten liegt in der unterschiedlichen Porengrofle
der Membranen. Wahrend Epoxymembranen eine Porengrofie von 0, 45 jzm haben,
betrdgt diese bei metallchelatisierenden IDA-Membranen tiber 3 ym. Aufgrund die-
ser grofieren Poren konnen Con A-Molekiile besser in die Poren eindringen und bin-
den. Es ist ausreichend Platz fiir eine grofsere Molekiilanzahl, ohne dass die Poren
zugesetzt werden. Eine weitere mogliche Ursache ist, dass die Spacer iiber welche
die funktionellen Gruppen, in diesem Fall Epoxy- und IDA-Gruppen, an die Mem-
bran gebunden sind, ebenfalls Einfluss auf die Bindungskapazititen der Membra-
nen haben (z.B. Lange der Spacer, Einfluss auf die Zuganglichkeit der funktionel-
len Gruppen). Bei den vorliegenden Membranen ist {iber die Art der verwendeten
Spacer nichts bekannt, so dass tiber deren Einfluss nur spekuliert werden kann.

3.5.3 Immobilisierung von Con A an Aldehydmembranen

Der Einsatz von Aldehydmembranen stellt ein weitere Moglichkeit dar, Proteine zu
binden und auf diese Weise Affinititsmembranen herzustellen. Zwei verschiedene
Membranen wurden getestet, Hersteller sind die Sartorious AG und die PALL Cor-
poration. Beide Membranen lagen als Bogen vor, die Versuche zur Immobilisierung
von BSA und Con A wurden daher mit runden Membranstiicken (Membranflache:
4,9 cm?) in Mikroreaktionsgefdfen durchgefiihrt. Zu den Membranstiicken wurden
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jeweils 2 mL BSA bzw. Con A-Losung der Konzentration 1 mg/mL in Immobilisie-
rungspuffer gegeben. Mit Kaliumphosphatpuffer (pH7, 5) und Natriumacetatpuffer
(pH6,5) wurden zwei verschiedene Puffersysteme getestet, die weiteren Immobi-
lisierungsbedingungen waren Raumtemperatur bzw. 4 °C'. Die eine Hilfte der Re-
aktionsgefdfse wurde bei 750 rpm geschiittelt, wahrend die andere Halfte nicht ge-
schiittelt wurde. Weiterhin wurden Versuche zur Immobilisierung im Kreistrom bei
einer Flieigeschwindigkeit von 1 mL/min mit ausgestanzten Membranen in Filtra-
tionsvorsdtzen durchgefiihrt. Keiner dieser verschiedenen Immobilisierungsansét-
ze fiihrte zu einem positiven Ergebnis. Die Ursache liegt vermutlich in der relativ
instabilen Bindung der Proteine iiber Schiff’sche Basen (vgl. Kapitel 3.2). Die Her-
stellung von Con A-Membranen auf Basis aldehydaktivierter Membranen wurde
daher nicht weiter verfolgt.

3.6 Immobilisierung von Enzymen an metallchelatisieren-
den Membranen

Neben der Modifizierung von IDA-Membranen durch Con A, welches die anschlie-
ende Bindung glykosilierter Proteine erlaubt, ist die Modifizierung von Membra-
nen durch das Aufbringen von Enzymen von Interesse. Durch diese Modifizierungs-
variante kann ein Einsatz der vorliegenden Membranmodule als Festbettreaktor zur
Umsetzung entsprechender Substrate getestet werden. Es handelt sich in diesem
Fall um einem Kontaktor, der bereits in Kapitel 2.3.2 beschrieben wurde. Auch bei
der Verwendung als Festbettreaktor zeigen sich die fiir Membranen typischen Vor-
teile, wie beispielsweise der im Vergleich zu herkdmmlichen Sdulen geringe Druck-
abfall (vgl. Kapitel 2.3.3).

Durch die Verwendung von Zentrifugeneinheiten ist die Moglichkeit gegeben, im
Rahmen eines Screenings verschiedene Parameter innerhalb kurzer Zeit parallel
zu bestimmen und somit eine Verkiirzung der Entwicklungszeit zu erreichen. Zu
diesen Parametern gehoren die Bindungsbedingungen fiir das gewiinschte Enzym,
aber auch die Bestimmung der optimalen Reaktionsbedingungen enzymatischer Re-
aktionen. In Kapitel 5.2 werden die Moglichkeiten, Spinmodule im Screening einzu-
setzen detailliert diskutiert.

Die Versuche zur Bindung von Enzymen werden im Gegensatz zur Immobilisierung
von Con A ausschliefSlich mit metallchelatisierenden Membranen durchgefiihrt. An
diese Membranen werden Proteine nicht dauerhaft gebunden, ein weiterer Vorteil
ergibt sich durch die Wiederverwendbarkeit der Module.
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3.6.1 Modellenzyme zur Immobilisierung an IDA-Membranen

Um die metallchelatisierenden Membranen als Matrix fiir Enzymreaktoren einset-
zen zu konnen, ist es von Bedeutung, dass die Bindung moglichst vieler verschie-
dener Enzyme aus unterschiedlichen Enzymklassen moglich ist. Aus diesem Grund
wird zunédchst exemplarisch das Bindungsverhalten von sieben verschiedenen En-
zymen aus drei Enzymklassen bestimmt. Eine Zusammenstellung dieser Enzyme
findet sich in Tabelle 3.5.

Tabelle 3.5: Modellenzyme zur Immobilisierung an metallchelatisierende IDA-

Membranen
Enzym- Enzym EC- Molekular- pl-Wert  Referenz
klasse Nummer gewicht
[kDal)

Oxido- Alkohol- 1.1.1.1 141 — 152 5,4—5,8 [90][91]

reduktasen Dehydrogenase [92]
(ADH)

Glukoseoxidase 1.1.34 80 4,2 [93] [94]
(GOD)

Hydrolasen (-Galactosidase 3.2.1.23 135 4,2 [95] [96]
Invertase 3.2.1.26 270 3,4—4,4 [97][98]
a-Chymotrypsin  3.4.21.1 25 8,75 [99] [100]
Alcalase 3.4.21.62 27—36 9,4 [101] [102]

Lyasen Glutamat- 4.1.1.15 310 5,3—5,8 [103][104]
Decarboxylase
(GAD)

3.6.2 Bestimmung der optimalen Bindungsbedingungen flr Enzyme
an IDA-Spinmodule

Ahnlich der Bindung von Con A an metallchelatisierende Membranen wurden auch
tir die Bindung von Enzymen verschiedene Einflussfaktoren untersucht. Neben der
Metallionenbeladung spielt vor allem der Bindungspuffer eine wichtige Rolle. Fiir
die Bindung von Enzymen kamen daher neben dem schon zur Immobilisierung von
Con A verwendeten NaAc-Puffer (0,1 M, pH 6,4), Kaliumphosphatpuffer (0,1 M,
pH 7) und PBS-Puffer (0,01 M, pH 7, 4) zum Einsatz. Die Vorgehensweise zur Immo-
bilisierung der Enzyme entsprach der Vorgehensweise zur Bindung von Con A (sie-
he Anhang B.5.1). Die jeweils eingesetzte Enzymkonzentration betrug 1,0 mg/mL,
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es wurde ein Immobilisierungszyklus durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Protein-
konzentrationen in Durchldufen und Waschfraktionen und daraus folgend der ge-
bundenen Enzymmengen wurde der Bradfordtest verwendet (sieche Anhang B.1).
Die Ergebnisse der Versuche mit den genannten Modellenzymen sind in Tabelle 3.6
auf Seite 42 angegeben. Die Mengen des jeweils gebundenen Enzyms sind dabei
in pg/Spinmodul angegeben, die Kombination aus Metallionenbeladung und Bin-
dungspuffer, die das jeweils beste Ergebnis zeigt, ist hervorgehoben.

Die Fehler der Messungen sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit in der Tabelle
nicht angegeben, sie liegen zwischen 2 % (8-Galactosidase, NaAc-Puffer, Kupferbe-
ladung) und 8 % (ADH, PBS, Nickelbeladung). Zur Berechnung der Fehler wurde
das Gaufs’sche Fehlerfortpflanzungsgesetz angewandt.

Aus den Ergebnissen wird deutlich, dass die jeweils optimalen Immobilisierungs-
bedingungen fiir jedes Enzym unterschiedlich sind. Es ldsst sich aber feststellen,
dass bei allen getesteten Enzymen das beste Immobilisierungsergebnis bei einer Be-
ladung der Membran mit Kupferionen erreicht wurde. Daneben hat erwartungsge-
mafd der verwendete Immobilisierungspuffer Einfluss auf die Menge des gebunde-
nen Enzyms. Hier zeigt sich, dass fiir fiinf Enzyme die Immobilisierung in NaAc-
Puffer zum besten Ergebnis fiihrt, in allen Féllen in Kombination mit Kupferbela-
dung (ADH, GOD, -Galactosidase, Invertase und Glutamat-Decarboxylase). Die
Kombination aus Kupferbeladung und PBS ergibt bei der Immobilisierung von Al-
calase und a-Chymotrypsin im Vergleich das beste Ergebnis. Fiir die Bindung von -
Galactosidase werden ebenfalls gute Ergebnisse bei einer Beladung mit Nickel oder
Zink und KPP als Bindungspuffer erzielt (265 pg bzw. 263 g wurden gebunden).
Die Beladung mit Kupfer bei gleichzeitiger Verwendung von NaAc-Puffer als Im-
mobilisierungspuffer zeigt ein nur wenig besseres Ergebnis, 267 ;19 3-Galactosidase
wurden gebunden.

In Kapitel 3.4 wurde bereits die Moglichkeit erwdhnt, die Selektivitit von IDA-
Gruppen durch die Metallionenbeladung zu steuern, was auch hier eine Erklarung
fiir die unterschiedlichen Ergebnisse der Immobilisierungen ist. Wahrend bei ei-
ner Kupferbeladung nur eine Histidingruppe zur Bindung benétigt wird, sind bei
Nickelbeladung zwei Histidingruppen beliebiger Anordnung und bei Zinkbeladung
zwei benachbarte Gruppen notwendig [72] [73]. Der Einfluss des Bindungspuffers
muss ebenfalls diskutiert werden. Bei gleicher Metallionenbeladung fiihren die ver-
schiedenen getesteten Bindungspuffer zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Ein Beispiel hierfiir ist die Immobilisierung von GOD. Wihrend bei Kupferbela-
dung mit NaAc-Puffer das beste Ergebnis erzielt wurde, konnte bei einer Beladung
mit Cobalt oder Nickel GOD mit diesem Bindungspuffer nicht gebunden werden.
Der Grund hier ist die oben erwdhnte Selektivitdt durch die Metallionenbeladung.
Der Einfluss des Bindungspuffers wird vor allem bei der Cobaltbeladung deutlich.
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Tabelle 3.6: Optimierung der Bindungsbedingungen verschiedener Modellenzy-

me an metallchelatisierende IDA-Membranen. Die jeweils aufgegebene

Proteinmenge betrug 400 g

Enzym Puffer- Metallionenbeladung
system Cobalt Nickel Kupfer  Zink
gebundenes Enzym [1g/Spinmodul]
ADH NaAc 106 147 386 223
KPP 105 80 311 38
PBS 29 96 323 83
GOD NaAc - - 320 11
KPP 6 - 18 124
PBS 93 72 177 76
(-Galactosidase NaAc 111 117 277 107
KPP 83 265 85 263
PBS 23 73 251 54
Invertase NaAc 16 25 322 146
KPP 8 73 224 28
PBS - 34 187 -
Alcalase NaAc - - 298 -
KPP 8 13 244 8
PBS 19 27 317 -
a-Chymotrypsin NaAc 61 - 233 -
KPP - - 81 -
PBS 29 73 384 52
GAD NaAc 150 125 368 199
KPP 82 93 262 61
PBS 120 126 339 142

Mit steigendem pH-Wert des Bindungspuffers von NaAc-Puffer (pH 6,4) zu PBS
(pH 7,4) vergrofiert sich die negative Ladung der GOD-Molekiile und gleichzei-

tig steigt die gebundene Enzymmenge, die jedoch gering bleibt. Dieser Anstieg ist

daher vorrangig auf elektrostatische Wechselwirkungen zurtickzufiihren und nicht

auf die beabsichtigte Bindung tiber Histidingruppen. Da sich fiir jedes Enzym un-

terschiedliche Ergebnisse bei der Optimierung der Bindungsbedingungen ergeben,

ist eine individuelle Diskussion der jeweiligen Ergebnisse notwendig.
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Bei der Wahl der Immobilisierungsbedingungen spielen also sowohl die Beladung
der Membran mit Metallionen, als auch der Immobilisierungspuffer eine wichtige
Rolle. Die Wahl des Puffers sollte dariiber hinaus noch die weitere Verwendung
der enzymbeladenen Membran berticksichtigen, also in welchem Puffersystem eine
Umsetzung von Substraten erfolgen soll. Verdeutlicht wird dieses durch das folgen-
de Beispiel, bei dem (3-Galactosidase an eine kupferbeladene Membran gebunden
wurde (Aufgabe von 400 pL, ¢ = 2,0 mg/mL). Nach der Immobilisierung in NaAc-
Bindungspuffer und anschlielenden Waschschritten mit dem gleichen Puffer, wur-
de bei einem folgenden Waschzyklus das Puffersystem gewechselt. Es wurden zwei
Mal je 400 ;1L KPP aufgegeben und bei 5.700 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die gebun-
dene Enzymmenge wurde mittels Bradfordtest ebenso bestimmt wie der Protein-
gehalt der KPP-Fraktionen nach dem Zentrifugieren (Durchfiihrung siehe Anhang
B.1). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.7 zusammengefasst.

Tabelle 3.7: Elution von immobilisierter (3-Galactosidase durch KPP von IDA-

Membranen
Puffersystem Proteinmenge Anteil
(1] %]
B-Galactosidase, gebunden NaAc-Puffer 523 (£ 25) 100
Waschzyklus II,
B-Galactosidase, ausgewaschen KPP 425 (£ 10) 81,3

Aus den in Tabelle 3.7 angegebenen Werten ergibt sich, das 3-Galactosidase zwar
erwartungsgemafl mit guten Ergebnissen an die kupferbeladenene IDA-Membran
gebunden werden kann, die Waschschritte mit KPP im Anschluss an die erfolgreiche
Immobilisierung aber zur Ablosung des Enzyms von der Membran fiihren. 81,3 %
des Enzyms werden ausgewaschen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen
der -Galactosidase-Immobilisierung, die in Tabelle 3.6 angegeben sind. Bei einer
Beladung mit Kupfer konnten bei gleichzeitiger Verwendung von KPP als Immobi-
lisierungspuffer nur geringe Mengen (85 119 pro Spinmodul bei Aufgabe von 400 19
Enzym) gebundenen wurden.

Die Ursache ist auch hier der bereits angesprochene Einfluss des Bindungspuffers
auf das Immobilisierungsergebnis. Dabei ist nicht nur der pH-Wert des Puffers ein
Einflussfaktor, sondern beispielsweise auch die Ionenstiarke. Immobilisierungspuf-
tern wird in vielen Fillen NaCl zur Erh6hung der Ionenstidrke zugesetzt. Dadurch
konnen elektrostatische Wechselwirkungen, also Anziehung oder Abstoflung zwi-
schen IDA-Gruppen und Protein vermieden werden. Bei sehr hohen Ionenstdrken
werden diese Wechselwirkungen allerdings verstarkt [29]. Der in den Waschfraktio-
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nen verwendete KPP weist eine im Vergleich zu den anderen getesteten Bindungs-
puffern eine sehr hohe Ionenstérke auf, was hier zu niedrigen Bindungskapazitdten
und der Elution von (3-Galactosidase fiihrt.

Sollen also Enzyme an IDA-Membranen gebunden werden, um im Anschluss Sub-
strate umzusetzen, sollte, um eine Elution der gebundenen Enzyme aufgrund von
Puffereigenschaften zu vermeiden, die Immobilisierung moglichst im gleichen Puf-
fersystem durchgefiihrt werden wie die anschlieffende enzymatische Reaktion.

3.6.3 Einfluss der aufgegebenen Proteinkonzentration auf die Pro-
teinimmobilisierung

Fiir die Con A-Bindung an IDA-Membranen wurden in Kapitel 3.5.2 die Effekte dis-
kutiert, die sich ergeben, wenn Proteinlésung der gleichen Konzentration mehrfach
nacheinander auf die Membran gegeben wird. Dartiber hinaus iibt auch die Konzen-
tration der aufgegebenen Proteinlosung Einfluss auf die gebundene Enzymmenge
aus.

Der Hersteller macht keine Angaben iiber die Menge der in den Membranporen
vorliegenden IDA-Bindungstellen. Jedoch konnten in Kapitel 3.5.2 bis zu ~ 1,8 myg
Con A an ein IDA-Spinmodul gebunden werden. Hieraus lassen sich Riickschliisse
auf die zur Verfligung stehende Anzahl von Bindungsstellen ziehen.

Werden niedrige Proteinmengen aufgegeben, kann davon ausgegangen werden,
dass die Bindungstellen der Membran im Uberschuss vorliegen. Fiir die Immobili-
sierung von Proteinen an IDA-Membranen kann in diesen Fall eine Reaktion erster
Ordnung angenommen werden. Da die experimentelle Bestimmung des Verweil-
zeitverhaltens von Spinmodulen aufgrund der Bauart der Module nicht moglich
ist, wird weiterhin davon ausgegangen, dass das Reaktorverhalten der Spinmodule
ndherungsweise durch ein Stromungrohr beschrieben werden kann. In diesem Fall
gilt fiir den Umsatz der Reaktion Gleichung 3.1.

U=1—¢e"7 (3.1)
mit:
U : Umsatz
k: Geschwindigkeitskonstante
7 ¢ hydrodynamische Verweilzeit

Der Umsatz hingt also von der Verweilzeit der Proteinlosung im Reaktor ab, nicht
aber von der eingesetzten Konzentration.

Am Beispiel der Immobilisierung von 3-Galactosidase wird dieser Zusammenhang
im Folgenden kurz diskutiert. Die Immobilisierung wurde in NaAc-Puffer mit kup-
terbeladenen Spinmodulen durchgefiihrt. Die Wahl der Immobilisierungsbedingun-
gen wurde an die spdter benotigten Reaktionsbedingungen angepasst, ndher wird
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darauf in Kapitel 5.4.1 eingegangen. 3-Galactosidase wurde in drei verschiedenen
Konzentrationen aufgegeben (0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL und 2,0 mg/mL), die Durch-
fithrung entsprach dem Standardverfahren fiir die Proteinimmobilisierung an IDA-
Membranen (siehe Anhang B.5.1). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.11 dargestellt.

0'9 I I I I

08| A4 p-Galactosidase, aufgegeben 1

07 [T p-Galactosidase, gebunden

0,6 -

0,5 1 -

0,4 .

0,3 1 -

B-Galactosidase [mg]

0,2 1 -

0,1 -
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0,5 1,0 1,5 2,0
Konzentration pB-Galactosidase [mg/mL]

Abb. 3.11: Immobilisierung von (-Galactosidase an kupferbeladene IDA-Mem-
branen - Abhédngigkeit der gebundenen von der aufgegebenen Protein-
menge. Immobilisierungsbedingungen: RT, NaAc-Puffer (pH 6, 4)

Aus der Abbildung 3.11 wird deutlich, dass mit steigender Konzentration der auf-
gegebenen [-Galactosidase-Losung auch die gebundene Enzymmenge steigt. Die
prozentualen Umsitze liegen fiir alle getesteten Proteinkonzentrationen in einem
dhnlichen Bereich. Bei einer Konzentration von 0, 5 mg/mL betrdgt der Umsatz 61 %.
Wird Proteinlosung der Konzentration 1,0 mg/mL eingesetzt, werden 67 % gebun-
den und bei 2,0 mg/mL 59 %. Es ergibt sich also das erwartete Ergebnis. Da die
prozentualen Umsétze anndhernd unabhéngig von der eingesetzten Produktkon-
zentration sind, ist davon auszugehen, dass bei einer weiteren Erniedrigung der
eingesetzten Proteinkonzentration der Umsatz ebenfalls bei ~ 50 — 60 % liegt.

Die fiir die Immobilisierung optimale Proteinkonzentration ist schwierig zu bestim-
men, dieses Problem wurde bereits in Kapitel 3.5.1.3 angesprochen. Zwar fiihrt ei-
ne hohere Konzentration dazu, dass grofSere Proteinmengen gebunden werden, es
steigt aber gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit, dass diese Bindungen unspezifisch
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sind. Fiir die weiteren Arbeiten werden daher Enzymkonzentrationen von 0, 5 mg/
mL und 1,0 mg/mL eingesetzt. Hier wird eine ausreichende Enzymmenge an die
Membran gebunden und gleichzeitig bleibt die Menge des nicht gebundenen En-

zyms in einem vertretbaren Rahmen.

3.6.4 Lokalisierung der immobilisierten Proteine innerhalb der Spin-
module

Die Optimierung der Bindungsbedingungen stellt einen wichtigen Punkt fiir die
Entwicklung von Enzym-Festbettreaktoren dar, da die Menge des gebundenen En-
zyms natiirlich Einfluss auf die spatere Umsetzung von Substraten austibt. Dartiber
hinaus ist es aber auch von Interesse, wo innerhalb der verschiedenen Membran-
schichten im Modul die Enzyme gebunden werden.

Zur Visualisierung der an die Membranen gebundenen Enzyme wurde eine Coo-
massie-Farbung eingesetzt. Dazu wurden die Membranen aus dem Einsatz des Spin-
moduls entfernt und einzeln gefarbt. Zum Farben wurde die gleiche Losung einge-
setzt, wie sie tiblicherweise zum Anfiarben von SDS-Gelen verwendet wird. Abbil-
dung 3.12 zeigt das Ergebnis fiir die Coomassie-Farbung der einzelnen Membranen
eines mit 300 ;1g Enzym beladenen IDA-Spinmoduls. Das Modul ist im ersten Schritt
mit Kupferionen beladen worden.

Membran-Einsatz

(Spinmodul) ~w

Obere \'0"’ Untere

Membranschich Membranschicht
($~ r;. g g 'f'~\: \\' >

®F - : =61 0D

Abb. 3.12: Coomassie-Farbung von enzymbeladenen IDA-Membranen

Die auf der Membran gebundenen Proteine sind nach der Coomassie-Farbung auf-
grund ihrer dunkelblauen Farbe gut zu erkennen. Die hellbaue Farbe, die vor allem
bei den mittleren Membranen deutlich ist, wird durch die vorhergehende Beladung
mit Kupferionen hervorgerufen.

Durch die Farbung wird deutlich, dass die immobilisierten Enzymmolekiile nicht
gleichmafliig tiber die 20 Membranschichten verteilt gebunden werden. Vielmehr
wird der Hauptteil der Enzyme auf der obersten Membran gebunden, schon auf
der Membran darunter sind nur noch geringe Mengen Enzym zu finden. Was dar-
tiber hinaus auffallt, ist die deutliche Blaufarbung am Rand der unteren Membran.



Kapitel 3 - Modifikation von Membranen durch biologische Komponenten 47

Die Ursache hierfiir hangt mit dem Aufbau des Membraneinsatzes des Moduls zu-
sammen. An der Unterseite des Kunstoffeinsatzes in dem die Membranen eingefiigt
sind, sind zum Fliissigkeitsauslass konzentrisch Locher angeordnet. Das bedeutet,
das insbesondere am Rand der Membranen, wo sich keine Ausldsse befinden, der
Fluss der Proteinlosung gestort wird und sie in diesem Bereich eine im Vergleich
zur Membranmitte langere Verweilzeit aufweist. Die Bindung der Proteine wird in
diesem Bereich also begiinstigt. Eine langere Verweilzeit der Proteinlosung ist auch
eine Ursache dafiir, dass auf der oberen Membran im Vergleich zu allen anderen
Membranschichten deutlich mehr Protein gebunden wird. Der Zeitraum zwischen
Aufgabe der Proteinlosung und dem Beginn des Zentrifugationsvorgangs, also die
Kontaktzeit zwischen Membran und Proteinlosung ist langer im Vergleich zu tiefer
liegenden Membranen, die erst wahrend der kurzen Zeit des Zentrifugierens in
Kontakt mit der Proteinlosung kommen.

Fiir die Anwendung als Enzym-Festbettreaktor stellt diese Tatsache natiirlich ein
gewisses Problem dar, insbesondere wenn die Zentrifugeneinheiten fiir das Scree-
ning der Reaktionsbedingungen enzymatischer Reaktionen verwendet werden sol-
len. Um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, muss sichergestellt werden, dass
die Reaktionszeit fiir alle Proben gleich ist. Das Aufgeben der Substratlosung sollte
daher in einem moglichst kurzen Zeitraum erfolgen.

