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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Polysialinsaure o2,8-verknipfte 5-N-Acetylneuraminsaure, polySia)as Polysaccharid,
welches eine wichtige Rolle bei der Ausbildung dlesvensystems und des Nervenwachs-
tums in der embryonalen Entwicklung spielt. Zudeimdves bei dem Heilungsprozess von
Verletzungen des peripheren Nervensystems gebiligier bietet sich Polysialinsaure als
GeruUstmaterial fur die Regeneration von Nervenrdle, sodass es seinen Einsatz im Tissue
Engineering findet. Da ik. coli K1 hergestellte Polysialinsaure strukturidentigahder im
menschlichen Organismus vorkommenden Polysialies@&ir wurde dieser Ansatz weiter
verfolgt.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Produktiorwsoden Downstream-Prozess fur die
Polysialinsdure aus. coli K1. Die Produktion und Untersuchung der Polyssilure erfolgte
im 10 L