3.6.5 Elutionsverfahren

Die an die IDA-Membranen gebundenen Enzyme lassen sich auf zwei verschiede-
nen Wegen eluieren, abhidngig davon, ob nur das gebundene Enzym, oder auch
die Metallionen entfernt werden sollen. Reicht die Elution der Enzyme, ist die Ver-
wendung von imidazolhaltigem Puffer ausreichend, welches die Enzyme von der
Membran verdrdngt. Alternativ kann auch EDTA-Losung aufgegeben werden. Ab-
bildung 3.13 (siehe S. 48) stellt die Ergebnisse fiir die mehrfache, hintereinander
durchgefiihrte Bindung und Elution von Alcalase an einer kupferbeladenen IDA-
Membran dar. Jeweils 400 pL einer 0,8 mg/mL Alcalaselosung wurden aufgege-
ben, die gebundene Enzymmenge mittels Bradfordtest als Differenz zwischen ein-
gesetzter Losung und der Summe der Proteine in Durchlauf und Waschfraktionen
bestimmt. Zur Elution wurde 50 mA Natriumphosphatpuffer (pH 8, 0) eingesetzt,
dem neben 300 mM NaCl auch 250 mM Imidazol zugesetzt waren. Um eine voll-
standige Elution der Alcalase sicherzustellen, wurden 4 x je 400 pL Elutionspuffer
aufgegeben (5.700 rpm, 3 min). Die einzelnen Immobilisierungs- und Elutionszy-
klen wurden entsprechend Anhang B.5.1 durchgefiihrt.

Aus der Abbildung 3.13 wird deutlich, dass die gebundene Alcalase-Menge iiber
vier Immobilisierungszyklen nur leicht schwankt. Im ersten und letzten Zyklus wur-
den 260 pg Alcalase pro Spinmodul gebunden, in den dazwischen liegenden Zyklen
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Abb. 3.13: Wiederverwendbarkeit von IDA-Modulen. Wiederholte Bindung und
Elution von Alcalase. Immobilisierungsbedingungen: RT, NaAc-Puffer
(pH 6, 4), Elutionsbedingungen: RT, Natriumphosphatpuffer (50 mM +
300 mM NaCl + 250 mM Imidazol; pH 8, 0)

230 p1g bzw. 235 11g. Der Fehler wurde entsprechend der Gaufs’schen Fehlerfortpflan-
zung bestimmt und ist fiir alle Messungen gering. Er schwankt zwischen 2,3 %
(4. Zyklus) und 4,6 % (3. Zyklus). Die Fehler fiir die Elutionen steigen vom ersten
zum vierten Zyklus von 4,9 % auf 13,6 % an und liegen damit tiber denen der Im-
mobilisierung. Die eluierte Alcalase-Menge liegt bis auf im zweiten Zyklus leicht
unter der zuvor gebundenen Menge und schwankt zwischen 256 11g (1. Zyklus) und
220 pg (3. Zyklus). Im zweiten Immobilisierungszyklus wurde eine etwas grofiere
Menge eluiert als zuvor gebunden wurde. Allerdings liegt die Differenz zwischen
eluierter und gebundener Enzymmenge bei nur 25 119, die Fehler der Mittelwerte
sind grofler. Es zeigt sich, dass {iber mindestens vier Immobilisierungszyklen die
Bindung und Elution von Proteinen moglich ist, ohne dass die Menge des immobi-
lisierten Proteins abnimmt.

Sollen aufier den gebundenen Proteinen auch die Metallionen von der Membran
eluiert werden, ist 1 M Schwefelsdure ein geeignetes Elutionsmittel. Die verwende-
ten Membranen nehmen, obwohl es sich um Membranen auf Zellulosebasis handelt,
bei kurzzeitigem Kontakt keinen Schaden. Schwefelsdure der angegebenen Konzen-
tration wird auch vom Hersteller zur Elution der gebundenen Metallionen empfoh-
len. Nach der Neutralisation ist die erneute Aufgabe von beliebigen Metallionen
moglich.
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3.7 Zusammenfassung

In den vorhergehenden Kapiteln wurden die Moglichkeiten, chemisch funktiona-
lisierte Membranen durch Proteine zu modifizieren und damit verschiedenen An-
wendungen zugénglich zu machen, beschrieben und die Ergebnisse dieser Modifi-
zierungen diskutiert. Fines dieser Einsatzgebiete ist die Aufreinigung von Glyko-
proteinen, welche durch Membranen, die durch das Lektin Con A modifiziert wur-
den, gebunden werden konnen. Eine weitere Moglichkeit modifizierte Membranen
einzusetzen, ist die Verwendung als Enzym-Festbettreaktor nach vorangegangener
Bindung entsprechender Enzyme.

Zur Bindung von Con A wurden sowohl epoxyaktivierte als auch metallchelatisie-
rende IDA-Membranen erfolgreich eingesetzt. Fiir die Bindung an Epoxymembra-
nen wurden vier verschiedene Bindungspuffer untersucht, das beste Ergebnis wur-
de beim Einsatz von KPP /PBS erzielt. Mit NaAc-Puffer, der auch zur Aktivierung
der gebundenen Con A-Molekiile benétigt wird, zeigten sich die schlechtesten Er-
gebnisse. Da aber u. U. die Anwesenheit der strukturbildenden Metallionen wéh-
rend des Immobilisierungsprozesses fiir die spéatere Aktivitit von Bedeutung ist,
wurden verschiedene Ansétze zur Optimierung der Con A-Bindung in diesem Puf-
fersystem unternommen. Weder die Verdnderung der Metallionenkonzentrationen,
der Inkubationszeit (nicht gezeigt), noch die Erhthung der Con A-Konzentration
in der aufgegebenen Losung fiihrten zu wesentlichen Verbesserungen. Die mehr-
fache Aufgabe von Con A-Losungen in NaAc-Puffer zeigte ebenso keine positiven
Resultate, da dieses Verfahren zum Verblocken der Membranen fiihrte. Fiir die wei-
tere Verwendung der Con A-Membranen ist aber nicht nur die absolute gebundene
Menge von Bedeutung, sondern auch das Vermogen des Con A Glykoproteine zu
binden, also dessen Aktivitat. Das folgende Kapitel wird diesen Aspekt genauer dis-
kutieren.

Metallchelatisierende IDA-Membranen erwiesen sich als gut geeignet, um Con A zu
binden. Als Bindungspuffer wurde ausschliefllich NaAc-Puffer verwendet, variiert
wurde die Metallionenbeladung der IDA-Gruppen. Membranen mit Zinkbeladung
zeigten insbesondere bei mehrfacher Beladung das grofite Bindungsvermogen fiir
Con A, die schlechtesten Ergebnisse wurden bei Cobaltbeladung erzielt. Die gebun-
denen Proteinmengen liegen deutlich {iber denen der Epoxymembranen. Auffallig
war indessen, dass auch nach mehrfacher Beladung bedeutende Proteinmengen an
die Membranen gebunden wurden, was auf unspezifische Bindungen des Proteins
hindeutet. Ein Verblocken der IDA-Membranen wurde bei mehrfacher Beladung
nicht festgestellt. In Kapitel 4 werden die Moglichkeiten diskutiert, mit den herge-
stellten Con A-IDA-Membranen Glykoproteine zu binden.

Eine Moglichkeit, Membransysteme als Festbettreaktoren einzusetzen, besteht u. a.
durch das Binden von Enzymen und die anschlielende Umsetzung entsprechen-
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der Substrate. Es konnte gezeigt werden, dass sieben verschiedene Enzyme aus drei
Enzymklassen mit guten Ausbeuten an IDA-Membranen binden. Fiir die verschie-
denen Enzyme wurden jeweils die optimalen Bindungsbedingungen ermittelt, Pa-
rameter waren die Metallionenbeladung der Membran und der Immobilisierungs-
puffer. Des Weiteren wurden Elutionsverfahren fiir IDA-Module diskutiert und am
Beispiel von Alcalase gezeigt, dass eine mehrfache Verwendung der Membranen
moglich ist, ohne dass die jeweils gebundene Proteinmenge sinkt. Die Anwendung
der durch Enzyme modifizierten IDA-Spinmodule als Membranreaktor wird in Ka-
pitel 5 diskutiert.
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Kapitel 4

Aufreinigung von Glykoproteinen

4.1 Bindung von GOD an Con A-beladene Spinmodule

Im Kapitel 3.5 wurden die verschiedenen Moglichkeiten diskutiert, Con A an Mem-
branen zu binden. In Abhdngigkeit von den verschiedenen Membranaktivierun-
gen und den jeweiligen Reaktionsbedingungen ergeben sich Membranen mit unter-
schiedlichen Con A-Beladungsdichten. In diesem Kapitel soll die Eignung der Spin-
module mit Con A-Membranen zur Aufreinigung von Glykoproteinen zundchst am
Beispiel des Modellproteins Glukoseoxidase (GOD) diskutiert werden.

4.1.1 Con A-Epoxy-Membranen zur Immobilisierung von Glykopro-
teinen

Con A-Membranen auf Basis epoxyaktivierter Membranen konnten in verschie-
denen Immobilisierungspuffern hergestellt werden. In Abhdngigkeit vom Puffer
wurden Beladungsdichten zwischen 8 pg und 39 ;19 Con A pro Quadratzentimeter
Membran realisiert. Fiir die spatere Anwendung dieser Membranen im Bereich der
Isolierung von Glykoproteinen ist es zunédchst von Bedeutung, ob der fiir die Im-
mobilisierung von Con A verwendete Puffer Einfluss auf die Aktivitdt von Con A
und damit auf das Bindungvermdogen fiir glykosilierte Proteine hat. Weiterhin sind
geeignete Elutionsbedingungen zu bestimmen und die Auswirkungen mehrfacher
Bindungen und Elutionen von Glykoproteinen auf die Aktivitdt des Con A zu er-
mitteln. Ein Einsatz der Con A-Membranen im Bereich der Proteinaufreinigung ist
nur sinnvoll, wenn die Membranen mehrfach zur Bindung glykosilierter Proteine
verwendet werden konnen.

4.1.1.1 Einfluss der Con A-Immobilisierungspuffer auf das Bindungsvermdgen fur
Glukoseoxidase

Es wurde gezeigt, dass Con A-Membranen auf Epoxybasis in verschiedenen Bin-
dungspuffern hergestellt werden konnen (vgl. Kapitel 3.5.1) Das verwendete Puf-
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tfersystem kann u. U. Einfluss auf die Konformation des Lektins und somit auch auf
die spatere Aktivitdt ausiiben. Da nicht alle vorhandenen Epoxygruppen bei der
Immobilisierung von Con A reagiert haben, wurden die verbliebenen Gruppen vor
der GOD-Bindung in einem ersten Schritt mit Ethanolamin (0, 1 % in Phosphatpuf-
ter) abgeséttigt. Eine kovalente Bindung der Glykoproteine an die Membran wurde
durch diesen Schritt vermieden. Nach dem Equilibrieren der Membranmodule mit
NaAc-Puffer zur Aktivierung des Con A, wurden jeweils 0,4 mL einer 1 mg/mL
Glukoseoxidaselosung (in NaAc-Puffer) auf die Membran gegeben und zentrifu-
giert (Protokoll sieche Anhang B.4.2). Die Menge der gebundenen GOD wurde aus
der Differenz des Proteingehaltes der eingesetzten Losung und der Summe des Ge-
haltes in Durchlauf und den Waschfraktionen bestimmt. Dazu wurde die Absorpti-
on der Losungen nach [87] gemessen. Es ergeben sich die in Tabelle 4.1 angegebenen
Werte.

Tabelle 4.1: Einfluss der Con A-Immobilisierungspuffer auf die Bindung von GOD
an Con A-Epoxy-Spinmodulen.

Puffersystem zur Con A-Immobilisierung
Phosphat- Borat- Carbonat- Natriumacetat

puffer puffer puffer puffer
Con A, gebunden
(9] 292 £ 18 179 £ 11 133 £11 58 £4
GOD, eingesetzt
9] 400 400 400 400
GOD, gebunden
[1g] Membran 73+38 - 27+5
(g /em?] verblockt  10+1,1 - 440,7
%] - 18 + 2 - T+1
(g (GOD)/pug(Con A)] - 0,41 40,07 - 0,474+0,11

An zwei der getesteten Membranen konnte aus unterschiedlichen Griinden keine
GOD gebunden werden. Die Membranen, bei denen die Con A-Immobilisierung in
Phosphatpuffer durchgefiihrt wurde, verblockten bei erneuter Aufgabe von GOD.
Probleme mit verblockten Membranen traten bereits bei der mehrfachen Immobi-
lisierung von Con A in NaAc-Puffer auf. In diesem Fall handelt es sich um die
Membranmodule an denen im Schritt zuvor die grofiten Con A-Mengen gebunden
werden konnten, was die nachfolgenden Aufreinigungsschritte fiir Glykoproteine
deutlich erschwert bzw. verhindert.

Wurde hingegen Carbonatpuffer zur Con A-Immobilisierung verwendet, konnte
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GOD nicht gebunden werden. Die Ursache liegt in den gewé&hlten Immobilisie-
rungsbedingungen. Con A ist nur in der Lage, glykosilierte Proteine zu binden,
wenn es als Tetramer vorliegt, das heifit bei pH-Werten zwischen ~ 5,5 und ~ 9
[105]. Bei grofieren oder kleineren pH-Werten liegt Con A hingegen als Dimer vor
und zeigt keine Affinitdt, Zucker zu binden [106] [107]. Der verwendete Carbonat-
puffer hat einen pH-Wert von 9, 0. Con A sollte daher als Tetramer vorliegen, jedoch
kommt es in diesem pH-Bereich bereits zu einer Veranderung der Konformation
hin zum Dimer. Con A wurde bei Verwendung des Carbonatpuffers offensichtlich
vorrangig als Dimer gebunden. Auch durch die Membranequilibrierung mit NaAc-
Puffer, der einen pH-Wert von 6, 4 hat, ist eine Veranderung der Konformation zum
Tetramer nicht moglich.

Positive Ergebnisse erhdlt man hingegen fiir die zwei tibrigen Con A-Membransys-
teme, in beiden Fallen konnten geringe Mengen GOD (73 ng (Boratpuffer) bzw. 27 ug
(NaAc-Puffer)) gebunden werden. Bezieht man diese Mengen auf die bereits im-
mobilisierte Con A-Menge, ergeben sich mit den Quotienten von 0,41 ug(GOD)/
pg(Con A) und 0,47 41g(GOD)/pug(Con A) gute Ergebnisse fiir das Verhiltnis von
gebundener GOD-Menge zu der zur Verfiigung stehenden Con A-Menge. In bei-
den Féllen konnten pro pg Con A dhnliche Mengen GOD gebunden werden, wobei
sich mit einem Quotienten von 0,47 g(GOD)/ug(Con A) geringfligig bessere Wer-
te ergeben, wenn die vorangegangene Con A-Bindung an die Membran ebenfalls in
NaAc-Puffer erfolgte.

Insgesamt sind diese Ergebnisse positiv zu bewerten. Die lange Inkubationszeit der
Con A-Immobilisierung ermdglicht den Molekiilen auch an schlechter zuganglichen
Stellen der Membran zu binden, wihrend die GOD-Aufreinigung nur in einem Zen-
trifugationsschritt tiber 5 min, durchgefiihrt wird. Aus diesem Grund bindet GOD
vor allem an leicht zugédnglichen Con A-Molekiilen. Verschiedene Versuche mit ge-
ringeren Zentrifugationsgeschwindigkeiten wurden durchgefiihrt, um durch eine
Verlangerung der Kontaktzeit zwischen GOD und Con A eine Erhchung der gebun-
denen GOD-Menge zu erreichen. Sie fiihrten aber zu keiner signifikanten Verbesse-
rung, da die minimal mogliche Zentrifugationsschwindigkeit technisch bedingt bei
2.000 rpm lag und daher die Kontaktzeit zwischen Membran und Losung nur un-
wesentlich verldngert wird. Sowohl bei der urspriinglich verwendeten Geschwin-
digkeit von 4.600 rpm als auch bei 2.000 rpm lief die gesamte aufgegebene Protein-
16sung innerhalb von 5 min durch die Membran.

4.1.1.2 Elution von gebundenen GOD-Molekiilen

Neben den Bindungsbedingungen fiir Glykoproteine ist fiir eine optimale Aufreini-
gung die Bestimmung der geeigneten Elutionsbedingungen von Bedeutung. Um die
Bindung zwischen Con A und glykosilierten Proteinen zu trennen, eignen sich vor
allem zwei Elutionsmittel. Zundchst wird die Elution durch kompetitive Verdran-
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gung der Glykoproteine mit Mannosidlosung getestet. Sollte diese schonende Me-
thode zur Elution keinen Erfolg zeigen, ist auch die Elution mittels pH-Shift mog-
lich. In diesem Fall ist die Verwendung von Glycin/HCl-Puffer vielversprechend,
allerdings ist eine rasche Neutralisation des Elutionspuffers notwendig, um die Ak-
tivitdt der eluierten Proteine zu erhalten.

Aufgrund der geringen GOD-Beladungsdichten der Membranen, bei denen die Con
A-Immobilisierung in NaAc-Puffer durchgefiihrt wurde, werden die Ergebnisse zum
Elutionsverhalten ausschliefilich fiir die Membranen gezeigt, bei denen die Con A-
Immobilisierung in Boratpuffer durchgefiihrt wurde. Die Elution von GOD erfolgte
schrittweise mit beiden Elutionsmitteln. Zundchst wurde mehrfach das mildere Elu-
tionsmittel Mannosid aufgegeben. Anschliefiend folgt ein zweiter Elutionszyklus
mit Glycin/HCI-Puffer (0,1 M, pH 2,8). Die genaue Durchfiihrung ist im Anhang
B.4.2 angegeben. Bei den Elutionsschritten mit Glycin/HCI-Puffer werden jeweils
70 pL einer 0,1 M Natriumhydroxidlosung (NaOH) im Mikroreaktionsgefaf vorge-
legt, um eine unmittelbare Neutralisation des Durchflusses zu gewahrleisten.

Eine Uberpriifung des Elutionsergebnisse erfolgte mittels Gelelektrophorese (SDS-
Page, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), da aufgrund der gerin-
gen GOD-Mengen Proteintests nicht zu einem zuverldssigen Ergebnis fiihrten. Die
Gelelektrophorese wird nach [108] mit 12, 5 %igen Tris-HCl-Precast-Gelen (BioRad,
Miinchen) bei einer Stromstdrke von 200 V' durchgefiihrt. Die Farbung der Gele er-
folgt entsprechend der Silbernitratmethode nach Blum [109]. In Abbildung 4.1 auf
Seite 55 ist das Ergebnis der GOD-Elutionen an einem Beispiel dargestellt.

Aus der Grafik wird deutlich, dass die Elution von GOD durch pH-Shift erfolgreich
war. In den Spuren 2 und 3 sind zum Vergleich Proben mit Con A beziehungsweise
GOD aufgetragen, die die typischen Bandenmuster zeigen. Dieses dient zum Einen
dazu, eluierte GOD zu identifizieren, zum Anderen um auszuschliefien, dass Con A
ebenfalls von der Membran eluiert wird. Die Elution mit Mannosid zeigte keinen
Erfolg (Spuren 4-6), wiahrend in den ersten beiden Elutionsfraktionen, bei denen
Glycin/HCL-Puffer eingesetzt wurde, deutlich erkennbar GOD enthalten ist. Ein
entsprechendes Bild ergibt sich auch fiir die GOD-Elutionen von den Membranen,
bei denen NaAc-Puffer zur Con A-Immobilisierung verwendet wurde. Allerdings
ist hier aufgrund der geringeren GOD-Mengen nur in der ersten Glycin-HCl-Elution
eine sehr schwache Bande erkennbar.

4.1.1.3 Mehrfache Immobilisierung von GOD an Con A-Epoxy-Spinmodulen - Wie-
derverwendbarkeit der modifizierten Module

Um die erzeugten Con A-Epoxymembranen sinnvoll in Aufarbeitungsprozessen
einsetzen zu konnen, ist die Wiederverwendbarkeit der Module von grofier Bedeu-
tung. In der Praxis erweist sich das mehrfache Binden und Eluieren von GOD, ins-
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Abb. 4.1: GOD-Elution von einer Con A-Epoxymembran (Con A-Immobilisierung
in Boratpuffer). Spur 1: Marker, Spur 2 und 3: Con A bzw. GOD als Stan-
dard, Spur 4-6: Elution mit Mannosidlésung, Spur 7-9: Elution mit pH-
Shift (Glycin-HCl-Puffer)

besondere bei den Con A-Membranen, bei denen Boratpuffer als Immobilisierungs-
puffer verwendet wurde, als schwierig. Die GOD-Mengen, die bei weiteren Immo-
bilisierungszyklen gebunden werden konnen, sinken auf Werte zwischen 20 % und
34 % der im ersten Immobilisierungszyklus gebunden Mengen (15 — 25 g GOD
pro Spinmodul). Diese Mengen entsprechen in etwa den Ergebnissen fiir die Mem-
branen, bei denen die Con A-Immobilisierung in NaAc-Puffer durchgefiihrt wurde.
Fiir diese Con A-Membranen bleiben die gebundenen GOD-Mengen stabil, doch
aufgrund der sehr geringen GOD-Mengen die gebunden werden konnten, ist ein
sinnvoller Einsatz spater kaum moglich.

Es wird daher eine Verbesserung der Bindungsaktivitdt der Con A-Membranen aus
Boratpuffer angestrebt. Eine Erhohung der Metallionenkonzentration von Mg”,
Ca?* und Mn*" von je 1 mmol auf 10 mmol bewirkt zunéchst eine Steigerung der
gebundenen GOD-Menge auf bis zu 35 ;1g pro Modul. Allerdings kommt es bei wei-
teren GOD-Immobilisierungen zu einem erneuten Absinken.

Verglichen mit den urspriinglich erreichten Werten ergibt sich also ein deutlicher
Aktivitatsverlust des Con A bei mehrfacher Verwendung der modifizierten Spinmo-
dule. Trotz dieser Ergebnisse sollen aber Con A-Membranen auf Epoxybasis in wei-
teren Versuchen auf ihre Eignung zur Bindung von Glykoproteinen beispielsweise
aus Kultivierungsmedien getestet werden. Durch eine Vergrofierung der Membran-
flache ist es moglich, die angestrebten Proteinmengen zu binden.
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4.1.2 Bindung von GOD an Con A-IDA-Membranen

An metallchelatisierende IDA-Membranen konnten in Kapitel 3.5.2 im Vergleich
zu Epoxymembranen wesentlich grofiere Mengen Con A gebunden werden. An
Epoxymembranen war es im besten Fall moglich, 292 ;19 Con A zu immobilisie-
ren. Bei IDA-Membranen wurden im Vergleich, abhidngig von der Metallionenbela-
dung, die 2, 6- bzw. 6, 4-fache Con A-Menge gebunden. Daher ist davon auszuge-
hen, dass auch bei der Bindung von GOD deutlich hohere Werte erreicht werden.
Neben dem Einfluss der Metallionenbeladung auf die Bindungseigenschaften der
Con A-Membranen fiir Glykoproteine werden in den folgenden Kapiteln auch die
Moglichkeiten der Wiederverwendbarkeit der Con A-Membranen, sowie die Wir-
kung der verschiedenen Elutionsmittel fiir Glykoproteine diskutiert.

4.1.2.1 Einfluss der Metallionenbeladung von Con A-IDA-Membranen auf die Bin-
dung von Glukoseoxidase

Um den Einfluss der Metallionenbeladung auf die Bindungseigenschaften der ent-
wickelten Con A-Membranen zu bestimmen, wurden dhnlich der Versuche fiir Con
A-Epoxymembranen (Kapitel 4.1.1.1, eine Abséttigung der evtl. verbliebenen Bin-
dungsstellen wird bei IDA-Membranen nicht durchgefiihrt) jeweils einmal eine 1,1
mg/ml GOD-Losung in NaAc-Aktivierungspuffer auf die Membranen der Con A-
IDA-Spinmodule gegeben und die Losung im Anschluss zentrifugiert. Nicht ge-
bundene GOD wurde im anschliefenden Waschzyklus entfernt. Die genaue Ver-
suchsdurchfiihrung ist im Anhang B.5.1 angegeben. Die gebundenen Proteinmen-
gen wurden durch Absorptionsmessung bei 280 nm nach [87] und nachfolgender
Differenzbildung zwischen aufgegebener und nicht gebundener Proteinmenge er-
mittelt. Eine Zusammenstellung der Ergebnisse findet sich in Tabelle 4.2.

Tabelle 4.2: Immobilisierung von GOD an Con A-IDA-Spinmodule mit unter-
schiedlicher Metallionenbeladung

Metallionen- GOD, eingesetzt GOD, gebunden
beladung [ug] [wgl  [ng/em?] %]
Cobalt 440 557 7,4%£0,9 12,5
Kupfer 440 244 +£30 32,64 55,5
Nickel 440 46+15 6,1+2 10,5
Zink 440 %45 3,540,7 59

Aus den in Tabelle 4.2 angegeben Werten fiir die Immobilisierung von GOD ist er-
sichtlich, dass die erreichten Beladungsdichten fiir GOD bei Membranen, die mit
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Zink-, Cobalt- oder Nickelionen beladen sind, sehr niedrig sind und sich mit 26 p.g —
55 pg pro Spinmodul im Bereich der Con A-Epoxymodule bewegen. Deutlich besse-
re Ergebnisse zeigen die mit Kupferionen beladenen Membranen, hier konnten pro
Modul 244 £ 30 g GOD gebunden werden. Die Unterschiede in den gebundenen
Proteinmengen werden noch deutlicher, wenn man sie auf die zuvor immobilisier-

ten Con A-Mengen bezieht, wie es in Abbildung 4.2 dargestellt ist.
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Abb. 4.2: Immobilisierung von GOD an Con A-IDA-Membranen. Verhéltnis von im-
mobilisierter GOD zur Con A-Menge, Einfluss der Metallionenbeladung

Die grofite Menge Con A konnte an Module mit Zinkionenbeladung gebunden wer-
den (im Mittel 1.872 ;g pro Spinmodul). Gleichzeitig ist die durchschnittlich immo-
bilisierte GOD-Menge im Vergleich zu den anderen Metallionenbeladungen am ge-
ringsten. Es ergibt sich ein Quotient von 0,014 £ 0,003 ;g(GOD)/ug(Con A). Die
Ergebnisse fiir Nickel (0,041 £ 0,014 pug(GOD)/ug(Con A)) und Cobalt (0,073 +
0,01 ng(GOD)/ug(Con A)) sind nur geringfiigig besser. Im Vergleich zu den Ergeb-
nissen der Con A-Epoxymembran wird sehr wenig GOD bezogen auf die gebunde-
ne Con A-Menge immobilisiert. Das beste Ergebnis erhilt man fiir kupferbeladene
Module, hier konnten 244 ;19 GOD gebunden werden, woraus sich ein Quotient von
0,198 0,025 119(GOD)/ug(Con A) ergibt.

Die sehr hohen GOD Mengen bei Kupferbeladung im Vergleich zu den iibrigen Me-
tallen hat u. A. die Ursache, dass GOD aufier an Con A auch direkt an die Kupferio-
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nen gebunden werden kann. Durch das Con A werden die im Uberschuss vorhan-
denen Bindungsstellen nicht vollstandig besetzt. Es ist daher davon auszugehen,
dass ein Teil der GOD nicht durch Con A-Molekiile sondern tiber Kupferionen ge-
bunden wurde. Wie spiter in Kapitel 4.1.2.3 gezeigt wird, ist die Elution von ~ 64 %
der gebundenen GOD durch Mannosidlosung moglich. Hier handelt es sich um den
Anteil der GOD-Molekiile, die an Con A und nicht direkt an Kupferionen gebunden
waren. 64 % entsprechen in diesem Fall einer gebundenen GOD-Menge von 156 jg.
Die gebundenen GOD-Mengen bei den weiteren Metallionenbeladungen sind im
Vergleich zu kupferbeladenen Membranen um 65 % bei Cobaltbeladung, sowie und
71 % und 83 % bei Nickel- und Zinkbeladung niedriger. Diese Unterschiede werden
dadurch hervorgerufen, dass die Bindung des Con A je nach verwendetem Metal-
lion iiber verschiedene Histidingruppen des Proteins erfolgt [71]. Auch die Menge
des gebundenen Proteins und die Bindungstiarken konnen beeinflusst werden. Mog-
lich ist, dass diese Unterschiede Verdnderungen der Con A-Konformation bewirken
und somit Einfluss auf die Aktivitdt gegentiber glykosilierten Proteinen ausiiben.
Prozentual sind die Fehler fiir alle Messwerte hoch. Fiir Module mit Kupferbela-
dung betrdagt er 12, 6 %, bei colbalt- bzw. zinkbeladenen Module 13,1 % und 19,5 %,
wahrend sich fiir nickelbeladene Module ein sehr hoher Fehler von 32,8 % ergibt.
Diese hohen Fehler sind teilweise in den unterschiedlichen Beladungsdichten der
Con A-Module begriindet, die fiir die einzelnen Metallionenbeladungen verwendet
wurden. Die immobilisierten GOD-Mengen schwanken ebenfalls, sie werden auf
die vorhandenen Con A-Mengen bezogen, was zu einem Anstieg der Fehlerwerte
tihrt.

4.1.2.2 GOD-Elution von Con A-IDA-Membranen

Auch bei Verwendung von Con A-IDA-Membranen zur Isolierung glykosilierter
Proteine, miissen die optimalen Elutionsbedingungen bestimmt werden. Bei Con A-
Membranen auf Epoxybasis wurden sowohl Mannosidlosung, als auch die Elution
tiber pH-Shift mittels Glycin-HCI-Puffer getestet. Fiir Con A-IDA-Membranen wur-
de ein analoges Vorgehen gewahlt. Als Testmembranen fiir die Elution wurden mit
Kupfer beladene Membranen verwendet, da hier die grofiten Mengen GOD immo-
bilisiert werden konnten. Aus den hier beschrieben Versuchen zur Elution von GOD
wurde das im Anhang angegebene Standardprotokoll entwickelt (siehe B.5.2). Die
genauen Versuchsparameter sind daher im Text angegeben.

Zundchst wurde 0,1 M Mannosidlosung auf ihre Eignung als Elutionsmittel gete-
stet. Im ersten Schritt wurden 400 L der Losung auf die Membranen gegeben, im
nachfolgenden 200 p L, in beiden Fillen wurde bei 4.600 rpm fiir 5 min zentrifugiert.
Mit der geringeren Zentrifugationsgeschwindigkeit wurde die im Vergleich zu Epo-
xymembranen groflere Porengrofie und deren Einfluss auf die Fliefigeschwindig-
keit innerhalb der Membran berticksichtigt. Zwei weitere Elutionsschritte mit Man-
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nosid wurden mit 200 L Losung bei einer weiter verringerten Geschwindigkeit
von 3.000 rpm durchgefiihrt. Bei Verwendung des Glycin-HCl-Puffers wurden wie
zuvor bei Epoxymembranen 70 pL einer 0,1 M NaOH-Losung zur Neutralisation
des Elutionspuffers im Mikroreaktionsgefafs vorgelegt. Jeweils 200 pL Glycin-HCI-
Puffer wurden auf die Membran gegeben und bei 4.600 rpm fiir 5 min zentrifugiert.
Eine anschlieflende Gelelektrophorese der verschiedenen Elutionsfraktionen mit ei-
nem 15 %igen SDS-Gel ergibt nach einer Silberfarbung das in Abbildung 4.3 darge-
stellte Ergebnis.
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Abb. 4.3: Elution eines kupferbeladenen Con A-IDA-Spinmoduls, an dem zuvor
GOD gebunden wurde. Spur 1: Marker, Spur 2 und 3: GOD bzw. Con A
als Standard, Spur 4-7: Elution mit Mannosidlosung (Spur 4 und 5: 4.600
rpm, Spur 6 und 7: 3.000 rpm), Spur 8-9: Elution mit Glycin-HCI-Puffer
(pH-Shift)

In vier Proben fiir die Elution von GOD von Con A-IDA-Membranen ist GOD im
SDS-Gel (Spur 4-7) zu erkennen. In allen Fillen handelt es sich um Elutionen, die
mit Mannosidlosung durchgefiihrt wurden. Ein qualitativer Unterschied in den Elu-
tionen bei verschiedenen Zentrifugationsgeschwindigkeiten ist nicht erkennbar. In
den Spuren 8 und 9 ist keine GOD zu erkennen, hier wurde im Anschluss an die
Mannosid-Elutionen die Elution iiber pH-Shift eingesetzt, um verbliebene GOD
zu eluieren. Da kein Protein im SDS-Gel zu erkennen ist, sollte davon auszuge-
hen sein, dass die GOD, die von Con A gebundenen wurde, von der Membran
durch Mannosidlosung vollstandig entfernt wurde. Mannosidlosung ist fiir Con A-
Spinmodule aus IDA-Basis offensichtlich als Elutionsmittel ausreichend und somit
ist der Einsatz von Glycin/HCI-Puffer nicht notwendig. Die GOD-Molekiile sind
also von Con A-IDA-Membranen durch mildere Mittel zu eluieren als von Con A-
Epoxymembranen. Der Unterschied zwischen den Con A-Membranen auf Epoxy-
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und IDA-Basis liegt in der Art, wie die Con A-Molekiile gebunden werden. Bei
Epoxymembranen liegt eine kovalente Bindung vor, wahrend die Bindung an IDA-
Membranen {iiber chelatisierte Metallionen erfolgt. Diese verschiedenen Bindungs-
arten konnen Auswirkungen auf die Konformation des Con A ausiiben und somit
auch auf die Bindungsstirke fiir GOD. Neben der Elution des Zielproteins ist bei
Verwendung von IDA-Membranen weiterhin von Bedeutung, dass eine Elution der
nicht kovalent gebundenen Con A-Molekiile vermieden wird. In Abhédngigkeit vom
Elutionsmittel kann es u.U. zu diesem Effekt kommen. Es zeigt sich jedoch durch die
Gelelektrophorese, dass weder Mannosidlosung noch der pH-Shift sich negativ auf
die Bindung von Con A an die Membran auswirken.

4.1.2.3 Wiederholte Immobilisierung von GOD an Con A-IDA-Membranen

Auch bei Con A-IDA-Membranen ist die Wiederverwendbarkeit der generierten
Membranen von grofier Bedeutung fiir die spatere Nutzbarkeit. Um Aussagen dies-
beziiglich machen zu kénnen, wurde mehrfach GOD an die mit Con A-beladenen
Membranen gebunden und im Anschluss sowohl mit Mannosidlosung und als Ab-
sicherung der vollstindigen Elution mittels pH-Shift eluiert. Die Elutionsfraktio-
nen mit Glycin/HCI-Puffer zeigten erwartungsgemafs nur geringe Proteinkonzen-
trationen. Der Versuchsablauf entsprach dem im Anhang angegeben Protokoll (sie-
he B.5.2). Insgesamt wurden sieben Zyklen bestehend aus Immobilisierung und an-
schlieffender Elution durchgefiihrt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration der
einzelnen Fraktionen erfolgt auch hier mittels Absorptionsmessung bei 280 nm nach
[87]. Abbildung 4.4 stellt die Ergebnisse dar (siehe S. 61).

Aus der Grafik ldsst sich zum Einen erkennen, dass die reversible Immobilisierung
von GOD an Con A-IDA-Membranen tiber mindestens sieben Zyklen moglich ist.
Die immobilisierte GOD Menge schwankt hierbei allerdings zwischen 190 £+ 8 ug
und 227454 pg pro Spinmodul. Der Fehler wird mit fortschreitender Anzahl der Im-
mobilisierungen groBer. Uber alle Immobilisierungszyklen knnen im Mittel 214 pg
GOD gebunden werden, die maximale Abweichung einer Einzelmessung zu die-
sem Mittelwert betrdgt +67.g. Das entspricht 31,3 % und ist somit sehr grofs. Zum
Anderen wird aus der Abbildung deutlich, dass die durch Mannosidldésung und
Glycin/HCI-Puffer eluierte GOD bei allen Immobilisierungszyklen deutlich unter
der zuvor gebundenen Menge liegt. Sie schwankt zwischen 95 + 48 g (Elution 3)
und 188 £ 86 ;g GOD. Im Mittel werden 137 pug GOD eluiert. Vergleicht man die-
sen Wert mit der im Mittel gebundenen Menge von 214 pg, ist zu erkennen, dass
~ 64 % der immobilisierten GOD eluiert werden konnten. Im ersten Immobilisie-
rungszyklus ist der Unterschied zwischen der gebundenen und eluierten Menge
mit 119 g am grofiten, mit fortschreitender Anzahl der Immobilisierungen nimmt
diese Differenz tendenziell ab. Es liegt daher die Vermutung nahe, dass GOD nicht
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Abb. 4.4: Wiederholte Immobilisierung und Elution von GOD an kupferbeladene
Con A-IDA-Membranen

ausschliefllich an die Con A-Molekiile der Membran gebunden wird, sondern zu-
ndchst auch verbliebene freie Kupferbindungsstellen besetzt. Um diese These zu
tiberpriifen, werden im Anschluss an die letzte Elution mit Glycin/HCI-Puffer wei-
tere Elutionen mit 50 mM EDTA-Losung durchgefiihrt, im Anhang B.5.2 ist die Vor-
gehensweise erldautert. EDTA-Molekiile komplexieren die an die IDA-Membran ge-
bundenen Metallionen und verdriangen auf diese Weise alle gebundenen Proteine.
Eine Uberpriifung der Ergebnisse erfolgt mittels Gelelektrophorese mit 12 %igen
SDS-Gelen. Ein exemplarisches Ergebnis ist auf Seite 62 in Abbildung 4.5 wiederge-
geben.

Durch das SDS-Gel wird ersichtlich, dass deutliche Mengen GOD erst durch die
Verwendung von EDTA als Elutionsmittel von der IDA-Membran eluiert werden
konnen (Spuren 4-7). In den Spuren 4 und 5 ist neben GOD auch erwartungsgemaf3
Con A im SDS-Gel vorhanden.

Fiir die Anwendung der Con A-IDA-Membranen im Bereich der Proteinaufreini-
gung stellt das Ergebnis, dass GOD nicht vollstindig durch Mannosidlésung und
pH-Shift eluiert werden kann, einen Nachteil dar, da es hierdurch zu einem Pro-
duktverlust kommen kann. Ungeachtet dieser Tatsache sollen weitergehende Ver-
suche auch mit Con A-Membranen auf IDA-Basis durchgefiihrt werden.
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Abb. 4.5: Elution einer kupferbeladenen Con A-IDA-Membran mit EDTA-Losung.
An die Membran wurde zuvor mehrfach GOD gebunden und eluiert.
Spur 1: Marker, Spur 2 und 3: Con A bzw. GOD als Vergleich, Spur 4-6:
Elution mit 200 uL EDTA-Losung, Spur 7-8: Elution mit 400 L EDTA-
Losung

Die Spinmodule, die mit anderen Metallionen (Zink, Nickel, Cobalt) beladen wur-
den, zeigten auch bei mehrfacher, wiederholter Beladung mit GOD nur geringe,
dartiber hinaus abnehmende Beladungskapazititen. Von weiteren Testreihen wird
daher abgesehen.

4.1.3 Vergleich der Con A-Membranen auf Epoxy- und IDA-Basis

Con A-Membranen wurden sowohl auf Basis von Epoxy- als auch IDA-Membranen
hergestellt und auf ihre Eignung zur Aufreinigung von Glykoproteinen am Beispiel
von GOD getestet. An beiden Membranarten konnten grundsétzlich Glykoproteine
gebunden werden. In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse kurz einander gegen-
tibergestellt werden.

Grundlegend fiir die Immobilisierung glykosilierter Proteine ist zunédchst die vor-
hergehende Bindung von Con A. Mit beiden Membransorten konnten gute Ergeb-
nisse erreicht werden. Bei Membranen mit Epoxyaktivierung, konnten je nach ver-
wendetem Immobilisierungspuffer bis zu 292 ;1,g Con A gebunden werden. Fiir die
anschlieffende Bindung von GOD erwiesen sich aber nur zwei von vier verschiede-
nen Membranen als geeignet. Hier wurden Beladungsdichten von 179 g (Boratpuf-
fer) bzw. 58 ug (NaAc-Puffer) erreicht.

IDA-Membranen zeigten bei Verwendung des NaAc-Puffers, der gleichzeitig auch
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zur Aktivierung von Con A verwendet wird, gute Ergebnisse fiir die Con A-Immo-
bilisierung. Hier ist die Menge des gebundenen Proteins abhdngig von den Metall-
ionenbeladung der IDA-Membran. Die Beladungskapazitdten sind mit 751 ;g (100
pg/em?, Cobaltbeladung) bis 1.872 ug (250 pg/cm?, Zinkbeladung) pro Spinmodul
deutlich hoher im Vergleich zu Epoxymembranen. Bei anschlieffender Bindung von
GOD an Con A erreicht man aber nur mit kupferbeladenen Membranen zufrieden-
stellende Ergebnisse. Es konnten bis zu 244 ;19 GOD immobilisiert werden, was ei-
nem Quotienten von 0,198 pg (GOD)/ug (Con A) entspricht. Bei Verwendung der
Membranen, die mit Zink-, Nickel- oder Cobaltionen beladen sind, erhalt man Quo-
tienten von 0,014 pg (GOD)/ug (Con A), 0,041 pg (GOD)/ g (Con A) und 0,073 ug
(GOD)/ g (Con A). Die absoluten Werte der gebundenen GOD-Mengen schwanken
hier zwischen 26 ;19 (Zinkbeladung) und 244 g (Kupferbeladung).

Die Ergebnisse fiir die GOD-Immobilisierung an Membranen auf Epoxybasis liegen,
wenn man die Gesamtmenge GOD pro Spinmodul betrachtet, mit Werten von 73 ug
bzw. 27 pig im Bereich der IDA-Membranen mit Cobalt-, Nickel oder Zinkbeladung.
Bezieht man diese Menge jedoch auf die zuvor gebundene Con A-Menge, ergibt
sich ein entgegengesetztes Bild. Das Verhdltnis von GOD zu Con A betrédgt hier
0,41 pug (GOD)/ug (Con A) (Con A-Immobilisierung in Boratpuffer) und 0,47 ug
(GOD)/pg (Con A) (NaAc-Puffer). Auch wenn bei wiederholten Immobilisierungs-
zyklen an Modulen auf Epoxybasis die gebundenen GOD-Mengen sinken, liegen
die Werte mit 0,08 g (GOD)/ug (Con A), 0,14 pg (GOD)/ug (Con A) und 0,10 ug
(GOD)/pg (Con A) bei vorheriger Con A-Bindung in Boratpuffer nur geringfiigig
unter den der Cu-IDA-Membranen. Wird die Con A-Immobilisierung in NaAc-Puf-
fer durchgefiihrt, ist diese Abnahme deutlich geringer, man erhilt Werte von 0, 28,
0,34 und 0, 26 ;g (GOD)/ g (Con A). Die gebundenen GOD-Molekiile konnten von
allen Membranen eluiert werden, bei Membranen auf IDA-Basis ist die Elution durch
Mannosidlésung und iiber einen pH-Shift allerdings nicht quantitativ.

Es eignen sich grundsétzlich alle getesteten Membransysteme fiir die Bindung von
GOD als Modellprotein. Weitere Versuche umfassen u. A. die Isolierung von GOD
aus Kultivierungsmedien. Sie werden aufgrund der Ergebnisse der Versuche, die in
den vorangegangenen Kapiteln beschrieben wurden, mit Con A-Epoxymembranen
durchgefiihrt, bei denen die Con A-Bindung in Boratpuffer durchgefiihrt wurde
und mit kupferbeladenen Con A-IDA-Membranen.

4.2 Isolierung von Glykoproteinen aus Kultivierungsme-
dien
Fiir die Produktion rekombinanter Proteine stehen verschiedene Expressionssyste-

me zur Verfiigung. Wichtige Beispiele sind das Bakterium Escherichia coli, die Hefe
Saccharomyces cerevisiae oder Sdugerzellen. Da bakterielle Proteine hidufig keine oder



Kapitel 4 - Aufreinigung von Glykoproteinen 64

nur eine eingeschriankte biologische Aktivitdt zeigen, instabil sein kénnen und die
Gefahr der Verunreinigung mit Endotoxinen besteht, sind sie fiir die Produktion
von Pharmaproteinen nur eingeschrankt geeignet. Saccheromyces cerevisiae hingegen
produziert keine Endotoxine, jedoch kann das Glykosilierungsmuster von den Pro-
teinen abweichen, die beispielsweise aus Gewebe isoliert wurden [6] [7]. Wichtige
Beispiele fiir Zelllinien aus Saugetieren sind u. A. BHK-Zellen (baby hamster kidney),
HEK-Zellen (human embryonic kidney) oder CHO-Zellen (chinese hamster ovary). Wah-
rend HEK-Zellen vorrangig im Bereich der Forschung eingesetzt werden, verwen-
det man BHK-Zellen meist fiir die Produktion von Impfstoffen, beispielsweise ge-
gen die Maul- und Klauenseuche [12]. Sollen rekombinante Proteine zur Anwen-
dung an Menschen produziert werden, wird haufig auf CHO-Zelllinien zuriickge-
griffen, da hier das Glykosilierungsmuster in vielen Féllen dem der humanen Pro-
teine entspricht oder diesem sehr dhnlich ist [110] [111].

Die Moglichkeiten, glykosilierte Proteine aus Kultivierungsmedien zu isolieren, sind
daher im Bereich der Produktaufarbeitung von grofier Bedeutung. Zu diesem Zweck
soll die in den vorhergehenden Versuchen als Modellprotein verwendete GOD aus
einem Kultivierungsmedien isoliert werden, welches zur Kultivierung von CHO-
Zellen eingesetzt wird. Es handelt sich um das ProCHO-4-Medium der Firma Bio
Withaker. Daneben sollen die Versuche zur Isolierung von GOD auf ein weiteres
Kultivierungsmedium ausgedehnt werden, um einen eventuellen Einfluss der Me-
dien auf die Bindung der Proteine an die Membran abschédtzen zu kénnen. Es han-
delt sich um LB-Medium, welches tiblicherweise bei der Kultivierung von Bakte-
rien verwendet wird. Es wurde hier trotz des abweichenden Anwendungsgebietes
gewdhlt, da die auf ihren Einfluss auf die GOD-Immobilisierung getesteten Medien
eine moglichst unterschiedliche Zusammensetzung aufweisen sollten. Die genaue
Zusammensetzung des LB-Mediums ist im Anhang angegeben (siehe B.3).

4.2.1 Con A-Epoxy-Membranen zur Isolierung von GOD aus Kulti-
vierungsmedien

Zur Immobilisierung von Con A wurde der im Anhang (B.4.1) angegebene Ver-
suchsablauf verwendet. Die eingesetzte Protein-Konzentration betrug dabei 1, 1 mg/
mL in Boratpuffer, es wurden 191 pg bzw. 209 1g Con A gebunden. Nach dem Absit-
tigen der verbliebenen Bindungsstellen mit Ethanolamin und der Membranequili-
brierung mit NaAc-Puffer wurde jeweils zweimal GOD-Losung (1,0 mg/mL in Me-
dium und NaAc, 1 : 1 gemischt) aufgegeben. Nach dem Waschen mit NaAc-Puffer
erfolgte die schrittweise Elution mit 0, 1 M/ Mannosidlosung und Glycin/HCI-Puffer
(Versuchsprotokoll im Anhang B.4.2).

Wie zuvor schon bei der GOD-Bindung aus NaAc-Puffer werden auch hier nur ge-
ringe Mengen Protein gebunden. Durch die anschlieffende SDS-Gelelektrophorese
mit 12 %-igen SDS-Gelen wird tiberpriift, ob gebundene GOD wieder von der Mem-
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bran eluiert wurde. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.6 zusammengestellt. Um die
Abbildung tibersichtlich zu halten, sind nur die aufgegebene GOD-Probe und die
jeweiligen Elutionsfraktionen abgebildet.
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Abb. 4.6: Anwendung von Con A-Epoxy-Spinmodulen zur Isolierung von GOD aus
Kultivierungsmedien. A: LB-Medium; B: ProCHO-4-Medium; Spur 1: auf-
gegebene GOD-Losung, Spur 2: Durchlauf, Spur 3-4: Elution mit Manno-
sidlosung, Spur 5-6: Elution mit Glycin/HCI-Puffer (pH-Shift)

Gel A gibt das Ergebnis fiir die Isolierung von GOD aus LB-Medium wieder, Gel B
tir die aus ProCHO-4-Medium. Beide Gele zeigen fiir die Elution mit Mannosid-
16sung ein positives Ergebnis, GOD konnte eluiert werden. In Gel B ist dartiber
hinaus noch eine schwache GOD-Bande in der ersten Glycin/HCI-Elution sicht-
bar (Spur B5). In Spur B4 sieht man neben der GOD-Bande zwei weitere schwache
Banden bei ca. 26 und 15 £Da. Ein Vergleich der Bandenmuster ergab, dass es sich
um Verunreinigungen der Elutionsfraktionen mit Con A handelt. Die Ursache der
Con A-Verunreinigung konnte in unspezifisch gebundenem Con A liegen, welches
trotz diverser Waschschritte nicht vollstindig entfernt werden konnte. Die genaue
Quantifizierung der gebundenen GOD-Menge war, ebenso wie bei vorhergehenden
Versuchen mit Membranen auf Epoxybasis, aufgrund der geringen Proteinmengen
nicht moglich.
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4.2.2 Con A-IDA-Membranen zur Isolierung von GOD aus Kultivie-
rungsmedien

Analog zur Isolierung von GOD aus Medien mit Con A-Membranen auf Epoxyba-
sis wurden entsprechende Versuche mit Membranen auf IDA-Basis sowohl mit LB-
als auch mit ProCHO-4-Medium durchgefiihrt. Diese Versuche zeigten allerdings
keine positiven Ergebnisse. Die Aufgabe von mit NaAc-Puffer verdiinnten Medien
fiihrt zur Elution des gebundenen Con A. Auch eine durch Kupferionen verursach-
te Blaufarbung war erkennbar. Um den Effekt der Medien isoliert betrachten zu
konnen, wurden Versuche ohne zugesetztes Protein mit stark verdiinnten Medien
durchgefiihrt. Im Anschluss an die Aufgabe der Medien erfolgten Waschschritte mit
NaAc-Puffer, danach wurde dreimal Mannosidlosung als Elutionsmittel aufgege-
ben. Das Ergebnis der Gelelektrophorese fiir die Aufgabe von 1:4 mit NaAc-Puffer
verdiinntem ProCHO-4-Medium ist exemplarisch fiir beide getesteten Medien in
Abbildung 4.7 angegeben. Die Farbung wurde entsprechend der Silbernitratmetho-
de [109] durchgefiihrt.
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Abb. 4.7: Aufgabe von 1 : 4 verdiinntem ProCHO-4-Medium ohne Proteinzusatz
auf Con A-IDA-Spinmodule. Spur 1: Marker, Spur 2: Durchlauf, Spur 3:
Waschfraktion 2, Spur 4-6: Elution mit Mannosidlosung

Durch die Gelelektrophorese wird deutlich, dass die Aufgabe von verdiinntem Me-
dium die Elution von Con A-Molekiilen bewirkt. Die zweite Waschfraktion weist
keine Proteine auf, wihrend die Mannosidfraktionen wieder deutliche Con A-Ban-
den zeigen. Da diese Effekte bei der Bindung von GOD aus Puffer nicht auftreten
(vgl. Kapitel 4.1.2) ist die Ursache in den getesteten Medien zu suchen. Aufgrund
dieser Ergebnisse sind Con A Membranen auf IDA-Basis fiir die Isolierung von Gly-
koproteinen aus verdiinnten Medien als nicht geeignet anzusehen.
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4.3 Isolierung von Molkenproteinen

Die Isolierung von Glykoproteinen ist nicht auf die Bindung aus Kultivierungsme-
dien beschrankt, es gibt daneben noch ,natiirliche” Quellen, in denen wertvolle gly-
kosilierte Proteine enthalten sind. Ein bedeutendes Beispiel hierfiir ist Milch bzw.
Molke, die eine Vielzahl verschiedener Proteine enthilt. Entsprechend ihres Anteils
werden sie in majore und minore Molkenproteine eingeteilt. Tabelle 4.3 gibt einen
Uberblick iiber einige wichtige Proteine und ihre Eigenschaften.

Tabelle 4.3: Molkenproteine und ihre Eigenschaften [112]

Protein Molekulargewicht Konzentration Isolelektrischer
[kDal lg/L] Punkt
majore Proteine
B-Lactoglobulin 18,4 2,0—4,0 5,2
a-Lactalbumin 14,0 0,6 —1,7 4,2 —-4,5
BSA 66,0 0,4 4,7 — 4,9
Immunoglobuline > 146, 0 0,4—1,0 55—8,3
minore Proteine
Lactoferrin 82,8 0,1 8,8
Transferrin 76,0 0,1 6,7

Von den in Tabelle 4.3 aufgefiihrten Proteinen ist insbesondere Lactoferrin und des-
sen Isolierung von Interesse. Die Bedeutung von Lactoferrin liegt u. A. in der Be-
teiligung an der Regulation der Eisenaufnahme und am Metalltransport. Auf gram-
negative Bakterien hat Lactoferrin eine antimikrobielle Wirkung, Ursache ist die Fi-
senkomplexierung bzw. die Wechselwirkung mit Membrankomponenten. In Hu-
manmilch ist Lactoferrin zu ~ 2 g/L enthalten, Kuhmilch enthélt nur zwischen
~0,1g/L.

Zur Isolierung von Lactoferrin aus Molke mit Hilfe von Membranadsorbern wur-
den bereits Kationenaustauschermembranen der Firma Sartorius erfolgreich einge-
setzt [53]. Jedoch sind die erhaltenen Lactoferrinfraktionen noch deutlich mit an-
deren Proteinen, beispielweise Lactoglobulin und Lactalbumin, verunreinigt. Da es
sich bei Lactoglobulin um ein bedeutendes Allergen handelt sind weitere Aufreini-
gungsschritte zur sauberen Isolierung von Lactoferrin sinnvoll. Con A-Membranen
bieten die Moglichkeit, die verschiedenen Proteine auf der Basis ihrer unterschiedli-
chen Glykosilierungsmuster zu trennen. Sie werden daher im Folgenden zur Isolie-
rung von Molkenproteinen eingesetzt. Es kommen Con A-Membranen sowohl auf
Epoxy- als auch auf IDA-Basis zum Einsatz, fiir alle Versuchsreihen wurden Spin-

module verwendet.
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4.3.1 Bindung von Molkenproteinen an Con A-Membranen auf Epo-
xybasis

Die Con A-Epoxy-Module wurden entsprechend B.4.1 hergestellt. Nach der Absa-
tigung der freien Bindungsstellen und der Aktivierung mit NaAc-Puffer wurden
0,4 mL einer 1,2 mg/mL Lactoferrinlosung (isoliert aus Molke mittels Kationenaus-
tauschermembranen) in NaAc-Puffer auf die Membran gegeben. Nach zwei Wasch-
schritten wurde Mannosidlosung zur Elution eingesetzt. Als weiteres Elutionsmit-
tel wurde im Anschluss Glycin/HCI-Puffer aufgegeben, 0,1 M NaOH wurde zur
Neutralisation vorgelegt (siehe Anhang B.4.2). Die aufgegebene Probe, der Durch-
lauf, die 2. Waschfraktion sowie alle Elutionsfraktionen wurden auf ein 15 %iges
SDS-Gel aufgetragen. Zur Farbung wurde die Silbernitratmethode [109] verwendet.
Abbildung 4.8 stellt das Ergebnis dar.
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Abb. 4.8: Bindung von Molkenproteinen an Con A-Membranen auf Epoxybasis.
Spur 1: aufgegebene Lactoferrinlosung, Spur 2: Durchlauf, Spur 3: Wasch-
fraktion 2, Spur 4-6: Elution mit Mannosidlosung, Spur 7-8: Elution mit
Glycin/HCI-Puffer (pH-Shift), Spur 9: Marker

Es wird deutlich, dass es bei Verwendung von Con A-Membranen aus Epoxybasis
nicht moéglich war, Molkenproteine zu Binden. In der Spur des SDS-Gels in der der
Durchlauf aufgetragen ist (Spur 2), finden sich die gleichen Proteinbanden in etwa
der gleichen Intensitdt wie die urspriinglich aufgegebene Probe (Spur 1). Daneben
ist eine sehr schwache Bande in der Waschfraktion zu erkennen (Spur 3). In kei-
ner der Elutionsfraktionen (Spuren 4 — 8) hingegen sind Proteinbanden erkennbar.
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Es ist daher davon auszugehen, dass keine Bindung von Molkenproteinen an die
Con A-Molekiile der Membran erfolgte. Weitere Optimierungsversuche zur Verbes-
serung der Bindung dieser Proteine zeigten keine positiven Ergebnisse. Die mogli-
che Isolierung von Proteinen, insbesondere von Lactoferrin, direkt aus Molke durch
Con A-Epoxymembranen wurde daher nicht weiter verfolgt.

4.3.2 Bindung von Molkenproteinen an Con A-Membranen auf IDA-
Basis

In Kapitel 4.1.2 wurde gezeigt, dass an metallchelatisierende Membranen mit Con A-
Beladung im Vergleich zu epoxyaktivierten Con A-Membranen, GOD in deutlich
grofleren Mengen gebunden werden konnte. Nachdem sich Membranen auf Epoxy-
basis fiir die Bindung von Molkenproteinen als nicht geeignet erwiesen haben, soll
hier das Potenzial von Membranen auf IDA-Basis diskutiert werden. Hierzu wur-
den auf Con A-beladende Cu*"-IDA-Membranen jeweils 0,4 mL einer 1,2 mg/ mL
Lactoferrinlosung (isoliert aus Molke mittels Ionenaustauschermembran) in NaAc-
Puffer gegeben. Im Anschluss an drei Waschschritte erfolgte die Elution der gebun-
denen Proteine mit Mannosidlosung steigender Konzentration (0,1, 0,5und 1,0 M),
Glycin/HCI-Puffer, sowie einem weiteren Puffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl,
250 mM Imidazol, pH 8), der alle gebundenen Proteine aufgrund der hohen Imida-
zolkonzentration eluiert. Zur Kontrolle des Elutionserfolges wurde eine SDS-Gel-
elektrophorese mit einem 15 %igen SDS-Gel durchgefiihrt. Zur Farbung wurde die
Silbernitratmethode verwendet. In Abbildung 4.9 (S. 70) sind die relevanten Spuren
des SDS-Gels zusammengestellt.

Die deutlich verunreinigte Lactoferrinlosung, die auf das Spinmodul aufgegeben
wurde, ist in Spur 2 des SDS-Gels aufgetragen. Ein grofier Teil dieser Probe wird
durch die Con A-Membran gebunden. Im Durchlauf (Spur 3) sind nur noch 2 Ban-
den vorhanden, bei 80 — 85 kDa und bei ~ 18 kDa, es handelt sich um die Banden
von Lactoferrin, welches aus der verunreinigten Probe isoliert werden sollte, und
um Lactoglobulin. Der tiberwiegende Anteil des urspriinglich in der Probe vor-
handenen Lactoglobulins sowie die weiteren enthaltenen Proteine wurden durch
die Con A-Membran gebunden. Durch Elution mit 0, 1 M/ Mannosidlosung (Spuren
5 — 7) wird das gebundene Lactoglobulin anteilig sehr sauber eluiert. Ein Elutions-
schritt ist ausreichend (Spur 5), in den Spuren 6 — 7 sind keine Proteinbanden vor-
handen. Die Proben der Elutionen mit Mannosidlosungen der Konzentrationen 0, 5
und 1, 0 mol/L sowie der Glycin/HCI-Puffer zeigten keine Proteinbanden und wer-
den daher aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht dargestellt. In den Spuren 8 und
9 sind die ersten beiden Elutionsfraktionen des imidazolhaltigen Elutionspuffers
aufgetragen. Es wird deutlich, dass der {iberwiegende Teil der zuvor gebundenen
Proteine erst durch diesen Puffer eluiert wurde. Er wurde als letztes Elutionsmit-
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Abb. 4.9: Bindung von Molkenproteinen an Con A-Membranen auf IDA-Basis.
Spur 1: Marker, Spur 2: aufgegebene Lactoferrinlosung, Spur 3: Durch-
lauf, Spur 4: Waschfraktion 3, Spur 5-7: Elution mit 0,1 M Mannosidlo-
sung, Spur 8-9: Elution mit imidazolhaltigem Natriumphosphatpuffer

tel eingesetzt und alle gebundenen Proteine einschliefllich des Con A wurden von
der Membran verdrangt. In Spur 8 ist u. A. eine Lactoferrinbande erkennbar, Spur 9
zeigt nur noch schwache Proteinbanden. In den folgenden Elutionsfraktionen sind
keine weiteren Proteinbanden zu erkennen. Es ist daher davon auszugehen, dass
die gebundenen Proteine vollstandig von der Membran eluiert wurden.

Ziel der Versuchsreihen war, vorhandene Verunreinigungen aus Lactoferrinproben,
die mittels Ionenaustauschermembranen aus Molke isoliert wurden, abzutrennen.
Dabei sind grundsitzlich zwei unterschiedliche Wege moglich. Zum Einen kann
das Lactoferrin an die Con A-Membran gebunden werden, wihrend andere Pro-
teine aufgrund unterschiedlicher Glykosilierungsmuster nicht binden oder, sofern
eine Bindung erfolgt, die Elution der gebundenen Proteine durch verschiedene Elu-
tionsmittel getrennt moglich ist. Zum Anderen kann eine Isolierung des Lactofferins
erreicht werden, indem alle Verunreinigungen an die Membran gebunden werden,
wiahrend das Zielprotein diese passiert. Es zeigt sich, dass durch Con A-Membranen
auf IDA-Basis beide Aufreinigungswege moglich sind. Ein Teil des Lactoferrins und
der tiberwiegende Teil der weiteren vorhandenen Proteine wurden durch die Mem-
bran gebunden. Der Durchlauf enthilt nur noch Lactoferrin und einen geringen Teil
des vorher vorhandenen Lactoglubulins. Die erhaltene Lactoferrinfraktion ist deut-
lich sauberer als die aufgegebene Probe. Gleichzeitig ist dieser Weg sehr schonend
tiir das Zielprotein, es muss nicht durch entsprechende Elutionsmittel, die sich ne-

gativ auf das Protein auswirken konnen, von der Membran eluiert werden.
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Durch Mannosidldsung oder mittels pH-Shifts war eine Elution des an die Mem-
bran gebundenen Lactoferrins nicht moglich. Das Allergen Lactoglobulin hingegen
konnte durch Mannosidlosung eluiert werden, so dass die Elutionsfraktion mit imi-
dazolhaltigem Puffer deutlich geringere Mengen des Allergens Lactoglobulin ent-
halt.

Entsprechende Versuche mit IDA-Membranen, die vor der Con A-Immobilisierung
mit den Metallionen Nickel, Zink und Cobalt beladen wurden, zeigten dhnliche Er-
gebnisse. Ebenfalls analoge Ergebnisse erhédlt man, wenn statt Lactoferrinlosung di-
rekt mit Bindungspuffer verdiinnte Molke eingesetzt wird.

Lactoglobulin ist, wie bereits oben erwédhnt, neben Lactalbumin und Casein ein
bedeutendes Allergen. Con A-beladene IDA-Membranen bieten eine Moglichkeit
zur Abtrennung dieses Allergens aus Nahrungsmitteln. Der Einsatz entsprechen-
der Membranverfahren konnte daher im Bereich der industriellen Produktion von
Allergikernahrung interessant sein.

4.4 Scale up auf 75 em? Sartobind-Module: Isolierung von
GOD aus Natriumacetat-Puffer

Spinmodule eignen sich aufgrund der geringen benétigten Probenmenge sowie den
kurzen Prozesszeiten sehr gut, um beispielsweise Bindungs- oder Elutionsbedin-
gungen zu testen. Zur Bindung des Glykoproteins GOD konnten Spinmodule mit
Con A-Membranen erfolgreich eingesetzt werden (siehe Kapitel 4.1.1 und 4.1.2),
soll jedoch das optimierte Verfahren in einem industriellen Prozess eingesetzt wer-
den, werden grofsere Membranfldchen benoétigt. Innerhalb von Spinmodulen ldsst
sich diese Membranfldche nicht verwirklichen und dartiiber hinaus ist ein Verfahren
wiinschenswert, bei dem Losungen etc. nicht manuell auf die Membran aufgege-
ben werden miissen. Somit kommen vor allem kontinuierlich durchflossene Mem-
bransysteme, wie die verwendeten Sartobind-Module in Betracht. Anhand dieser
Einheiten soll ein mogliches Scale up auf die im Vergleich zu den Spineinheiten
10fache Membranfldche diskutiert werden. Es wurden Module mit epoxy- und IDA-
aktivierten Membranen eingesetzt. Im Folgenden werden exemplarisch die Ergeb-
nisse fiir epoxyaktiverte Membranen diskutiert.

Die Immobilisierung des Con A (2,3 mg/mL in Boratpuffer) erfolgt entsprechend
der Empfehlung des Herstellers im Kreisstrom. Es wurde eine Schlauchpumpe ein-
gesetzt, die Fliefigeschwindigkeit betrug 1 mL/ min. Nach 3 h Immobilisierungs-
dauer wurde das Modul mit Boratpuffer gespiilt und verbliebene Bindungsstellen
mit Ethanolamin abgeséttigt. Die Bindung und Elution von GOD erfolgte mit einer
BioLogic-FPLC-Anlage der Firma BioRad (FPLC = Fast Protein Liquid Chromato-
graphy). Tabelle 4.4 gibt den Versuchsablauf wieder.
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Tabelle 4.4: Versuchsablauf zur GOD-Isolierung durch Con A-Sartobind-Module

auf Epoxybasis

Prozessschritt ~ Losung Volumen  Flussrate
1 Equilibrierung NaAc-Puffer 25mL 1 mL/min
2 Probenaufgabe GOD (1,7 mg/mL in NaAc-Puffer) 1mL 3 mL/min
3 Waschen NaAc-Puffer 42mL 1 mL/min
4 Elution Mannosidlésung (0, 1 mol/L) 30mL  1mL/min
5 Elution Glycin/HCl-Puffer (0,1 M, pH2,8) 30mL  1mL/min
6 Equilibrierung NaAc-Puffer 15mL  1mL/min

An dieser Anlage konnen die UV-Absorption bei 280 nm sowie die Leitfahigkeit ver-
folgt werden. Proben werden in Fraktionen a 2 m/L gesammelt. Ein typischer Lauf
ist in Abbildung 4.10 dargestellt.

aufgetragene Proben (SDS-Page)

Fraktion Leitfahigkeit uv
0,30 K.__
] - 60

= 0,254
2
D - 50
<
io 0,20 )
— 440 &
2 =
€ 0,15 g
o
-‘.: = 30 9
S 5
[e] Y
@ 0,10 =
! 420 @
< -
3

0,05 + 410

B EENE
0,00 : ,r'J NS~~~ " SN EERSA
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit[min]

Abb. 4.10: FPLC-Ergebnisse der GOD-Bindung durch Sartobindmodule

In der Grafik ldsst sich gut der Peak der UV-Absorption fiir die aufgegebene GOD-
Probe nach ca 28 min Versuchsdauer erkennen. Hierbei handelt es sich um den
Teil der aufgegebenen Probe, der nicht gebunden wurde. Weiterhin ist zu erken-
nen, dass es nach ungefihr 72 min zu einem erneuten Anstieg der UV-Absorption
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kommt. Nach einem kurzzeitigen Absinken (105 min), steigt die Absorption erneut
an (108 min). Zwar ist dieser Anstieg gering, beide Zeitraume stimmen aber mit
dem Einsatz der beiden Elutionsmittel iiberein. Der Anstieg der Absorption konnte
also durch eluierte GOD hervorgerufen werden. Aus diesem Grund werden die ent-
sprechenden Fraktionen, in Abbildung 4.4 durch gelbe Balken gekennzeichnet, auf
ein SDS-Gel aufgetragen. Dabei ergab sich, dass in den aufgetragenen Fraktionen
der Elutionsschritte keine Proteinbanden nachweisbar waren. Wiederholte Versuche
haben dieses Ergebnis bestitigt, so dass davon ausgegangen werden kann, das eine
Bindung von Glukoseoxidase an Con A-beladene Sartobind-Einheiten nicht mog-
lich ist und eine Ubertragung der Ergebnisse von Zentrifugeneinheiten bei diesem
Teilaspekt nicht erfolgreich war. Die Immobilisierung von Con A zeigte hingegen
gute Ergebnisse, die denen der Zentrifugeneinheiten entsprachen. Ahnliche Ergeb-
nisse ergeben sich fiir Con A-Membranen auf IDA-Basis, der Nachweis von GOD in
den Elutionsmitteln war nicht moéglich.

Die Ursache fiir die von Spinmodulen abweichenden Ergebnisse liegt in den unter-
schiedlichen Immobilisierungsverfahren des Con A. Die Immobilisierung wird im
Kreisstrom durchgefiihrt, Con A muss fiir mehrere Stunden bei Raumtemperatur
mittels einer Schlauchpumpe durch das Modul gepumpt werden. Diese notwendi-
ge Vorgehensweise hat offensichtlich negative Auswirkungen auf die Aktivitit des
Lektins.

4.5 Zusammenfassung

Die Isolierung von Glykoproteinen stellt einen wichtigen Bereich des Downstrea-
mings dar. In diesem Kapitel wurden die Moglichkeiten diskutiert, mit Hilfe von
Con A-Membranen auf der Basis von epoxy- oder IDA-aktivierten Membranen,
Glykoproteine zu binden. Als Modellprotein wurde GOD verwendet.

Con A-Membranen auf Epoxybasis wurden in vier verschiedenen Bindungspuf-
fern hergestellt (vgl. Kapitel 3.5). Zwei der Membranen erwiesen sich als geeignet
zur Bindung von GOD. Es handelt sich um die Membranen, bei denen die Con A-
Immobilisierung im Borat- bzw. NaAc-Puffer durchgefiihrt wurde. Bezogen auf die
Con A-Menge ergeben sich anndhernd gleiche Quotienten fiir das Verhéltnis von
GOD zu Con A. Es kann daher von einer dhnlichen Aktivitdt ausgegangen werden;
diese wird durch den Bindungspuffer nicht beeinflusst. Fiir weitere Arbeiten ist die
Immobilisierung von Con A in Boratpuffer sinnvoller, da bei gleicher Aktivitit gro-
ere Con A-Mengen gebunden werden konnen. Die gebundene GOD konnte durch
einen pH-Shift eluiert werden. Bei mehrfacher Beladung sinkt allerdings die gebun-
dene GOD Menge pro Spinmodul.

Fiir IDA-Membranen ergab sich eine Abhédngigkeit der GOD-Beladung vom Metall-
ion, mit dem die IDA-Gruppen zuvor beladen wurden (Kapitel 4.1.2.1). Die grofite
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GOD-Menge wurde nicht an die Membran mit der grofiten Con A-Beladung ge-
bunden. Das beste Ergebnis ergaben Membranen mit Kupferbeladung. Es konnten
hier im Vergleich zu Membranen auf Epoxybasis deutlich grofiere Mengen GOD
immobilisiert werden. Der Quotient von GOD-Menge zur Con A-Menge liegt aber
deutlich unter dem, der mit Epoxymembranen erreicht wurde. Fiir die Elution der
GOD erwies sich bei Con A-IDA-Membranen der Einsatz von Mannosidlosung als
geeignet. Im Gegensatz zu Epoxymembranen ist die wiederholte Bindung von GOD
moglich, tiber sieben Immobilisierungszyklen ist fiir die immobilisierte Menge eine
deutliche Streuung um einen Mittelwert erkennbar. Die Bindungskapazitdten sin-
ken dabei im Mittel nur geringfiigig ab. Die gebundene GOD konnte jedoch nicht
quantitativ eluiert werden.

Die Isolierung von GOD aus Kultivierungsmedien wurde mit Con A-Epoxymem-
branen getestet. Dabei konnte GOD aus LB-Medium und einem speziellen Medi-
um zur Kultivierung von CHO-Zellen isoliert und durch Mannosidldsung von der
Membran eluiert werden. Analoge Versuche mit Membranen auf IDA-Basis erga-
ben, dass die Aufgabe von verdiinntem Medium zu einer Elution des nicht kovalent
gebundenen Con A, sowie von Kupferionen, fiihrt.

Neben der Isolierung von Glykoproteinen aus Kultivierungsmedien sind auch na-
tirliche Fliissigkeiten, wie beispielsweise Molke, von Interesse. Aus Molke kann
das Glykoprotein Lactoferrin isoliert werden. Daher wurden die Con A-Membranen
auch zur Aufreinigung von Lactoferrin getestet, welches zuvor mittels Ionenaus-
tauscher aus Molke isoliert wurde und noch deutliche Verunreinigungen aufwies.
Con A-Membranen auf Epoxybasis zeigten kein Bindungsvermdogen fiir Molken-
proteine, weder fiir Lactoferrin, noch fiir enthaltene Verunreinigungen. Con A-IDA-
Membranen waren hingegen in der Lage, Molkenproteine zu binden. Die weitere
Reinigung von Lactoferrin war moglich. Gleichzeitig konnte das Allergen Lactoglo-
bulin durch Mannosidlésung sehr sauber von der Con A-Membran eluiert werden.
An der Isolierung einzelner Molkenproteine besteht seit einiger Zeit ein kommerzi-
elles Interesse, so ist Lactoglobulin beispielsweise ein guter Schaumstabilisator und
wird, trotzdem es sich um ein Allergen handelt, in der Stifwarenindustrie einge-
setzt. Die gezielte Isolierung ist Gegenstand der aktuellen Forschung [54].
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Kapitel 5

Spinmodule als
Enzym-Festbettreaktoren

In Kapitel 2.3.2 wurden Membranreaktoren im Allgemeinen erldutert und dartiber
hinaus die Moglichkeiten angesprochen, solche Reaktoren fiir (bio-)katalysierte Re-
aktionen einzusetzen. In Kapitel 3.6 wurde gezeigt, dass die Immobilisierung von
Enzymen aus unterschiedlichen Enzymklassen an metallchelatisierende Membra-
nen bei guten Bindungskapazitdten moglich ist. Aufbauend auf diesen Ergebnissen
soll in diesem Kapitel die Anwendung durch Enzyme modifizierter Membranen zur
Umsetzung von Substraten diskutiert werden. Die folgenden Versuche wurden mit
drei der in Kapitel 3.6 verwendeten Modellenzyme durchgefiihrt, mit Alcalase, 3-
Galactosidase und Invertase.

Bei Alcalase wird N-Benzoyl-L-Tyrosin-Ethylester (BTEE) als Substrat eingesetzt
[113] [114] [115]. Fiir das Enzym (-Galactosidase ist o-Nitrophenyl-3-D-Galacto-
pyranosid (ONPG) geeignet [116] [117] [118]. Bei beiden Reaktionen kann die Pro-
duktbildung photometrisch verfolgt werden. Ein geeignetes Substrat fiir Invertase
ist Saccharose [119] [120] [121] [122]. Auch hier wird die Bildung eines Produkts ver-
folgt, tiber einen kommerziellen Test ldsst sich die Glukosekonzentration im Durch-
lauf bestimmen. Auf Seite 76 sind in Abbildung 5.1 die Reaktionsgleichungen fiir
die oben genannten Reaktionen angegeben.

Die Moglichkeiten, Membranen mit immobilisierten Enzymen als Festbettreaktor
zu nutzen, werden zundchst am Beispiel von Spinmodulen erortert. Diese Module
arbeiten mit kleinen Probenvolumen und kénnen genutzt werden, um die jeweils
optimalen Reaktionsbedingungen zu ermitteln. In Kapitel 5.2 wird auf diese An-
wendung genauer eingegangen, bevor in den anschlieflenden Kapiteln die Einsatz-
moglichkeiten der Spinmodule an Beispielen diskutiert werden.
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Abb. 5.1: Modellreaktionen fiir Enzym-Festbettreaktoren: (a) Alcalase und BTEE-
Substrat, (b) 5-Galactosidase und ONPG, (c) Invertase und Saccharose

5.1 FlieBgeschwindigkeiten in Spinmodulen und ihr Ein-
fluss auf die Substratumsetzung durch gebundene
Enzyme

Spinmodule mit immobilisierten Enzymen sollen als Festbettreaktor fiir die Umset-
zung von Substraten getestet werden. Ublicherweise werden Reaktoren mit Hilfe
ihres Verweilzeitverhaltens charakterisiert. Die Bestimmung des Verweilzeitverhal-
tens bei Spinmodulen ist aufgrund ihrer Bauart nicht moglich. Die Module kon-
nen nicht kontinuierlich eingesetzt werden, da nur die Aufgabe einer auf maximal
400 mL begrenzten Fliissigkeitsmenge auf die Membranen moglich ist, nicht aber
eine fortwdhrende Zufiihrung entsprechender Losungen. Nach der Fliissigkeitsauf-
gabe werden die Module in einer Zentrifuge prozessiert, wahrend des Zentrifugati-
onsvorganges ist keine Probennahme moglich. Aus diesem Grund werden nur die
FlieSgeschwindigkeiten der Losungen in Abhdngigkeit von der Zentrifugationsge-
schwindigkeit ermittelt und, darauf aufbauend, mogliche Einfliisse auf die Umset-
zung von Substraten betrachtet.
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5.1.1 FlieRgeschwindigkeiten und hydrodynamische Verweilzeiten

Die Umsetzung von Substraten an enzymbeladenen IDA-Membranen wird zunéchst
in Spinmodulen durchgefiihrt. Dabei ist es von Bedeutung, den Einfluss der Zentri-
fugationsgeschwindigkeit auf die Flussrate des Substrates durch die Membran zu
bestimmen. Ist diese nicht bekannt, konnen die Ergebnisse solcher Umsetzungen
nicht oder nur schwer auf andere Modulformen iibertragen werden.

Auf die Membranen von Spineinheiten, welche zuvor mit ~ 300 pg Alcalase bela-
den wurden, wurden je 400 ;L einer 0,1 M NaCl-Losung gegeben und fiir jeweils
1 min zentrifugiert. Das Volumen der Substratlosung wurde bestimmt und in Rela-
tion zur Zentrifugationsgeschwindigkeit gesetzt. Abbildung 5.2 gibt die Ergebnisse
der Versuche wieder.
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Abb. 5.2: Abhéngigkeit der Fliefigeschwindigkeit von Substratlosung von der Zen-
trifugationsgeschwindigkeit

Die Steigerung der Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2.000 bis auf 2.500 rpm be-
wirkt eine Steigerung der FlieSgeschwindigkeit von 0, 25 mL/min auf 0, 32 mL/min.
Geringere Geschwindigkeiten liefSen sich aufgrund technischer Gegebenheiten nicht
verwirklichen. Bei Geschwindigkeiten, die tiber 2.500 rpm hinausgingen, ist eine
korrekte Bestimmung der Durchflussrate nicht mehr moglich. In diesen Fallen ist
die Zeit, die die aufgegebene Substratlosung benétigt, um durch die Membran in
das Mikroreaktionsgefafs zu laufen, geringer als die kleinste einstellbare Zentrifuga-
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tionsdauer (1min). Aus den in Abbildung 5.2 dargestellten Ergebnissen wird deut-
lich, dass die Fehler bei der Bestimmung der Fliefigeschwindigkeiten bei niedrigen
Umdrehungszahlen mit bis zu 7,5 % bei 2.000 rpm recht hoch sind. Die Abwei-
chung betrédgt hier, bezogen auf den Mittelwert, 0, 018 mL/min. Mit steigender Um-
drehungszahl sinkt der Fehler auf 2, 5%. Die lineare Regression ergibt ein gutes Er-
gebnis. Der Korrelationskoeffizient der Ausgleichsgerade betrdgt 0, 988. Die Gerade
geht durch den Ursprung und weist eine Steigung von 1,287 - 10~* ml/Umdrehung
auf.

Ein Problem bei der Bestimmung der Fliefigeschwindigkeit liegt darin, dass wih-
rend der Anlaufzeit der Zentrifuge bereits Fliissigkeit durch die Membran lauft,
wihrend die eigentliche Zentrifugationsgeschwindigkeit noch nicht erreicht ist. Die
tatsdchliche Fliefsgeschwindigkeit bei erreichter Zentrifugationsgeschwindigkeit ist
also geringfiigig hoher, eine exakte Bestimmung ist aber nicht moglich. Fiir die Be-
wertung des Einsatzes der Module als Membranreaktor, reicht die hier bestimm-
te mittlere FlieSigeschwindigkeit aus, da beim Zentrifugieren von Substratlosungen
die gleichen Effekte auftreten.

Mit Kenntnis der FlieSgeschwindigkeiten ist die Berechnung der hydroynamischen
Verweilzeiten in Abhdngigkeit von den Zentrifugationsgeschwindigkeiten moglich.
Neben den Fliefigeschwindigkeiten wird dazu das Reaktorvolumen benétigt. Nach
Herstellerangaben betragt es 240 1.L. Tabelle 5.1 stellt die Ergebnisse zusammen.

Tabelle 5.1: FlieSgeschwindigkeiten und hydrodynamische Verweilzeiten fiir Spin-
module in Abhédngigkeit von der Zentrifugationsgeschwindigkeit

Zentrifugations- Fliefs- hydrodynamische

geschwindigkeit geschwindigkeit Verweilzeit
[rpm] [mL/min] [min)]
2000 0,25+0,019 0,96 £ 0,072
2100 0,27+ 0,002 0,89 £ 0,006
2200 0,28 £0,017 0,86 £ 0, 050
2300 0,29 £0,016 0,83 £ 0,045
2400 0,31£0,013 0,77+ 0,032
2500 0,32+ 0,008 0,75+£0,019

Erwartungsgemafs sinkt mit steigender Zentrifugationsgeschwindigkeit die hydro-
dynamische Verweilzeit. Bei einer Geschwindigkeit von 2000 rpm betrédgt sie 0, 96
min (57 s) und sinkt bis 2500 rpm auf 0, 75 min (45 s).
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5.1.2 Einfluss der Verwelilzeit auf die Umsetzung von Substraten

Die aus der Zentrifugationsgeschwindigkeit resultierende Fliefigeschwindigkeit von
Substratlosungen tibt einen Einfluss auf das Ergebnis der Umsetzung der aufgege-
benen Substrate aus. Ebenfalls am Beispiel von immobilisierter Alcalase sollen die
Ergebnisse fiir die Spaltung des BTEE-Substrates bei steigender Zentrifugationsge-
schwindigkeit und somit sinkender hydrodynamischer Verweilzeit diskutiert wer-
den. Hierzu wurden jeweils 400 L einer 5, 26 - 10~ mmol /m L BTEE-Substratlosung
auf Spinmodule mit immobilisierter Alcalase gegeben. Die gebundene Enzymmen-
ge betrug hierbei 305 &+ 4 pug pro Modul. Die Produktkonzentration der Reaktion,
bei der Ethanol aus dem BTEE-Molekiil abgespalten wird, lasst sich photometrisch
bei 256 nm messen. Abbildung 5.3 stellt den Zusammenhang zwischen dem Umsatz
und der hydrodynamischen Verweilzeit fiir die betrachtete Modellreaktion dar.
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Abb. 5.3: Abhingigkeit des Umsatzes in enzymbeladenen Spinmodulen von der
hydrodynamischen Verweilzeit 7 am Beispiel der Spaltung von BTEE-
Substrat durch immobilisierte Alcalase

Bei einer Steigerung der Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2000 rpm auf 3500 rpm
sinkt die hydrodynamische Verweilzeit von 0, 96 min auf 0, 33 min, also um 65, 6 %.
Die fiir diese Verweilzeiten realisierten Umsétze hingegen sinken nur um 36,4 %
von 50, 3 % auf 32, 0 %. Gleiches gilt fiir die Reaktionsgeschwindigkeit, sie sinkt von
0,157 mmol/mL - min auf 0,100 mmol/mL - min. Wenn die Verweilzeit durch die
deutliche Erhohung der Zentrifugationsgeschwindigkeit weiter verringert wiirde
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und 7 — 0 gelte, wire also trotzdem noch eine Umsetzung des Substrats messbar.
Der Grund hierfiir liegt in der Lokalisierung des {iberwiegenden Anteils der Enzy-
me auf der oberen Membranschicht. Bereits mit dem Zeitpunkt der Substrataufgabe,
vor dem Beginn der Zentrifugation, kann eine Umsetzung der Substratmolekiile er-
folgen, die unabhédngig von der hydrodynamischen Verweilzeit ist. Fiir die Fehler
der Messungen gilt, dass sie in einem noch akzeptablen Bereich liegen. Sie schwan-
ken zwischen 6,8 % und 15,2 % und haben ihre Ursache vorrangig in den unter-
schiedlichen Beladungsdichten der einzelnen Module.

Am Beispiel der Spaltung von BTEE durch immobilisierte Alcalase konnte gezeigt
werden, dass Spinmodule fiir die enzymatische Umsetzung von Substraten geeig-
net sind. Bis zu 50 % der aufgegebenen Substratlosung konnten umgesetzt werden.
Diese Umsatzraten konnen abhédngig vom gewéhlten Enzym und den jeweiligen
Reaktionsbedingungen variieren, jedoch sind die erreichten Umsédtze und Reakti-
onsgeschwindigkeiten zufriedenstellend und zeigen das Potential der Spinmodule
als Festbettreaktor. Die Fehler, die eventuell durch die vorzeitige Umsetzung der
Substrate durch Enzyme auf der oberen Membranschicht verursacht werden, sollten
durch einen ziigigen Versuchablauf vermeidbar sein, bzw. stark verringert werden

konnen.

5.2 Einsatz von Spinmodulen beim Screening enzymati-
scher Reaktionen

Spinmodule eignen sich aufgrund ihrer Bauart und des Einsatzes in der Zentrifuge
zum Screening der optimalen Reaktionsbedingungen enzymatischer Reaktionen im
Mikrolitermafistab. Haufig werden diese Parameter in Batchansidtzen mit nativen
Enzymen bestimmt. Die Vorteile, die sich im Vergleich durch die Verwendung von
Spinmodulen ergeben, werden im folgenden diskutiert.

Durch die Immobilisierung an Membranen kénnen gebundene Enzyme mehrfach in
Reaktionen eingesetzt werden. Eine eventuell aufwéandige Wiedergewinnung von
(teuren) Enzymen aus Reaktionslosungen ist nicht mehr notwendig. Auch die Mo-
dule konnen mehrfach mit verschiedenen Metallionen und Enzymen beladen wer-
den. Hierdurch ergeben sich Einsparmoglichkeiten bei der Prozessentwicklung. Nach
dem Durchlauf der Substratlosung durch die Membran besteht kein Kontakt zwi-
schen Enzym und Substrat. Die Reaktion muss nicht gestoppt werden, was zu einer
Inaktivierung des Enzyms fiihre.

Ein sehr bedeutender Vorteil ist weiterhin, dass eine Vielzahl verschiedener Ver-
suchsansitze parallel getestet werden kann. In Tischzentrifugen ist die gleichzeitige
Zentrifugation von bis zu 24 Mikroreaktionsgefdfien moglich. Die genaue Anzahl
ist abhdngig vom verwendeten Zentrifugenmodell. An dieser Stelle wird aber von
einer Zentrifuge fiir 24 Proben ausgegangen und es ergibt sich hieraus auch die
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maximal mogliche Anzahl an Spinmodulen, die parallel eingesetzt werden konnen.
In der Praxis bedeutet dies, dass beispielsweise Parameter wie der pH-Wert der
Enzymreaktion in einem Zentrifugendurchlauf bestimmt werden konnen. Bei einer
dreifach-Bestimmung wire das parallele Screening von bis zu 8 verschiedenen pH-
Werten moglich. Abbildung 5.4 skizziert eine mogliche Probenanordnung wahrend
eines Versuchsdurchlaufs.

pH-Wert (5) pH-Wert (4)

Abb. 5.4: Mogliche Probenanordnung zum Screening von pH-Werten mittels Spin-
modulen in einer Tischzentrifuge. 8 pH-Werte werden in einem Versuchs-
durchlauf parallel getestet

Die fiir einen Durchlauf benétigte Versuchsdauer setzt sich aus den folgenden Ein-

zelschritten zusammen:

Equilibrierung mit Reaktionspuffer 1 min
Zentrifugieren der Substratlosung  max. 5 min
Waschschritte 2x1min

Werden weiterhin 4 min fiir das Pipettieren der Losungen und das Wechseln der
Module hinzu gerechnet, ist ein kompletter Durchlauf in ~ 12 min moglich. Inner-
halb einer Stunde koénnen also bis zu fiinf Durchldufe durchgefiihrt werden, das
entspricht bis zu 120 Proben. Auf einen Arbeitstag mit acht Stunden hochgerechnet
ergibt sich eine mdogliche Probenzahl von 960, wodurch das Potential der Spinmo-
dule im Screening-Bereich enzymatischer Reaktionen deutlich wird.
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5.3 Optimierung enzymatischer Umsetzungen in Spin-
modulen am Beispiel der Hydrolyse von Saccharose
durch immobilisierte Invertase

Bei der Hydrolyse von Saccharose zu Glukose und Fruktose durch das Enzym In-
vertase handelt es sich um eine enzymatische Reaktion, die in der Industrie seit
langer Zeit angewandt wird. Die optimalen Reaktionsbedingungen fiir Invertase
in Bezug auf die Reaktionstemperatur und den pH-Wert der Losung sind daher
bekannt. Im Folgenden sollen anhand dieser Beispielreaktion die Moglichkeiten ge-
zeigt und diskutiert werden, mit Spinmodulen, an denen ein entsprechendes Enzym
immobilisiert wurde, fiir verschiedene Reaktionsparameter ein Screening und somit
eine Optimierung der Reaktionsbedingungen durchzufiihren. Die Tatsache, dass es
sich bei der Hydrolyse von Saccharose um eine gut untersuchte Reaktion handelt,
ermoglicht, falls unerwartete Resultate auftreten, eine bessere Einordnung dieser
Ergebnisse.

5.3.1 Bestimmung des pH-Optimums der Enzymreaktion

Das pH-Optimum von Invertase liegt nach Herstellerangaben bei einem pH-Wert
von ~ 4,6, in diesem Bereich ist daher eine Untersuchung des Einflusses des pH-
Wertes mittels Zentrifugeneinheiten sinnvoll. Invertase wurde aufbauend auf den
Ergebnissen aus Kapitel 3.6.2 an kupferbeladene IDA-Spineinheiten gebunden, als
Bindungspuffer wurde 0,1 M NaAc-Puffer benutzt. Die immobilisierte Enzymmen-
ge lag im Mittel bei 213 (+ 90) pg pro Spinmodul. Als Reaktionspuffer fiir die Spal-
tung von Saccharose wurde ebenfalls NaAc-Puffer verwendet. Das lag darin be-
griindet, dass NaAc-Puffer im gewiinschten pH-Bereich eine gute Pufferkapazitat
hat. Ein weiterer Grund ist, wie in Kapitel 3.6.2 gezeigt wurde, dass die Bindungs-
eigenschaften der Enzyme an die Membran stark vom verwendeten Puffersystem
abhdngen. Diese Abhdngigkeit geht {iber den Immobilisierungsvorgang hinaus, sie
erstreckt sich also auch auf spater aufgegebene Puffersysteme (Bsp. Reaktionspuf-
ter). Die folgenden pH-Werte wurde zur Optimierung der enzymatischen Reaktion

getestet:
epH 3,7 epH 5,0
epH 4,0 epH5,7
epH 4,7

Jeweils 400 L einer 1,0 mg/mL (2,92 - 10~* mmol /mL) Saccharoseldsung in NaAc-
Puffer wurden bei Raumtemperatur auf die Membran gegeben und zentrifugiert;
im Anhang finden sich die exakten Zentrifugationsbedingungen (siehe B.5.3). Die
Glukosekonzentration im Durchlauf wurde mittels eines kommerziellen Glukose-
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Assays der Firma Sigma (Produktnummer ('3293) photometrisch bei 340 nm be-
stimmt. Abbildung 5.5 stellt die prozentualen Umsétze in Abhédngigkeit vom pH-
Wert der Substratlosung dar.
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Abb. 5.5: Hydrolyse von Saccharose durch Invertase. Abhdngigkeit des Reaktions-
umsatzes vom pH-Wert der Reaktionslosung. Zentrifugationsgeschwin-
digkeit 2000 rpm

Es wird deutlich, dass sich abhédngig von pH-Wert der Substratlosung, teilweise
deutliche Unterschiede fiir die Umsatze ergeben. Die Umsitze sind fiir alle Ver-
suchsreihen sehr niedrig. Auffillig ist das Ergebnis bei pH 3, 7. Bei diesem pH-Wert
kam es zur Elution der gebundenen Invertase.

Aus den erhaltenen Daten ist die Berechnung weiterer Parameter moglich. Mit der
Annahme, dass sich Spinmodule ndherungsweise wie Stromungsrohre verhalten,
gilt eine vereinfachte Stoffbilanzgleichung [123]:

Oc; Oc;u
5 = — Py + ;UjJ‘Tj (51)
mit:
¢; : Konzentration des Stoffes i
t . Zeit
U :  Geschwindigkeit
vj; : Stochiometrische Koeffizienten

r; : Reaktionsgeschwindigkeit
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Die fiir die betrachtete enzymatische Reaktion eingesetzte Substratkonzentration [S]
ist sehr viel niedriger als der Wert fiir K, (siehe Kapitel 6.3.2). Naherungsweise
kann die Reaktion als eine Reaktion erster Ordnung behandelt werden.

Umaa}
;Uj,i'rj = —]%' cC = — KM . [S] (52)
mit:
[S] : Substratkonzentration
Ky Michaelis-Konstante

Nach Integration und Umformung ergibt sich aus Gleichung 5.1 fiir den Umsatz der
Reaktion:

_ Ymax T

U=1—-e*=1—¢ ku (5.3)

mit:
U : Umsatz
7 ¢ hydrodynamische Verweilzeit

Mit Hilfe der oben genannten Formel ist die Berechnung der Geschwindigkeitskon-
stanten k£ = “z+= moglich. Tabelle 5.2 stellt diese Werte zusammen, weiterhin sind

auch die jeweiligen Reaktionsgeschwindigkeiten angegeben.

Tabelle 5.2: Hydrolyse von Saccharose durch Invertase in Spinmodulen - Abhén-
gigkeit von Umsatz und Reaktionsgeschwindigkeit vom pH-Wert der

Substratlosung
pH-Wert Produkt- Umsatz Reaktions- k= ‘g
konzentration geschwindigkeit
ol [%) ezl lrl

4,0 0.0994£0,007 3,44+0,23 0,0624+0,004 0,038
4,7 0,178+0,033 6,1+£1,12 0,1114+0,021 0,066
50  0,104+0,038 3,541,209 0,065+0,023 0,037
56  0,0934+0,017 3,2+0,55 0,058+0,010 0,034

Aus den Messdaten lédsst sich neben den Umsétzen auch die Reaktionsgeschwin-
digkeiten bestimmen. Fiir einen pH-Wert von 4, 7 ergeben sich mit 6, 1 % bzw. 0, 111
pmol/mL - min die hochsten Werte fiir Umsatz und Reaktionsgeschwindigkeit. Sie
sind im Vergleich zu den Ergebnissen der anderen pH-Werte zwischen ~ 75 %
und ~ 90 % hoher. Fiir die pH-Werte 4,7, 5,0 und 5,7 ergeben sich mit 18,4 %,
36,9 % und 17,2 % grofie Fehler. Die Ursache hierfiir liegt in der teilweise sehr
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unterschiedlichen Enzymbeladung der einzelnen verwendeten Spineinheiten. Trotz
dieser grofsen Fehlerbreiten konnte das pH-Optimum fiir die enzymatische Hydro-
lyse von Saccharoselosung ermittelt werden. Es liegt bei einem pH-Wert von 4, 7.
Am diesem Beispiel konnte also gezeigt werden, dass die Bestimmung des pH-
Optimums enzymatischer Reaktionen in einer kurzen Versuchszeit moglich ist.

5.3.2 Bestimmung der optimalen Reaktionstemperatur fur die enzy-
matische Hydrolyse von Saccharose in Spinmodulen

Neben dem pH-Wert ist auch die Reaktionstemperatur fiir enzymatische Reaktio-
nen von Bedeutung. Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass mit-
tels Zentrifugeneinheiten der optimale pH-Wert einer enzymatischen Reaktion be-
stimmt werden kann. Im Anschluss soll ein entsprechender Versuch zur Abhangig-
keit des Umsatzes von der Reaktionstemperatur diskutiert werden. Nachfolgend
sind die getesteten Temperaturen angegeben.

e 35°C ® 65°C
e 45°(C e 75°C
e Hh°(C

Wie in den Versuchsreihen zur Optimierung des pH-Wertes, betrug die jeweils ein-
gesetzte Substratkonzentration 1 mg/mL Saccharose in NaAc-Puffer (2,92 - 1073
mmol/ mL). Pro Messung wurden 400 ;L aufgegeben, siehe auch Anhang B.5.3.
Die Glukosekonzentration im Durchlauf wurde analog zu Kapitel 5.3 bestimmt. Al-
le Losungen wurden auf die benotigte Temperatur vortemperiert. Gleiches galt fiir
die Spinmodule. Ein rasches Abkiihlen der aufgegebenen Losung wéhrend des Zen-
trifugationsvorganges konnte auf diesem Weg vermieden werden. Auch fiir diese
Messreihen wurde die kleinstmogliche Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2.000
rpm gewdhlt. Weiterhin wurden die Reaktionsgeschwindigkeit und entsprechend
Formel 5.3 aus Kapitel 5.3.1 die Konstante k£ = “z2= abhdngig von der jeweiligen
Reaktionstemperatur bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.6 und Tabelle
5.3 zusammengestellt (siehe S. 86).

Fiir die Temperaturabhingigkeit der Hydrolyse von Saccharose durch Invertase
zeigt sich beim Reaktionsumsatz ein eindeutiges Maximum. Als optimale Reakti-
onstemperatur wurden 55 °C ermittelt. Bei dieser Reaktionstemperatur sind Umsatz
und Reaktionsgeschwindigkeit am hochsten, der Umsatz betragt 6,6 %. Das Ergeb-
nis stimmt mit den Angaben des Herstellers iiberein. Der Umsatz ist im Vergleich
zum Umsatz bei 75 °C, der im betrachteten Temperaturspektrum mit 3, 8 % am nied-
rigsten ist, um ~ 73 % hoher. Die Fehler der Messungen schwanken zwischen 5, 8 %
bei 45 °C' und 33,2 % bei 65 °C. Sie sind also auch bei diesen Messreihen hoch. Die
Ursache sind, wie zuvor bei der pH-Wert-Optimierung, die unterschiedlichen Bela-
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Abb. 5.6: Hydrolyse von Saccharose durch Invertase. Abhédngigkeit des Umsatzes
von der Temperatur der Reaktionslosung

dungsdichten der Spinmodule mit Invertase.

Es bleibt allerdings zu berticksichtigen, dass bei dem hier gewihlten Versuchsablauf
die Temperatur der Reaktionslosung wihrend des Zentrifugationsvorganges wahr-
scheinlich geringfigig sinkt, da eine nicht temperierbare Tischzentrifuge verwendet
wurde. Die Verwendung einer temperierbaren Zentrifuge wiirde u. U. zu genaue-
ren Ergebnissen fiihren. Die ermittelte optimale Reaktionstemperatur stimmt aber
mit den vom Hersteller angegebenen Werten tiber ein. Die Genauigkeit der Messrei-

Tabelle 5.3: Temperaturabhédngigkeit des Umsatzes und der Reaktionsgeschwindig-
keit bei der Hydrolyse von Saccharose durch Invertase in Spinmodulen

Temperatur Produkt- Umsatz Reaktions- k= tpes
konzentration geschwindigkeit
] ] %] [z F
35 0,135+0,017 4,6+£0,58 0,085+£0,011 0,050
45 0,17240,010 5,940,34 0,108 & 0,006 0,063
955 0,194+ 0,022 6,6+0,75 0,121 40,014 0,072
65 0,129+ 0,043 4,4+1,47 0,081 4+ 0,027 0,047

75 0,112+0,018 3,8£0,62 0,071 +0,011 0,041
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hen ist also ausreichend. Neben der pH-Optimierung ist auch die Bestimmung der
tir die jeweilige Enzymreaktion optimalen Reaktionstemperatur in Spinmodulen
moglich.

5.4 Spinmodulen mit immobilisierter 5-Galactosidase als
Membran-Festbettreaktor

5.4.1 Anpassung der Reaktionsbedingungen flr die Hydrolyse von
ONPG an Spinmodule mit gebundener -Galactosidase

B-Galactosidase ist in der Lage, o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid (ONPG) zu
hydrolysieren. Bei dieser Reaktion wird aus dem Molekiil o-Nitrophenol abgespal-
ten. Die Reaktionsbedingungen, unter denen diese Reaktion ablduft, sind bekannt
[124]. Ublicherweise wird die Reaktion in Phosphatpuffer bei einem neutralen pH-
Wert und bei 28°C' durchgefiihrt, sie kann durch Zugabe von 1 M Na;CO3-Losung
gestoppt werden. Die Reaktion wird durch photometrische Messung des gebildeten
o-Nitrophenol bei 420 nm verfolgt.

In der Ubertragung der Reaktion auf Zentrifugeneinheiten mit immobilisierter (-
Galactosidase ergibt sich das Problem, dass die Verwendung von Phosphatpuffer
zur Elution des Enzyms fiihrt (vgl. Kapitel 3.6.2). Es zeigt sich jedoch, dass die
Reaktion auch in NaAc-Puffer bei einem pH-Wert von 4,7 durchgefiihrt werden
kann, ohne das es zu einem signifikanten Riickgang der Aktivitdt kommt. Ein wich-
tiger Unterschied zur Reaktion bei pH 7 liegt vor allem in dem im UV-Vis-Bereich
entstehenden Absorptionsmaximum. Bei einem neutralen pH-Wert liegt dieses bei
420 nm, wéhrend es bei pH 4,7 bei 360 nm zu einem Absorptionsanstieg kommt.
Es handelt sich in beiden Féllen um das Absorptionsmaximum des entstehenden
o-Nitrophenols. Bei pH 4, 7 bewirkt die Zugabe von Na,COj3-Losung zur Reaktions-
16sung eine Verschiebung des Absorptionsmaximums auf 420 nm (vgl. Abbildung
5.7 auf S. 88).

Aus der Abbildung 5.7 wird deutlich, dass die Absorption mit fortschreitender Re-
aktionsdauer bei 360 nm ansteigt. Nach 45 min Dauer befindet sich die Reaktion
im Sattigungsbereich. Anschlieflend wurde Na,CO;-Losung im Verhiltnis 1 : 2
zur Reaktionslésung gegeben. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich darauf-
hin in einen hoheren Wellenldngenbereich. Die Ursache ist die Verdnderung des
pH-Wertes und die daraus resultierende Ausweitung des mesomeren Elektronen-
systems des o-Nitrophenols [125] [126]. Weiterhin ist zu erkennen, dass mit der
Verschiebung des Absorptionsmaximums eine Erh6hung der Absorption um 47 %
einhergeht. Bei einem Vergleich der Absorptionsspektren der enzymatischen Um-
setzung vor und nach der Na,COs-Zugabe mit den Spektren von entsprechend
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Abb. 5.7: Absorptionsanstieg bei der Reaktion von ONPG-Substratlosung mit (-
Galactosidase bei pH 4, 7. Verschiebung des Absorptionsmaximums bei
Zugabe von Na,COj;-Losung

konzentrierten und behandelten o-Nitrophenol-Standardlosung féllt auf, dass die
Absorptionsmaxima und die Intensitdten vor der Na,CO3-Zugabe in beiden Féllen
tibereinstimmen, sich fiir die Spektren nach der Na,COs-Zugabe hingegen Unter-
schiede ergeben. Fiir die Absorption der o-Nitrophenol-Standardldésung wurde vor
und nach der Zugabe von Carbonatlosung ein konstanter Wert gemessen. Bei der
enzymatischen Reaktion hingegen kommt es durch die Carbonatzugabe zu einem
Anstieg der Absorption. In beiden Losungen dndern sich also nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz die Extinktionskoeffizienten. Die Ursache hierfiir liegt in der Ver-
dnderung der Matrix, beispielsweise kann die Anderung der Ionenstirke Einfluss
ausiiben. Das Absorptionspektrum der Enzymreaktion konnte dariiber hinaus durch
die ebenfalls vorhandenen D-Galactopyranosid-Molekiile beeinflusst werden. De-
ren Absorptionsmaximum liegt bei niedrigen pH-Werten im UV-Bereich.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen erfolgt die Beobachtung der Reaktion bei 360 nm,
ohne dass Na,CO3-Losung zugegeben wird. Ein Stoppen der Reaktion ist nicht not-
wendig, da die #-Galactosidase an die Membran gebunden ist und folglich nicht im
Durchlauf vorliegt. Bei Spinmodulen bestiinde die Moglichkeit, Na,CO3-Losung in
den Mikroreaktionsgefdfien vorzulegen und die Messung bei 420 nm durchzufiih-
ren. Bei kontinuierlich durchflossenen Modulen muss die Beobachtung der Reak-
tion bei 360 nm erfolgen, da eine Vermischung mit Na,COj3-Losung nicht moglich
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ist. Die Produktbildung wird daher in beiden Féllen durch Absorptionsmessung bei
360 nm verfolgt.

5.4.2 Einfluss der eingesetzten ONPG-Konzentration auf die Pro-
duktkonzentration

In Kapitel 3.6.3 wurde der Einfluss der zur Immobilisierung aufgegebenen Protein-
konzentration auf die gebundene Proteinmenge untersucht. Am Beispiel von immo-
bilisierter $-Galactosidase soll hier kurz ein moglicher Einfluss der aufgegebenen
Substratkonzentration auf die enzymatische Umsetzung diskutiert werden. Dazu
wurde zunéchst 3-Galactosidase an Spinmodule immobilisiert. Die eingesetzte En-
zymkonzentration betrug 0,5 mg/mL in NaAc-Puffer (0,1 M, pH 4,7). Im Mittel
wurden 0,122 £ 0,018 mg B-Galactosidase pro Spineinheit gebunden.

Jeweils 400 ;L ONPG-Substratlosung in NaAc-Puffer (0,1 M, pH 4, 7) wurden im
Anschluss auf die Module gegeben. Drei verschiedene Konzentrationen wurden
eingesetzt. Zur genauen Durchfiihrung siehe im Anhang B.5.3. Die Absorption im
Durchlauf wurde bei 360 nm gemessen. Tabelle 5.4 gibt die Ergebnisse wieder.

Tabelle 5.4: Einfluss der eingesetzten Substratkonzentration auf die Produktkon-
zentration bei Spinmodulen als Membran-Festbettreaktoren.

Substrat- Absorptionssp,,, Konzentration Reaktions- Umsatz
konzentration  im Durchlauf (o-Nitrophenol) geschwindigkeit
[amet] [rel. Einheiten] [ et ] [ ol ] (%]
0,531 0,534 + 0,174 0,284 + 0,093 0,178 + 0,058 53,4
0,383 0,433 + 0,109 0,232 4+ 0,058 0,145+ 0,036 60,5
0, 266 0,268 + 0,069 0,143 4+ 0,037 0,089 + 0,023 53,9

Die Daten aus Tabelle 5.4 spiegeln die erwarteten Ergebnisse wider. Sinkende Sub-
stratkonzentrationen gehen mit einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit ein-
her. Die Reaktionsgeschwindigkeiten sinken von 0, 178 umol /mL-min bei einer Sub-
stratkonzentration von 0, 531 pmol/mL auf 0,089 pmol/mL - min (0,266 pmol/mL).
Der Umsatz der Hydrolyse von ONPG-Substrat durch (-Galactosidase ist im be-
trachteten Konzentrationsbereich anndhernd konstant. Zwischen 53 % und 60 % der
aufgegebenen Substratmolekiile werden gespalten. Die Fehler der Messungen sind
grofs, sie schwanken zwischen 25 % und 32 %. Diese hohen Fehlerbreiten haben
zwei Ursachen, zum Einen die unterschiedliche Beladung der einzelnen Module,
zum Anderen konnen durch die Lokalisierung der Enzyme auf der oberen Mem-
branschicht leicht unterschiedliche Reaktionszeiten auftreten, die Einfluss auf die
Produktkonzentration austiben.
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Die Substratkonzentrationen sind deutlich niedriger als der K ,-Wert fiir die Reakti-
on (vgl. Kapitel 6.3.1), daher gilt ndherungsweise, dass es sich hier um eine Reaktion
erster Ordnung handelt. Mit der schon zuvor getroffenen Annahme, das Spinmo-
dule anndhernd als Stromungsrohre behandelt werden kénnen, gilt Gleichung 5.3.
Der Umsatz ist nur von der hydrodynamischen Verweilzeit und der Geschwindig-
keitskonstanten der Reaktion abhéngig. Da sich beide Parameter nicht &ndern, muss
auch der Umsatz einen konstanten Wert aufweisen. Im Rahmen der Messgenauig-
keit konnen die erreichten Umsitze als konstant betrachtet werden.

5.5 Zusammenfassung

Dieses Kapitel diskutiert die Moglichkeiten, Spinmodule mit zuvor immobilisierten
Enzymen als Festbettreaktoren einzusetzen. Dabei haben diese Module die Funkti-
on von Screening-Einheiten, mit deren Hilfe die Reaktionsbedingungen enzymati-
scher Umsetzungen optimiert werden konnen. Um die Zentrifugenreaktoren effek-
tiv einzusetzen und die erhaltenen Ergebnisse spidter auf kontinuierlich arbeitende
Module iibertragen zu konnen, wurde die Abhangigkeit der Fliefigeschwindigkeit
der Substratlosung von der Zentrifugationsgeschwindigkeit bestimmt. Ferner wur-
de der Einfluss der sich ergebenen Fliefigeschwindigkeiten auf die Umsetzung der
aufgegebenen Substrate ermittelt. Beispiel war das Enzym Alcalase, das die Spaltung
des Substrates BTEE bewirkt. Erwartungsgemafs sinkt der Umsatz bei steigender
Geschwindigkeit und dadurch sinkender hydrodynamischer Verweilzeit.

Die Eignung der Spinmodule zum Screening von Reaktionsbedingungen enzymati-
scher Reaktionen wurde am Modellenzym Invertase untersucht. Es war moglich, die
optimale Reaktionstemperatur fiir die Hydrolyse von Saccharose durch Invertase
zu bestimmen. Die ermittelte optimale Temperatur stimmte mit der vom Herstel-
ler angegebenen Temperatur von 55 °C' iiberein, die Messfehler waren aber relativ
grof3. Dabei ist zu beachten, dass eine bedeutende Fehlerquelle mit der Zeitspanne
zwischen der Losungsaufgabe auf die Membran und dem Beginn des Zentrifuga-
tionsvorganges zusammenhangt. Durch die meist auf der Oberfliche gebundenen
Enzyme kann schon vor Beginn des Zentrifugierens eine Reaktion eintreten. Ne-
ben der Optimierung der Reaktionstemperatur ist auch ein Screening des optima-
len pH-Wertes moglich. Es konnte gezeigt werden, dass abhdngig vom pH-Wert der
Substratlosung Unterschiede bei den Reaktionsumsétzen gemessen werden kon-
nen. Die Fehler liegen allerdings deutlich tiber denen der Temperaturoptimierung.

Neben Membranen mit gebundener Invertase, konnten auch Membranen mit -
Galactosidase erfolgreich in Spinmodulen eingesetzt werden. Die Reaktionsbedin-
gungen, insbesondere der Reaktionspuffer wurde entsprechend angepasst, um die
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Reaktion mit an IDA-Membranen immobilisierter $-Galactosidase durchfithren zu
konnen. Der Einfluss der aufgegebenen Substratkonzentration wurde am Beispiel
von f-Galactosidase betrachtet. Es ergaben sich die erwarteten Ergebnisse. Mit stei-
gender Substratkonzentration kommt es zu einem Anstieg der Reaktionsgeschwin-
digkeit und der Produktkonzentration, wahrend der Umsatz der Reaktion annéa-
hernd konstant bleibt.

Sowohl Invertase als auch 3-Galactosidase werden als Modellenzyme fiir das Scale
up von Enzymreaktionen auf kontinuierliche Reaktoren mit 75 cm?-Membranfléche
verwendet. Durch die kontinuierlich arbeitenden Reaktoren konnen u. a. genauere
Aussagen {iber kinetische Parameter getroffen werden.
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Kapitel 6

Scale up der Enzymreaktoren auf
75 em? Membranflache

In den Kapiteln 5.2 und 5.3 wurden die Anwendungsmoglichkeiten von Spinmo-
dulen mit immobilisierten Enzymen im Bereich des Screenings von Reaktionsbe-
dingungen diskutiert. Ein Screening mit Spinmodulen, wie es in oben genannten
Kapiteln beschrieben wird, ist aber in der Prozessentwicklung nur sinnvoll, wenn
eine Ubertragung der ermittelten Parameter auf groSere, kontinuierlich durchflos-
sene Module bzw. Reaktoren moglich ist. Sartobind-75-Module erfiillen die Voraus-
setzungen, um das Scale up ausgehend von den Ergebnissen mit Zentrifugeneinhei-
ten zu testen. Tabelle 6.1 stellt die Eigenschaften der Sartobind-Module denen der
Spinmodule gegentiber.

Tabelle 6.1: Vergleich von Sartobind-Modulen mit Spinmodulen

Spinmodul Sartobind-75-Modul

(Zentrifugenreaktor) (Durchflussreaktor)
Membranfunktionalisierung Iminodiacetat
Membranfldche, gesamt 7,48 cm? 75 em?
Anzahl der Membranschichten 20 15
Anstromflache 0,374 cm? 5,0 cm?
Membrandurchmesser 0,69 cm 2,52 cm
Betthohe 5,3 mm 4 mm

Die Membranfliche wird vom Zentrifugenreaktor zum Durchflussreaktor um den
Faktor 10 von 7, 48 auf 75 cm? gesteigert. Andere Parameter steigen allerdings nicht
analog um den gleichen Faktor. Im Verhiltnis werden die einzelnen Membranen
um den Faktor 13 grofler und dafiir nimmt die Anzahl der Membranschichten von
20 Schichten beim Zentrifugenreaktor auf 15 Schichten beim Durchflussreaktor ab.
Beim Scale up miissen verschiedene Punkte beachtet werden. Der Immobilisierungs-
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prozess von Enzymen an Sartobind-Module unterscheidet sich in Durchfithrung
und Immobilisierungsdauer deutlich von Spinmodulen. Es ist daher davon auszu-
gehen, dass es sowohl bei den gebundenen Enzymmengen als auch bei der Loka-
lisierung der Enzyme im Modul zu Unterschieden kommt. Die Ergebnisse fiir die
Immobilisierung von Enzymen an Sartobind-Module werden in Kapitel 6.2 disku-
tiert.

Ein weiterer Unterschied zu Spinmodulen besteht in der Art der Zufiithrung der
Substratlosungen zum Modul. Bei Spinmodulen wird die Losung mittels Pipetten
direkt auf die Membran mit dem gebundenen Enzym gegeben. Bei Durchflussreak-
toren wird sie hingegen durch Schlduche zugefiihrt. Die Losung muss gleichmafig
aus den diinnen Schlduchen auf die gesamte zur Verfiigung stehende Membranfla-
che verteilt und am Auslass wieder gesammelt werden. Dazu sind in das Modul auf
beide Seiten der Membranschicht entsprechende Verteilungs- bzw. Sammeleinhei-
ten aus Kunststoff eingefiigt. Im Gegensatz zu Spinmodulen kommt es nicht dazu,
dass die Substratlosung vor Beginn des Fliefivorganges Kontakt zur Membran hat
und Substratmolekiile bereits durch die an der Oberfldche gebundene Enzyme um-
gesetzt werden konnen.

Fiir den Einsatz der Reaktoren ist ihre Charakterisierung von Bedeutung, insbeson-
dere die Verweilzeit der Substratmolekiile im Reaktor ist von Interesse. Im Gegen-
satz zu Spinmodulen, bei denen die Bestimmung der Verweilzeitverteilung aus be-
reits genannten Griinden nicht moglich ist, kann bei Sartobind-Modulen, das Ver-
weilzeitverhalten ermittelt werden. Dieses wird im nachfolgenden Kapitel disku-
tiert. Im Anschluss wird kurz die Vorgehensweise bei der Immobilisierung von
Enzymen an Durchflussreaktoren und die Ergebnisse der Immobilisierungen dis-
kutiert. Danach werden die Moglichkeiten des Scale up enzymatischer Reaktio-
nen von Spin- zu Sartobind-Modulen anhand der Modellenzyme Invertase und -
Galactosidase erlautert und bewertet.

6.1 Verweilzeitverteilung

Fiir die Charakterisierung von kontinuierlich betriebenen Reaktoren ist die Verweil-
zeit von Stoffen im Reaktor von grofler Bedeutung. Mit ihrer Hilfe konnen Kennt-
nisse iiber das reale hydrodynamische Verhalten von Reaktoren erlangt und somit
bestimmt werden, welchem Typ (z.B. einem laminaren Stromungsrohr oder einer
Reaktorkaskade) der jeweils betrachte Reaktor dhnelt [127] [123]. Die Bestimmung
der Verweilzeitverteilung wird mit nicht-reagierenden Tracer-Stoffen durchgefiihrt.
Dabei konnen zwei verschiedene Markierungsverfahren angewendet werden. Ein
Verfahren ist die so genannte StofSmarkierung oder auch 6-Funktion. Bei dieser Mar-
kierungsvariante wird zur Zeitt = 0 ein gegeniiber dem Reaktorvolumen kleines
Volumen der Markierungssubstanz in den Reaktorzulauf gegeben und am Reaktor-
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ausgang wird der zeitliche Verlauf der Tracerkonzentration gemessen. Mit Hilfe der
Stoffimarkierung erhilt man das Verweilzeitspektrum:

dc

E(t)=—: 6.1
== 61)
mit
E(t) : Verweilzeitspektrum
t . Zeit
c . Spurstoffkonzentration
Co : Eingangskonzentration des Spurstoffs im Reaktor

Ublicherweise wird die StoSmarkierung immer dann zur Bestimmung der Verweil-
zeit eingesetzt, wenn der Produktionsfluss des Reaktors nicht unterbrochen werden
soll.

Die zweite Moglichkeit zur Markierung ist die Verdringungsmarkierung, die auch
haufig als Sprungfunktion bezeichnet wird. Am Zeitpunkt ¢ = 0 erfolgt die Umstel-
lung des Reaktoreingangstroms auf die Markierungssubstanz. Das zuvor im Reak-
tor vorhandene Fluid wird mit der Zeit durch den Tracer verdrangt. Am Reaktor-
ausgang wird wie bei der StoSmarkierung ein Konzentrations-Zeit-Verlauf fiir den

Tracerstoff aufgenommen, es ergibt sich die sogenannte Verweilzeitsummenkurve:

t
F(t) = ? = /E(t)dt (6.2)
°
mit
F(t) : Verweilzeitsummenkurve
t . Zeit
c(t) : zeitabhdngige Spurstoffkonzentration
Co : Eingangskonzentration des Spurstoffs

Zur Bestimmung des Verweilzeitverhaltens durch die Sprungfunktion muss aller-
dings der Produktionsfluss unterbrochen werden.

6.1.1 Experimenteller Aufbau zur Bestimmung des Verweilzeitver-
haltens in Sartobind-Modulen

Zur Bestimmung des Verweilzeitverhaltens von Sartobind-Modulen wird als Tra-
cersignal die /-Funktion gewdhlt. Bei dieser Markierungsmethode kann der Tracer
mit Hilfe einer Spritze direkt in den Einlaufschlauch des Moduls gespritzt werden.
Bei der Sprungfunktion hingegen miisste iiber einen Drei-Wegehahn der Zulauf des
Tracers geregelt werden. Die Losung durchliefe in diesem Fall erst die Pumpe. Auf-
grund der geringen Flussraten (0,03 mL/min — 0,33 mL/min) die getestet werden,



Kapitel 6 - Scale up der Enzymreaktoren auf 75 cm? Membranflache 95

kame es zu grofien Zeitverzogerungen, bevor am Reaktorausgang ein Signal gemes-
sen werden kann. Abbildung 6.1 zeigt schematisch den gewéahlten Versuchsaufbau
zur Bestimmung der Verweilzeit.

Delta-Funktion Glucose-Ldsung

Sartobind-IDA-75

ADCWandler

RI-Deteltor

Messwererfassung (PC)

J_—L Abfall

MalZl-Ldsung

Abb. 6.1: Experimenteller Aufbau zur Bestimmung des Verweilzeitverhaltens von
Sartobind-75-Durchflussreaktoren

Uber eine Schlauchpumpe wird NaCl-Losung durch das Modul gepumpt. Als Tra-
cer wird eine Glukoselosung verwendet. Dieses Vorgehen wird gewihlt, da die De-
tektion iiber einen RI-Detektor erfolgen kann. Bei diesem betrdgt das Volumen der
Messzelle nur 8 i L. Die Messwerterfassung erfolgt iiber eine A/D-Wandlerkarte
mit angeschlossenem PC.

6.1.2 Verweilzeitverhalten von Sartobind-Modulen

Zur Messung wurde ein Sartobind-Modul verwendet, das bereits mit dem Enzym
Alcalase beladen war. Die gebundene Masse betrug m = 2,56 mg. Auf diese Wei-
se konnte ein moglicher Einfluss gebundener Enzyme in Bezug auf die Porengrofie
mit erfasst werden. Wahrend der Verweilzeitmessung wurde das Modul mit 0,1 M
NaCl-Losung gespiilt, als Tracer wurde Glukoselésung verwendet, die nicht mit
dem Enzym reagiert. Die Konzentration der Losung betrug 30 mg/mL in NaCl-
Losung, jeweils 50 ;1L wurden eingespritzt.

Der verwendete RI-Detektor bewirkt eine Verminderung der Fliesgeschwindigkeit.
Ursache ist die kleine Messzelle des Detektors, die einen Druckaufbau bewirkt. Die
Verringerung steht allerdings in einem linearen Zusammenhang zu der an der Pum-
pe eingestellten FlieSgeschwindigkeit. Tabelle 6.2 stellt die eingestellten den tatsach-
lich erreichten FliefSgeschwindigkeiten gegentiber.
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Tabelle 6.2: Verminderung der an der Schlauchpumpe eingestellten Fliefigeschwin-
digkeiten durch den verwendeten RI-Detektor

FlieSgeschwindigkeit FlieSgeschwindigkeit

ohne RI-Detektor mit RI-Detektor
[mL/min] [mL/min]
0,06 0,03
0,14 0,08
0,28 0,17
0,43 0,24

Tragt man die verminderten FlieSgeschwindigkeiten gegen die eingestellten Fliefs-
geschwindigkeiten auf, ergibt sich ein linearer Zusammenhang. Dieser Zusammen-
hang ldsst sich durch eine Gerade, die durch den Ursprung geht und die Steigung
von 0, 572 aufweist, beschreiben. Weiterhin ist fiir die Berechnung des Verweilzeit-
verhaltens die Kenntnis des Reaktorvolumens Voraussetzung. Der Hersteller macht
hierzu keine Angaben, daher wurde das Reaktorvolumen der Sartobind-Module ex-
perimentell mit 1, 08 mL bestimmt.

Fiir die Nutzung eines realen Reaktors, wie dem in diesem Fall vorliegenden Mem-
branmodul, ist es von Bedeutung, ob dieser einem einzelnen Riihrkesselreaktor,
einer Reaktorkaskade oder einem Stromungsrohr dhnelt. Zur mathematischen Be-
schreibung der Hydrodynamik des verwendeten Reaktormoduls wurde folgender-
mafien vorgegangen: im ersten Schritt wurden die durch den RI-Detektor erhaltenen
Messwerte normiert. Im Anschluss erfolgte eine Anpassung der theoretischen Kur-
ven fiir den Konzentrationsverlauf in Abhédngigkeit von der Zeit an die gemesse-
nen Kurven. Zur Beschreibung des Konzentrationsverlaufs einer Reaktorkaskade,
als Antwortsignal eines J-formigen Eingangssignal, wurde die unten angegebene
Formel 6.3 verwendet.

. n—1
Co t-n-V _tnV
‘=G ( v ) ‘ 63)
mit
c(t) : zeitabhangige Spurstoffkonzentration
co : Eingangskonzentration des Spurstoffs
Anzahl der Reaktorkessel

n
t Zeit

1% . Volumenstrom
% Reaktorvolumen
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Zur Anpassung der theoretischen Kurven an die Messsignale wurde im ersten Schritt,
bei allen Kurven gleichzeitig, ein genetischer Algorithmus verwendet und im An-
schluss das Newton-Verfahren genutzt. Abbildung 6.2 stellt die normierten Messwer-
te und die angepassten theoretischen Werte dar.

I T I T I T I T I

0.20 0,24 mL/min - Messwerte
’ 0,24 mL/min - theoret. Werte

— 0,17 mL/min - Messwerte
n /\ \ —— 0,17 mL/min - theoret. Werte |

| \ —— 0,08 mL/min - Messwerte

0,15 r \ 0,08 mL/min - theoret. Werte ||

—— 0,03 mL/min - Messwerte
0,03 mL/min - theoret. Werte

normiertes Detektorsignal

0,10+
0,05 \\/
0,00 =& ety ¥, —
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

Abb. 6.2: Verweilzeitmessung fiir Sartobind-Module: normierte Messwerte und op-
timierte theoretische Werte

Aus der Abbildung wird deutlich, dass die erhaltenen Messwerte sehr gut durch die
Formel 6.3 beschrieben werden. Lediglich fiir die niedrigste Fliefigeschwindigkeit
von 0,03 mL/min sind Abweichungen zwischen der gemessenen und der theoreti-
schen Kurve zu erkennen. Als Ursache ist der geringe Volumenstrom zu benennen.
Der Fehler bei der Bestimmung des Volumenstroms ist im Vergleich zu den hoheren
Volumenstromen grofs und wirkt sich auf die Anpassung der theoretischen Werte
aus. Aus den theoretisch berechneten Werten ergibt sich, dass die Messwerte durch
eine Reaktorkaskade mit 33 Kesseln beschrieben werden konnen.

Zusétzlich kann aus den Messwerten das Verweilzeitspektrum fiir Sartobind-Mo-
dule bestimmt werden. Hieraus kdnnen sich weitere wichtige Informationen bei-
spielsweise iiber Kurzschlussstromungen oder Totzonen ergeben. Die Verweilzeit-
verteilungen fiir das Sartobind-Modul in Abhéngigkeit von der dimensionslosen
Zeit © = t/7 bei verschiedenen Flussraten sind in Abbildung 6.3 dargestellt.



Kapitel 6 - Scale up der Enzymreaktoren auf 75 cm? Membranflache 98

3,0 T T T T T T
1 = 0,03 mL/min
25 0,08 mL/min
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0,24 mL/min|

20 ] \ ——0,33 mL/min
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Abb. 6.3: Verweilzeitspektren fiir Sartobind-75-Module

Mit steigender Fliefigeschwindigkeit verschieben sich die Maxima der Verweilzeit-
spektren zu grofleren f-Werten. Bei einer Flussrate von 0, 03 mL/min liegt das Ma-
ximum bei § = 0, 63, fiir die grofite getestete FlieBgeschwindigkeit bei § = 0, 94.

Fiir ideale CSTR- und PFR-Reaktoren liegt das Maximum der Verweilzeitspektren
bei ¢ = 1. Die fiir Sartobind-Module ermittelten Werte liegen darunter, der Er-
wartungswert kommt also zu frith. Zusitzlich ist ein verlangsamtes Auslaufen zu
erkennen. Diese Ergebnisse deuten normalerweise auf Totwasserzonen hin. In den
verwendeten Sartobind-Modulen konnen diese Zonen durch die Membranen, die
wie Schikanen wirken kénnen, hervorgerufen werden. Die Erwartungswerte fiir die
drei grofiten getesteten Fliefigeschwindigkeiten liegen im Vergleich zu den nied-
rigen Geschwindigkeiten dicht zusammen. Die Totzonen werden mit steigender
Fliesgeschwindigkeit also geringer, ndhern sich einem konstanten Wert an.

6.2 Immobilisierung von Enzymen an Sartobind-Module

Die Immobilisierung von Enzymen an Sartobind-Module kann bauartbedingt nicht
auf die gleiche Weise wie zuvor bei Spinmodulen erfolgen. Fiir die Immobilisierung
an IDA-Membranen werden keine langen Immobilisierungszeiten benétigt, daher
ist das kontinuierliche Pumpen der Enzymlosung im Kreisstrom fiir mehrere Stun-
den nicht notwendig (vgl. Con A-Immobilisierung an Epoxy-Sartobind-Module in
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Kapitel 4.4). Zur Immobilisierung wurde daher auf die Sartobind-Module eine Sprit-
ze, bei der zuvor der Stempel entfernt worden war, aufgesetzt. Die Enzymlosung
wurde eingefiillt und lief langsam durch die Membranen hindurch. Entsprechend
wurde bei den folgenden Waschschritten verfahren, das genaue Versuchsprotokoll
tindet sich im Anhang (siehe B.6). Die Immobilisierung von Invertase und 3-Galac-
tosidase erfolgte entsprechend der in Kapitel 3.6.2 ermittelten Bindungsbedingun-
gen. Die erreichten Beladungsdichten sind nachfolgend in Tabelle 6.3 zusammenge-
stellt. Als Vergleich sind zusatzlich die Ergebnisse fiir Spinmodule angegeben.

Tabelle 6.3: Immobilisierung von Invertase und (-Galactosidase an Sartobind-
Module. Beladung der Membranen mit Kupferionen; vergleichend sind
entsprechende Ergebnisse fiir Spinmodule aufgefiihrt

Invertase (-Galactosidase
Sartobind- Spin- Sartobind- Spin-
Modul modul Modul modul
Enzym, einges.

[mg/mlL] 1,0 1,0 0,52 0,5
[mg] 10,0 0,4 5,42 0,2
[mg/cm?] 0,133 0,054 0,072 0,027

Enzym, geb.
[mg] 55240,80  0,2134+0,09 2,9740,28 0,120 =+ 0,02

[mg/cm?] 0,074 +£0,012 0,028£0,012 0,039£0,004 0,016+ 0,003

Wie in der Einleitung zu Kapitel 6 bereits angedeutet, unterscheiden sich die an
Sartobind-Module gebundenen Enzymmengen von den Enzymmengen, die an Spin-
modulen immobilisiert werden konnten. Zur besseren Bewertung der Ergebnisse
werden die Membranen, wie zuvor bei Spinmodulen, aus dem Modul entfernt und
die gebundenen Proteine mit Coomassie-Losung angefarbt (vgl. Kapitel 3.6.4). Ab-
bildung 6.4 stellt das Ergebnis der Farbung dar. Weiterhin ist als Skizze der Ver-
suchsaufbau zur Proteinimmobilisierung angegeben.

Zwischen den Lokalisierungen der gebundenen Proteine im Spinmodul und im
Sartobind-Modul lassen sich deutliche Unterschiede erkennen. Wahrend bei Spin-
modulen der tiberwiegende Anteil der Proteine auf der oberen Membran gebun-
den ist, erfolgt die Bindung bei Sartobind-Modulen sehr viel gleichméfiiger tiber
alle Membranschichten verteilt. Zwischen einzelnen Membranen sind Unterschiede
zu erkennen, jedoch handelt es sich hier um zufillige Verteilungsunterschiede. Als
Grund fiir diese bessere Verteilung kann die geringere FliefSgeschwindigkeit bei der
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Abb. 6.4: Sartobind-Modul: Coomassie-Farbung enzymbeladener IDA-Membranen

Immobilisierung und die langere Immobilisierungsdauer im Vergleich zu Spinmo-
dulen angefiihrt werden.

Die gleichméfiige Verteilung der gebundenen Proteine iiber die zur Verfiigung ste-
hende Membranfldche erklidrt den starken Anstieg der pro ¢m? Membran gebun-
denen Enzymmengen auf das 2, 64-fache bei Invertase bzw. 2, 44-fache bei 5-Galac-
tosidase. Bei Sartobind-Modulen wird die zur Verfiigung stehende Membranflache
sehr viel besser ausgenutzt als bei Spinmodulen, bei denen der {iberwiegende An-
teil der gebundenen Enzyme auf der oberen Membran lokalisiert ist.

Beim Scale up der Enzymimmobilisierung wurde deutlich, dass die an Sartobind-
Modulen gebundene Enzymmenge {iiber denen fiir Spinmodulen liegt. Die absolu-
ten Mengen unterscheiden sich abhdngig vom Enzym. Wichtig ist jedoch, dass der
Faktor, um den die gebundene Enzymmenge beim Scale up steigt, fiir beide Enzy-
me anndhernd gleich ist. Hierdurch sollte eine Abschidtzung der immobilisierbaren
Enzymmenge im Vorfeld von Scale up-Prozessen auch fiir andere Enzyme moglich
sein.

6.3 Sartobind-Module als Enzym-Festbettreaktor

Im vorangegangenen Kapitel 6.2 wurde die Immobilisierung von Enzymen an Sarto-
bind-Module diskutiert. Mit Hilfe dieser beladenen Module wurden Substratum-
setzungen im Durchfluss durchgefiihrt und bewertet. Dabei wurde im Vergleich zu
Spinmodulen nicht nur kontinuierlich gearbeitet, sondern es erfolgte auch ein Scale
up der Membranfldche von 7,48 auf 75 cm?. Die Substratlsung wurde, wie zuvor
zur Messung der Verweilzeitverteilung, mit einer Schlauchpumpe durch die Modu-
le gepumpt. Bei der Wahl der Fliefigeschwindigkeit wurden die Ergebnisse, die mit
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Spinmodulen erhalten wurden beriicksichtigt. Bei Spinmodulen betrug die maximal
mogliche hydrodynamische Verweilzeit 0, 96 min, geringere FlieBgeschwindigkei-
ten liefSen sich aus technischen Griinden nicht verwirklichen. Es zeigte sich jedoch,
dass die, unter diesen Bedingungen, in Spinmodulen verwirklichten Umsétze nied-
rig waren. Fiir die Versuchsreihen mit Sartobind-Modulen wurden hohere Umsétze
angestrebt. Indem die FliefSgeschwindigkeit im Vergleich zu den Spinmodulen an-
ndhernd konstant gehalten wurde, konnte eine deutliche Vergrofierung der hydro-
dynamischen Verweilzeit auf ~ 3,8 min erreicht werden. Die zwischen Enzym und
Substrat moglichen Kontaktzeiten sollten daher ausreichend lang sein, um einen
maximalen Umsatz in den Sartobind-Modulen zu ermdglichen.

6.3.1 Durchflussreaktoren mit immobilisierter 3 - Galactosidase zur
Umsetzung von ONPG-Substrat

Bei einer konstanten Flussrate von 0, 28 mL/min wurde ONPG-Substratlosung un-
terschiedlicher Konzentration durch ein mit 2, 97 mg (3-Galactosidase beladenes Sar-
tobind-Modul gepumpt. Die Substratkonzentrationen wurden dabei so gewdihlt,
dass die zur Verfiigung stehende Substratmenge auch bei niedrigen Konzentratio-
nen nicht vollstindig (aber anndhernd) umgesetzt wurde. Auf diese Weise wurde
die jeweils maximal mogliche Substratmenge umgesetzt. Die Messung erfolgte bei
360 nm. Es ergaben sich die auf Seite 102 in Abbildung 6.5 dargestellten Kurven.
Die Zeitverzogerung bis zum Absorptionsanstieg ergibt sich einerseits aus der rela-
tiv geringen Flussrate. Ein weiterer Grund ist die Verwendung von Durchflusskii-
vetten, die ein deutlich grofieres Volumen als die Messzelle des RI-Detektors (vgl.
Kapitel 6.1.1) umfassen. Ohne Durchflussmodul kann nach 5 min ein Absorptions-
anstieg gemessen werden, mit Modul dauert es 10 min.

Zur Bewertung der Versuche wurde der Teil der Kurven, die einen konstanten Ab-
sorptionswert aufweisen, herangezogen. Einlauf- und Vermischungseffekte spielten
keine Rolle und es wurde die maximal mogliche Substratmenge umgesetzt. Aus den
erhaltenen Daten lassen sich Riickschliisse auf die Reaktionsgeschwindigkeiten und
den Anteil des hydrolisierten Substrates ziehen. In Tabelle 6.4 (S. 102) sind diese Da-
ten zusammengestellt.

Es ist ersichtlich, dass es mit steigender Substratkonzentration zu einer Steigerung
der o-Nitrophenol-Konzentration im Durchlauf kommt. Analog gilt dieses auch fiir
die Reaktionsgeschwindigkeit. Sie steigt von 0, 0171 pmol /mL-min auf 0, 1396 umol/
mL - min. Der prozentuale Umsatz hingegen sank bei einer Steigerung der Substrat-
konzentration von 92,5 % bei 0,133 pmol/mL auf 62,0 % bei 0,796 pmol/mL. Bei
Spinmodulen wurden fiir verschiedene Substratkonzentrationen anndhernd kon-
stante Umsétze ermittelt. Das es fiir Sartobind-Module zu abweichenden Ergebnis-
sen kommt, hat mehrere Ursachen. Die hydrodynamische Verweilzeit in Sartobind-
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Abb. 6.5: Umsetzung von ONPG-Substratlosung in Sartobind-Modulen mit immo-
bilisierter (-Galactosidase. Reaktionsbedingungen: 25 °C, NaAc-Puffer
(pH 4, 7), 2,97 mg immobilisierte 3-Galactosidase

Modulen ist bedeutend grofier als in Spinmodulen, sie hat direkten Einfluss auf die
Reaktionsumsatze. Weiterhin ist der betrachtete Konzentrationsbereich grofler, die

Tabelle 6.4: Reaktionsgeschwindigkeiten und Umsatz bei der enzymatischen Hy-
drolyse von ONPG-Losung im Durchflussreaktor. Gebundene 3-Galac-
tosidase-Menge: 2,97 mg

Substrat-  Absorption = Produkt- Reaktions- Umesatz- Umsatz
konzen-  (stationdrer = konzen- geschwin- rate
tration Bereich) tration digkeit
[(122)  [rel. Binheiten]  [t2]  [mel] | el ][y
0,066 0,1062 0,060 0,0171 0,0057 91,4
0,133 0,2168 0,1230 0,0348 0,0117 92,5
0,265 0,4023 0,2284 0,0646 0,0217 86, 2
0,398 0,5777 0,3279 0,0928 0,0312 82,4
0,531 0, 7257 0,4119 0,1166 0,0392 77,6

0,796 0, 8690 0,4933 0, 1396 0,0469 62,0
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Substratkonzentrationen nihern sich K;; an. Die Annahme, das es sich um eine Re-
aktion erster Ordnung handelt, auf deren Basis fiir Spinmodule der Umsatz nach
Gleichung 5.3 berechnet werden konnte, gilt nicht mehr. Dariiber hinaus wurde fiir
Spinmodule die Annahme getroffen, dass sie sich wie Stromungsrohre verhalten.
Das Verweilzeitverhalten von Sartobind-Modulen wird aber durch eine Reaktorkas-
kade beschrieben.

Zur besseren Einordnung der Ergebnisse werden Messungen mit nativem Enzym
in Kiivetten durchgefiihrt. Jeweils 50 ;19 3-Galactosidase wurden in einen mL Sub-
stratlosung gegeben und die Absorptionsdnderung photometrisch bestimmt. Die
Ergebnisse der Messungen stellt Tabelle 6.5 zusammen.

Tabelle 6.5: Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten fiir die Umsetzung von 1 mL
ONPG-Substratlosung in NaAc-Puffer durch 50 pg 3-Galactosidase

Substrat- Sattigungs-  Anfangsreaktions- Umsatz-
konzentration = absorption geschwindigkeit rate
[%] [rel. Einheiten] [mMLnglm ] [m L.mm‘.‘nTgO(lEmym) w
0,066 0,1316 0,0051 0,1024
0,133 0,2439 0,0104 0,2088
0,265 0,4852 0,0205 0,4099
0,398 0, 7045 0,0301 0,6024
0,531 0,9168 0,0386 0,7718

Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit fiir die ONPG-Hydrolyse steigt im betrach-
teten Konzentrationsbereich linear mit der eingesetzten Substratkonzentration. Bei
einem Vergleich der Werte fiir das native Enzym mit denen des Durchflussreak-
tors wird deutlich, dass die Reaktionsgeschwindigkeit im Durchflussreaktor grofier
ist, wenn man ausschliefllich die umgesetzte Substratmenge pro Minute betrachtet.
Wird allerdings zusétzlich die eingesetzte Enzymmenge berticksichtigt, ergeben die
Reaktionsansétze mit nativem Enzym deutlich grofiere Geschwindigkeiten.

Zur Bestimmung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten sowohl fiir das nati-
ve als auch fiir das immobilisierte Enzym wird die doppelt-reziproke Lineweaver-
Burk Darstellung herangezogen. Es ergeben sich dabei folgende Werte:

. _ pmol
natives Enzym Umaz = 0,78 S0

Ky = 10,04 £zl

m

. 1 . o umol
immobilisiertes Enzym Umaz = 0,62 ==
_ umol
Ky = 2,30 222
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Dariiber hinaus ist die Bestimmung der Enzymaktivitat moglich. 1 unit 3-Galacto-
sidase hydrolisiert 1 pmol des Substrates ONPG innerhalb 1 min bei pH 4,7 und
25 °C'. Fiir das native Enzym ergibt sich daraus eine Aktivitdt von 15, 6 units pro mg
Enzym. Die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms ist deutlich geringer, sie betragt
0,058 units pro mg eingesetzes Enzym. Nach der Immobilisierung verbleibt fiir 3-
Galactosidase eine Restaktivitit von 0, 4 %.

Der Aktivitatsriickgang der gebundenen 3-Galactosidase ldsst sich durch die Immo-
bilisierung des Enzyms und einer daraus resultierenden Veranderung der Konfor-
mation erkldren. Das Enzym ist an Membranen gebunden, daher sollte es normaler-
weise nicht zu Diffusionsproblemen und damit einhergehend zu einer verringerten
Reaktionsgeschwindigkeit kommen.

6.3.2 Hydrolyse von Saccharoselosung in Sartobind-Durchflussre-
aktoren

In Kapitel 5.3 wurde die Optimierung der Hydrolyse von Saccharose durch an Spin-
modulen immobilisierte Invertase diskutiert. Mit den ermittelten optimalen Reak-
tionsparametern erfolgte ein Scale up auf 75 cm?-Reaktoren. Die Hydrolyse von
Saccharoseldosung kann nicht wie die Reaktion von ONPG-Losung mit 3-Galactosi-
dase photometrisch verfolgt werden, daher wurden diskrete Messwerte zur Bestim-
mung des Glukosegehaltes im Durchlauf genommen.

Die Versuche wurden an einer FPLC-Anlage durchgefiihrt. Bei einer Fliefigeschwin-
digkeit von 0, 30 mL/min wurde Substratlosung verschiedener Konzentration durch
das Modul gepumpt. Mit einem Probensammler wurden Fraktionen zu je 0,5 mL
gesammelt. Abbildung 6.6 auf Seite 105 stellt die Glukosekonzentration im Durch-
lauf der eingesetzten Substratkonzentration gegentiber. Die dargestellten Ergebnis-
se wurden mit einem mit 5, 52 mg Enzym beladenen Modul erzielt.

Wie zuvor schon bei der Hydrolyse von ONPG durch 3-Galactosidase sinkt der Um-
satz mit steigender Substratkonzentration. Bei der kleinsten eingesetzten Konzen-
tration von 0, 29 pumol/mL (0,1 g/ L) wird die eingesetzte Saccharoselosung vollstan-
dig hydrolisiert. Die hochste getestete Konzentration betrédgt 5,84 pmol/mL (1,9 g/L).
Der Umsatz sinkt linear mit der Substratkonzentration auf 78, 8 %.

Entsprechend der Vorgehensweise bei $-Galactosidase lassen sich aus den Glukose-
konzentrationen im stationdren Zustand die jeweiligen Reaktionsgeschwindigkei-
ten ermitteln. Sie sind in Tabelle 6.6 zusammengestellt (siehe S. 105). Aus den erhal-
tenen Daten lassen sich mit Hilfe der Lineweaver-Burk Darstellung die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit und K, ermitteln. Es ergeben sich folgende Werte:

_ pmol
Umae = 0,71 2000

Ky = 12,90 &zt

m
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Abb. 6.6: Hydrolyse von Saccharoselosung: Glukosekonzentration im Durchlauf
in Abhdngigkeit von der Substratkonzentration. Reaktionsbedingungen:
55 °C, NaAc-Puffer (pH 4, 7), gebundene Invertase-Menge: 5, 52 mg

Die Aktivitat der zur Immobilisierung verwendeten Invertase wird vom Hersteller
mit 300 units/mg angegeben. Fiir die gebundene Invertase ergibt sich eine Restakti-
vitat von 0, 039 units/mg. Das entspricht 0, 013 % der Aktivitit des nativen Enzym:s.

Tabelle 6.6: Reaktionsgeschwindigkeiten und Umsatz bei der enzymatischen Hy-
drolyse von Saccharoseldsung im Sartobind-Durchflussreaktor. Gebun-
dene Invertase-Menge: 5, 52 mg

Substrat- Produkt- Reaktions- Umsatz- Umsatz
konzentration konzentration geschwindigkeit rate

[tz [t ] || )

0,29 0,29 0,088 0,016 100
0,58 0,54 0,162 0,029 92,5
1,17 1,09 0,326 0,059 92,8
1,75 1,53 0,458 0,083 87,1
2,34 1,97 0,590 0,107 84,1
2,92 2,45 0,736 0,133 84,0
4,38 3,67 1,101 0,200 83,8

5,84 4,61 1,382 0,250 78,8
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Vergleicht man die Ergebnisse fiir Invertase mit denen fiir 3-Galactosidase, erkennt
man, dass die maximale Reaktionsgeschwindigkeit v,,,, bei $-Galactosidase mit
0,62 pmol /mL-min im Vergleich zur Invertase um rund 0, 1 ymol /mL-min geringer
ist. Die Aktivitdt hingegen ist fiir die immobilisierte $-Galactosidase grofier als fiir
Invertase. Sie betrdgt 0, 058 units pro mg Enzym gegentiiber 0, 039 units pro mg bei
Invertase. Fiir beide Enzyme wurde ein sehr starker Riickgang der Enzymaktivitat
festgestellt.

6.3.3 Vergleich der Ergebnisse fiir 7, 48 em?-Zentrifugen- und 75 cm?
Durchflussreaktoren

Ein wichtiger Punkt fiir das Scale up auf kontinuierlich betriebene Durchflussreak-
toren ist die Ubertragbarkeit der mit den Zentrifugenreaktoren entwickelten Reak-
tionsbedingungen. Das gilt fiir die Immobilisierung der gewiinschten Enzyme und
auch fiir die enzymatische Reaktion. Da in Kapitel 6.2 die Ergebnisse der Immobili-
sierung bereits verglichen (siehe Tabelle 6.3 auf Seite 99) und bewertet wurden, soll
in diesem Kapitel nur eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse fiir die Anwendung
als Enzymreaktor fiir beide Reaktorformen erfolgen. Die mit Spinmodulen ermit-
telten Reaktionsbedingungen der Modellreaktionen lassen sich problemlos tibertra-
gen. Es ergeben sich jedoch Unterschiede in den Ergebnissen der Substratumset-
zung fiir beide Modulformen. Tabelle 6.7 auf Seite 107 stellt diese gegentiber.

Es werden die Ergebnisse fiir Versuchsreihen mit den anndhernd gleichen Flussra-
ten, 0,28 mL/min bzw. 0,3 mL/min fir Durchflussreaktoren und 0, 25 mL/min bei
Zentrifugenreaktoren verglichen. Vergleicht man die daraus resultierenden hydro-
dynamischen Verweilzeiten, ergibt sich fiir Spinmodule 7 = 0,96 min, wihrend
diese bei Sartobind-Modulen etwa um den Faktor 3, 8 bzw. 4, 0 grofier ist.

Abhéngig vom Enzym wurde fiir beide Reaktortypen jeweils die gleiche Substrat-
konzentration verwendet (Invertase: 2,92 umol/mL, $-Galactosidase: 0,531 umol/
mL). Betrachtet man die erreichten Produktkonzentrationen zeigt sich, dass diese
im Durchlauf der Sartobind-Module fiir beide Modellreaktionen hoher als bei Spin-
modulen ist Auch der Umsatz ist mit 83,0 % gegentiber 27,7 % bei Invertase und
77,6 % gegentiber 53,4 % fiir f-Galactosidase grofser. Diese Unterschiede erkldren
sich einerseits dadurch, dass die Verweilzeit der Substratmolekiile in den Sartobind-
Modulen grofler ist und dadurch, dass an diese Module grofiere Enzymmengen ge-
bunden sind. Es ist also die Umsetzung grofierer absoluter Substratmengen moglich.
Bezieht man in diese Betrachtung die Menge des jeweils gebundenen Enzyms mit
ein und ermittelt die pro mg Enzym umgesetzte Substratmenge, erhidlt man fiir
die Spineinheiten deutlich grofiere Werte. Durch den sehr langsamen Immobilisie-
rungsprozess bei Sartobind-Modulen, binden die Enzyme sehr gleichméafig tiber die
Membranschichten verteilt und konnen auch in kleinen Poren binden. Die in kleinen
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Tabelle 6.7: Scale up von Zentrifugen- zu Durchflussreaktoren: Vergleich der Ergeb-
nisse fiir enzymatische Umsetzungen

Invertase (-Galactosidase
Sartobind- Spin- Sartobind-  Spin-
Modul modul Modul modul

Membranfldche [cm?] 75 7,48 75 7,48
geb. Enzym [mg] 5,52 0,213 2,69 0,120
Flussrate
[mL/min] 0,30 0,25 0,28 0,25
hydrodyn. Verweilzeit
[min] 3. 60 0,96 3. 86 0,96
Substratkonzentration
[uMol /mL) 2,02 2,02 0,531 0,531
[uMol/(mL - mg gnaym)] 0,53 13,71 0,20 4,43
Produktkonzentration
(Mol /mL] 2,45 0,81 0,412 0,284
[uMol/(mL - mg pnaym)] 0,44 3,80 0,15 2,37
Umsatz
(%] 83,0 27,7 77,6 53,4

Poren gebundenen Enzyme sind vermutlich fiir die wesentlich schneller flieffende
Substratlosung nur schwer erreichbar. Bei Spinmodulen tritt dieses Problem nicht
auf, da der Hauptteil der Proteine auf der oberen Membran gebunden ist.

6.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden die Moglichkeiten diskutiert, enzymatische Umsetzun-
gen, deren optimale Reaktionsbedingungen zuvor mittels Zentrifugeneinheiten an
Membranreaktoren angepasst wurden, auf grofsere, kontinuierlich arbeitende Re-
aktoren zu tibertragen. Dieser Scale up-Prozess umfasste zwei Bereiche. Zum Einen
die Ubertragung der Enzymimmobilisierung, zum Anderen die anschlieffende en-
zymatische Umsetzung von geeigneten Substraten.

Der Ablauf der Enzymimmobilisierung unterscheidet sich aus technischen Griin-
den von dem bei Spinmodulen. Die mittels Spinmodulen bestimmten Bedingun-
gen, wie beispielsweise das Puffersystem, erwiesen sich als problemlos auf Durch-
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flussreaktoren iibertragbar. Bezogen auf die Enzymmenge zeigt sich, dass nicht nur
die grofsere Membranfldche eine Steigerung der gebundenen Menge bewirkt, es er-
folgt auflerdem auch ein Anstieg der Menge bezogen auf die zur Verfiigung stehen-
den Membranfldache. Ursache hierfiir ist der langsamere Immobilisierungsprozess,
durch den die gleichmaflige Immobilisierung der Proteine an allen Membranschich-
ten moglich wird.

Die gebundene Enzymmenge hangt bei beiden Modulformen von der eingesetzten
Enzymkonzentration ab (vgl. Kapitel 3.6.3 und 6.2). Beim Scale up auf Durchfluss-
reaktoren steigen, bezogen auf die Membranfliche, die gebundenen Enzymmen-
gen. Fiir $-Galactosidase und Invertase ergaben sich Unterschiede bei den absolu-
ten Werten, die Grofienordnung, um die die Enzymmenge beim Scale up ansteigt,
ist jedoch fiir beide Enzyme gleich. Daher kann auch bei anderen Enzymen von
einer entsprechenden Steigerung beim Scale up der Immobilisierung ausgegangen

werden.

Die Moglichkeiten, Spinmodule zum Screening der optimalen Reaktionsbedingun-
gen von enzymatischen Reaktionen einzusetzen, wurden bereits in den Kapiteln 5.2
und 5.3 diskutiert. Bis zu 24 verschiedene Proben kénnen gleichzeitig in einer Zen-
trifuge prozessiert werden. Mit dieser Modulform konnten allerdings keine Aus-
sagen iiber beispielsweise kinetische Parameter getroffen werden. Durchflussreak-
toren sind daher nicht nur fiir die Bewertung des Scale up-Prozesses interessant,
sondern ermoglichen dariiber hinaus die kontinuierliche Beobachtung der Reakti-
on.

Das Scale up der Enzymreaktion wurde sowohl mit Invertase als auch mit 3-Galac-
tosidase durchgefiihrt, aus messtechnischen Griinden mussten dabei unterschied-
liche Konzentrationsbereiche betrachtet werden. Bei (3-Galactosidase wurden Sub-
stratkonzentrationen zwischen 0, 066 yzmol/mL und 0, 796 pmol/mL eingesetzt, bei
Invertase ist der Konzentrationsbereich, bei dem die Reaktion beobachtet werden
kann, grofler, er liegt im Bereich von 0, 29 pimol/mL und 5, 84 pumol /mL.

Fiir die verschiedenen Substratkonzentrationen wurden fiir beide Modellenzyme
die dazu gehorenden Reaktionsgeschwindigkeiten ermittelt. Dabei konnte nicht auf
die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten der Reaktionen aufgrund von Einlaufeffek-
ten etc. zuriickgegriffen werden und auch kontinuierliches Pumpen der Substratlo-
sung im Kreisstrom ergab keine bewertbaren Ergebnisse. Zur Bestimmung der Re-
aktionsgeschwindigkeiten wurden daher die Zeitrdume herangezogen, bei denen
sich die Substratumsetzung in einem stationdren Bereich befand; die am Reaktor-
ausgang gemessenen Produktkonzentrationen sind hier anndhernd konstant.
Sowohl Invertase als auch 3-Galactosidase zeigen fiir steigende Substratkonzentra-
tionen linear dazu ansteigende Reaktionsgeschwindigkeiten im betrachteten Kon-
zentrationsbereich. Bei 3-Galactosidase ist fiir hohe Substratkonzentrationen ein be-
ginnender Ubergang in den Sattigungsbereich erkennbar. Bezieht man die Reak-
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tionsgeschwindigkeiten ausschliefilich auf die hydrolisierte Substratmenge, liegen
die Werte fiir Invertase leicht iiber denen fiir 5-Galactosidase. Berticksichtigt man al-
lerdings zusétzlich die Menge des gebundenen Enzyms, ergibt sich ein entgegenge-
setztes Ergebnis. Mit Hilfe der Lineweaver-Burk-Auftragung wurde aus den ermit-
telten Reaktionsgeschwindigkeiten fiir beide Enzyme v,,,, und Kj; bestimmt. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit fiir immobilisierte 3-Galactosidase ist 12,7 %
niedriger als die fiir immobilisierte Invertase.

Fiir die Aktivitdt der gebundenen Enzyme ergab sich im Vergleich zu den nativen
Enzymen eine starke Abnahme. Fiir Invertase betrug die Restaktivitdt nach dem Im-
mobilisierungsprozess 0, 013 %, bei $-Galactosidase 0,4 %. Mit steigender Substrat-
konzentration kommt es bei beiden Modellenzymen zu einer Abnahme des Umsat-
zes. Der Umsatz bei Invertase ist bei gleicher Substratkonzentration hoher als bei
B-Galactosidase, zusétzlich fillt die Abnahme des Umsatzes weniger stark aus.

Der Einfluss der Fliefigeschwindigkeiten und die daraus fiir verschiedenen Modul-
formen resultierenden Schwierigkeiten auf die Scale up-Prozesse der Substratum-
setzung wurde diskutiert. Es ldsst sich aber zusammenfassen, dass die mit Spinmo-
dulen ermittelten Reaktionsbedingungen auf Sartobind-Module iibertragbar sind.
Der Umsatz liegt bei Durchflussreaktoren iiber dem bei Spinmodulen; die Ursachen
sind die grofleren gebundenen Enzymmengen und die hthere hydrodynamische
Verweilzeit in Sartobind-Modulen.
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Kapitel 7
Schlussbetrachtung

In der vorliegenden Arbeit wurden Membranadsorbermodule in Bezug auf ihre Eig-
nung zur Isolierung von Glykoproteinen und als Membran-Festbettreaktor unter-
sucht. Es wurden Module im so genannten Mikrolitermafistab verwendet. Die ma-
ximale Fliissigkeitsmenge, die pro Prozessschritt aufgegeben werden kann, betragt
daher 400 L. Die Form der Module, die in einer Tischzentrifuge verwendet werden,
sowie der Mafistab, vereinfachen das Screening verschiedener Parameter wahrend
der Prozessentwicklung im Labor.

Die Voraussetzung fiir beide untersuchten Anwendungen war die Immobilisierung
von aktiven biologischen Komponenten. Soll die Membran zur Bindung von Gly-
koproteinen verwendet werden, ist die vorhergehende Immobilisierung von Con A
Voraussetzung. Fiir die Anwendung als Membran-Festbettreaktor werden entspre-
chende Enzyme gebunden.

In den Kapiteln 3.5 und 3.6 wurde die Optimierung entsprechender Bindungspara-
meter fiir die Immobilisierung von Con A an Epoxy- und IDA-Membranen und von
sieben verschiedenen Enzymen an IDA-Membranen diskutiert. Die Ergebnisse der
Immobilisierung von Con A unterschieden sich in Abhédngigkeit vom verwende-
ten Membrantyp deutlich. IDA-Membranen zeigten fiir alle getesteten Metallionen-
beladungen grofiere Bindungskapazitdten als epoxyaktivierte Membranen. In der
Reihe der untersuchten IDA-Membranen zeigten sich abhidngig vom verwendeten
Metallion ebenfalls grofiere Unterschiede. Verschiedene Ansétze zur Steigerung der
kovalent gebundenen Con A-Mengen an Epoxymembranen zeigten keinen Erfolg,
da diese Membranen schnell verblockten. Im Anschluss an den Immobilisierungs-
prozess wurde das Bindungsvermogen der hergestellten Membranen fiir Glykopro-
teine am Beispiel des Modellproteins GOD untersucht. Dabei wurden alle Membra-
nen betrachtet, auch die, die nur geringe Con A-Beladungsdichten aufwiesen.

Die Bindung von Enzymen wurde unter ausschliefllicher Verwendung von IDA-
Membranen optimiert. Im Gegensatz zu Epoxymembranen erfolgt die Bindung nicht
kovalent, so dass eine Wiederverwendung der Membranmodule moglich ist. Neben
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der Metallionenbeladung ist der Immobilisierungspuffer ein Parameter, der Einfluss
auf die erreichten Bindungskapazititen ausiibt. Fiir alle eingesetzten Enzyme wur-
den die Bindungsbedingungen erfolgreich optimiert. Auffallig ist, dass in der Mehr-
heit die Kombination aus Kupferbeladung und Natriumacetatpuffer ein optimales
Ergebnis ergaben. Fiir die Immobilisierung von Enzymen an Membranen ist jedoch
nicht nur entscheidend, dass die maximal mogliche Menge gebunden wird, son-
dern dariiber hinaus miissen die spateren Reaktionsbedingungen beachtet werden.
Ein nicht geeignetes Puffersystem kann zur Elution der Enzyme fiihren. Die Visua-
lisierung der gebundenen Enzyme an die Membranen der Spinmodule zeigte, dass
der tiberwiegende Anteil an der oberen Membran gebunden ist. Beim Einsatz der
Module zur Umsetzung von Substraten musste auf diesen Umstand Riicksicht ge-
nommen werden.

Zur Bindung von Glykoproteinen eigneten sich nicht alle hergestellten Con A-Mem-
branen. Einige Membranen auf Epoxybasis verblockten oder es konnten keine GOD-
Molekiile gebunden werden. Als geeignet erwiesen sich Membranen, bei denen die
Con A-Bindung in Boratpuffer oder in Natriumacetatpuffer durchgefiihrt wurden.
Fiir beide Membranen wurden unterschiedliche Beladungskapazitédten erreicht. Be-
zogen auf die zuvor immobilisierten Con A-Mengen wurden aber anndhernd glei-
che GOD-Mengen gebunden.

An alle Membranen auf IDA-Basis konnten zumindest geringe GOD-Mengen ge-
bunden werden. Die erreichten GOD-Mengen sind jedoch stark unterschiedlich. Bei
Verwendung von kupferbeladenen Membranen konnten die grofiten Mengen ge-
bunden werden, sie sind grofser als bei Epoxymembranen. Bei anderen Metallionen-
beladungen wurden nur geringe Mengen GOD gebunden. Im Vergleich zu Epoxy-
membranen wurde, bezogen auf die Con A-Menge, an IDA-Membranen deutlich
weniger GOD gebunden. Die wiederholte Bindung von GOD an Membranen auf
IDA-Basis konnte erfolgreich durchgefiihrt werden, ohne dass es zu einer deutli-
chen Verringerung der gebundenen GOD-Menge kam. Bei Epoxymembranen hin-
gegen kam es zu einer Verringerung der gebundenen GOD-Menge, aber auch hier
war eine mehrfache Bindung von GOD an Con A méglich.

Con A-Membranen sowohl auf Epoxy- als auch auf IDA-Basis wurden zur Bindung
von GOD aus Kultivierungsmedien eingesetzt. Membranen auf IDA-Basis erwiesen
sich fiir dieses Anwendungsgebiet als ungeeignet, da es zur Elution der Con A-
Molekiile und von Kupferionen kommt. Bei epoxybasierten Membranen konnte
hingegen nachgewiesen werden, dass eine Bindung moglich ist. GOD als Modell-
protein konnte aus zwei verschiedenen Medien isoliert werden.

Als weitere Anwendung von Con A-Membranen wurde die Bindung und Eluti-
on von Molkenproteinen untersucht. IDA-Membranen zeigten hier sehr positive
Ergebnisse. Sowohl die weitere Aufreinigung von verunreinigtem Lactoferrin war

ebenso moglich, wie die saubere Isolierung des Allergens Lactoglobulin. Die Isolie-
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rung von Glykoproteinen aus natiirlichen Fliissigkeiten ist also moglich. Die spezi-
elle Bedeutung von Lactoglobulin in Lebensmitteln wurde bereits in Kapitel 4.3.2
angesprochen. Bei diesem Protein handelt es sich um ein Allergen, dessen effekti-
ve Abtrennung wichtig bei der industriellen Herstellung von Allergikernahrung ist.
Con A-beladene Membranen bieten hier eine produktschonende Moglichkeit.

Spinmodule mit immobilisierten Enzymen konnten in Kapitel 5 erfolgreich als Mem-
bran-Festbettreaktor eingesetzt werden. Grundséatzliche Untersuchungen des Sy-
stems wurden vorgenommen, dazu gehorten der Einfluss der Fliefigeschwindigkeit
auf die hydrodynamische Verweilzeit und den erreichten Umsatz. Es wurden die
Moglichkeiten diskutiert, Spinmodule zum Screening einzusetzen. Am Beispiel von
Invertase wurde eine Optimierung zweier Reaktionsparameter (Temperatur und
pH-Wert) erfolgreich durchgefiihrt. Weiterhin wurden Module mit immobilisier-
ter 5-Galactosidase zur Umsetzung von ONPG-Substratldsung eingesetzt. Kapitel
6 beschiftigte sich mit den Moglichkeiten, ein Scale up von Spinmodulen auf kon-
tinuierlich durchflossene Sartobind-Module durchzufiihren. Neben der Charakteri-
sierung der Module durch die Bestimmung ihres Verweilzeitverhaltens, wurde eine
Ubertragung der in Spinmodulen durchgefiihrten Reaktionen vorgenommen. Auf
die verwendeten Sartobind-Module konnten sowohl der Immobilisierungsprozess
tiir Enzyme, als auch die enzymatischen Reaktionen erfolgreich iibertragen werden.
Daneben war die Ermittlung kinetischer Parameter moglich.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die verwendeten Membranmodule fiir
die meisten der betrachteten Anwendungen gut geeignet sind. Die Bindung von
Glykoproteinen konnte am Beispiel des Modellproteins GOD untersucht werden.
Die Bestimmung optimaler Bindungsparameter in den Spinmodulen war moglich.
Dies zeigt, dass die Module zukiinftig auch zum Screening von Aufarbeitungsbe-
dingungen genutzt werden konnen. Dazu sollte jedoch zunédchst die Bindung glyko-
silierter Proteine durch weitere Optimierungen der Con A-Membranen verbessert
werden. Insbesondere bei epoxybasierten Membranen sind die Con A-Beladungs-
dichten gering. Werden Losungen mit geringen Konzentrationen an Glykoproteinen
aufgegeben, ist eine Bindung hdufig nicht nachweisbar. Durch eine Vergrofierung
der eingesetzten Membran- und evtl. der Membranquerschnittsfldche ist eventuell
eine Steigerung der Con A-Beladung moglich. Bei Membranen auf Epoxybasis ist
die Isolierung glykosilierter Proteine aus Kultivierungsiiberstinden zukiinftig von
Interesse. Die Versuche mit LB- und ProCHO-4-Medium zeigten, dass GOD gebun-
den werden konnte. IDA-Membranen hingegen zeigten fiir die Bindung aus Kulti-
vierungsmedien keine positiven Ergebnisse. Das Anwendungsgebiet dieser Mem-
branen konnte eher in Bereichen liegen, bei denen mit natiirlichen Fliissigkeiten wie
Molke gearbeitet wird. Hier zeigte sich, dass u. a. die saubere Isolierung von Lacto-
globulin moglich ist. Dieses Ergebnis sollte auf weitere Systeme tibertragbar sein.
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Die Ergebnisse fiir den Einsatz als Membran-Festbettreaktor zeigen die grundsatzli-
che Eignung der verwendeten Module. Eine genauere Untersuchung der Ubertrag-
barkeit der Ergebnisse in Scale up-Prozessen steht noch aus. Die untersuchten enzy-
matischen Reaktionen wurden erfolgreich von Spinmodulen auf kontinuierlich ar-
beitende Sartobind-Module mit der 10-fachen Membranfldche tibertragen. Hierbei
handelt es sich allerdings nur um eine relativ kleine Vergrofierung der Membranfla-
che. Aus technischen Griinden konnte ein Scale up auf so genannte Wickelmodule
nicht durchgefiihrt werden. Fiir die Ubertragbarkeit auf industrielle Prozesse wé-
re dieser Schritt von Interesse, da diese Module mehrere Quadratmeter Membran-
flache enthalten konnen; eine Groflenordnung, die bei industriellen Anwendungen
benotigt wird.
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Anhang A

Materialien und Abklrzungen

A.1 Enzyme und Feinchemikalien

A.1.1 Enzyme

Alkohol-Dehydrogenase
Glucoseoxidase
(-Galactosidase
Alcalase 2.5L
a-Chymotrypsin
Glutamat-Decarboxylase
Invertase

A.1.2 Feinchemikalien

BTEE

CHO-Medium

Bovine Serum Albumin (BSA)
Cobaltchlorid

Concanavalin (Con A)
CoomassieBlue G250
di-Kaliumhydrogenphosphat
EDTA-Natriumsalz
Essigsdure

Ethanolamin

Glukose

Glukose-Assay

Glycin

Imidazol

Sigma A-3263
Sigma G-2133
Sigma G-7138
Novozymes
Sigma C-4129
Sigma

Sigma 1-4504

Sigma B-6125

Bio Whitaker

Sigma A-9056

Riedel-de Haén Nr. 31277
Sigma C-2010

Serva

Fluka Nr. 60356

Fluka Nr. 03685
Riedel-de Haén Nr. 27221
Sigma E-9508

Sigma G-8270

Sigma, G 3293

Fluka Nr. 50052

Sigma 1-0250
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Kalium-di-hydrogenphosphat
Kalziumchlorid-Dihydrat
Kupfersulfat-Pentahydrat
Lactoferrin
a-D-Mannopyranosid
Mangan(II)chlorid-Tetrahydrat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Natriumacetat-Trihydrat

Merck Nr. 818760
Fluka Nr. 21100
Fluka Nr. 61240
Sigma L-4765
Sigma M-6882
Fluka Nr. 63543
Fluka Nr. 63065
Fluka Nr. 71193

Natriumcarbonat Fluka Nr. 71350
Natriumchlorid Fluka Nr. 71381
Natriumhydroxid Sigma S5-5881
Nickelsulfat Riedel-de Haén Nr. 31483
o-Nitrophenol Fluka Nr. 73542
ONPG Sigma N-1127
Phosphorsdure Fluka Nr. 79623
Saccharose Sigma S-9378
Salzsdure Fluka Nr. 84426
Silbernitrat Riedel-de Haén Nr. 31630
Zinkchlorid Fluka Nr. 96469

A.2 Gerate
A /D-Wandler ME-RedLab®, Meilhaus Elektronic
FPLC BioLogic DuoFlow, Bio-Rad, Miinchen
Feinwaage Sartorius AG, Gottingen

Gelelektrophorese-System  Criterion System, Bio-Rad, Miinchen

pH-Elektrode

InLab422, Mettler Toledo, Greifensee, Schweiz

pH-Meter Metrohm, Filderstadt

Pipetten Research®, Eppendorf AG, Hamburg
Probensammler, FPLC BioFrac, Bio-Rad, Miinchen
RI-Detektor Model L7490, Merck

Thermoschiittler Eppendorf AG, Hamburg
Tischzentrifuge BioFuge Pico, Kendro

UV-Vis-Spektrometer
Mixer

Cary 50, Varian, Darmstadt
MS3 basic, IKA, Staufen
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A.3 Abklrzungsverzeichnis

ADH
BSA
BTEE
cm
CHO
Con A
EDTA
FPLC
GOD
IDA
IMAC
kDa
KPP

Alkohol-Dehydrogenase

bovine Serum Albumin
N-Benzoyl-L-Tyrosin-Ethylester
Zentimeter

Chinese Hamster Ovary
Concanavalin A
Ethylendiamintetraessigsdure

Fast Protein Liquid Chromatography
Glukoseoxidase

Iminodiessigsdure

Immobilized Metal Affinity Chromatography
Kilodalton

Kaliumphosphatpuffer

Miligramm

Minuten

Millimeter

Millimol

Natriumacetat

Nanometer

Nitriloessigsdure
o-Nitrophenyl-3-D-Galactopyranosid
Phosphate buffered Saline
Polyethersulfon

Isolelektrischer Punkt

Polypropylen

rounds per minute

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
maximale Reaktionsgeschwindigkeit
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
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Anhang B

Versuchsprotokolle und Losungen

B.1 Bradfordtest (Proteintest)

Zur Proteinbestimmung wird ein modifizierter Bradfordtest nach [128] und [129]
eingesetzt. Abhdngig vom zu messenden Protein werden zwischen 10 und 50 £L mit
1 mL Bradfordreagenz vermischt. Nach 10 min Inkubationszeit erfolgt die Messung
der Absorption bei A, = 595 nm.

Zusammensetzung des Bradfordreagenz je 100 mL:

e 10 mg CoomassieBlue G250
e 5 mL Ethanol (95 %)
e 10 mL Phosphorséure (85 %)

e + bidest. Wasser

B.2 Pufferlésungen

B.2.1 Natriumacetatpuffer (Aktivierungspuffer fir Con A)

0,1 M/L NaAc3H,O
0,4 M/L NaCl

I mM/L MnCly-4H50
1 mM/L MgCly,-6H50
ImM/L CaCly-2H50
pH-Wert 6, 4
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B.2.2 PBS
1,8 mM/L NaH,PO,
150 mM /L NaCl
pH-Wert 7, 4

B.2.3 Elutionspuffer flr IDA-Membranen

50mM/L  NaH,PO,-2H,O
300 mM/L NaCl

250 mM /L Imidazol
pH-Wert 8,0

B.3 Medienzusammensetzung

B.3.1 LB-Medium

Trypton 10g/L
Hefeextrakt 10g/L
Glukose 1g/L

B.3.2 Synthetisches Medium

NaCl 1,2¢9/L
K,S0, 1,1g/L
MgSO,-7H,0 0,159/L
FeSO,-7H,O 0,001 g/L
CuSO,-5H,O 0,001 g/L
CaCl2-Losung 0,0147 g/L
L-Proline 17,7¢g/L
K;HPO,4 13,33 g/L
KH,PO,4 0,59/L
Xylose 14,0 g/L

+ bidest. Wasser
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B.4 Versuchsprotokolle: Epoxy-Spinmodule

B.4.1 Immobilisierung von Con A an Epoxy-Spinmodule

Schritt Losung Volumen Zentrifugations-
geschwindigkeit dauer
[WL] [rpm] [min]
Membran-
equilibrierung;: Boratpuffer 1 x400 4.600 5
Con A-
Immobilisierung: Con A-Losung
in Borat/PBS 1 x400 2.100 2
Durchlauf auf die Membran geben,
Inkubation: 3 Std bei Raumtemperatur
Abzentrifugieren 4.600
Waschschritt: Borat/PBS-Puffer 2 x 400 4.600
Absittigung: Ethanolamin (0,1 %) 2 x 400 2.100 10
Waschschritt: Borat/PBS-Puffer 2 x 400 4.600 5

B.4.2 Proteinbindung an Con A-Epoxy-Spinmodule und anschliel3en-

de Elution
Schritt Losung Volumen Zentrifugations-
geschwindigkeit dauer
[WL] [rpm] [min]
Con A-
Aktivierung: NaAc-
Aktivierungspuffer 2 x 400 4.600 5
Protein-
bindung;: Protein in
Aktivierungspuffer 1 —2x400 4.600 5
oder
Medium : Puffer 1 : 1 2 x 400 4.600 5
Waschschritt:  Aktivierungspuffer 2 x 400 4.600 5
Elution: 0,1 M Mannosidlosung 1 x 200 4.600 5
0,1 M Mannosidlosung 2 x 400 4.600 5
und/oder

Glycin/HCl-Puffer 3 x 200 4.600 5
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B.5 Versuchsprotokoll: IDA-Spinmodule

B.5.1 Immobilisierung von Con A und Enzymen an IDA-Spinmodule

Schritt Losung Volumen Zentrifugations-
geschwindigkeit dauer
(L] [rpm] [min]
Membran-
vorbereitung: 0,1 M NaCl 1 x 400 7.300 1
0,5 M Metallsalzlosung 2 x 400 7.300 1
0,1 M NaCl 2 x400 7.300 1
Bindungspuffer 2 x 400 5.700 1
Protein-
bindung;: Protein in
Bindungspuffer 1 —5x400 5.700 3
Waschschritt:  Bindungspuffer 2 x 400 5.700 3

B.5.2 Proteinbindung an Con A-IDA-Spinmodule und anschliel3ende

Elution
Schritt Losung Volumen Zentrifugations-
geschwindigkeit dauer
(L] [rpm] [min]

Con A-
Aktivierung: NaAc-

Aktivierungspuffer 2 x 400 5.700 3
Protein-
bindung: Protein

in Aktivierungspuffer 2 x 400 5.700 3

oder

Medium : Puffer (1:1) 2 x400 5.700 3

oder

Molke : Puffer (1 : 1) 2x 400 5.700 3
Waschschritt:  Aktivierungspuffer 2 x 400 5.700 3
Elution: Mannosidlosung 1 x200 5.700 3

Mannosidlosung 2 x 400 4.600 5
und/oder

Glycin/HCl-Puffer 3 x 300 4.600 5
und/oder

IDA-Elutionspuffer 2 x 400 5.700 3
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B.5.3 Substratumsetzung in Enzym-IDA-Modulen

Schritt Losung Volumen Zentrifugations-
geschwindigkeit dauer
(L] [rpm] [min]
Membran-
vorbereitung: Reaktionspuffer 1 x400 5.700 3
Substrataufgabe: Substrat
in Reaktionspuffer 1 x 400 2.000 8
Waschschritt: Reaktionspuffer 3 x 400 5.700 3

im Anschluss erneute Substrataufgabe moglich

B.6 Immobilisierung von Proteinen an 75%cm-IDA-Sarto-
bind-Module

Zur Aufgabe von Puffern und Proteinlosungen wird eine 10 mL Spritze ohne Stem-
pel verwendet. Sie wird auf das Modul aufgesetzt, die Losung lduft bedingt durch
die Schwerkraft durch das Membranmodul.

Schritt Losung Volumen [mL)]
Membranvorbereitung: 0,1 M NaCl-Losung 1x10

0,5 M Metallsalzlosung 1x10

0,1 M NaCl-Losung 1x10

Bindungspuffer 2x10
Proteinbindung Protein in Bindungspuffer 1x10

Waschschritt Bindungspuffer 2x10
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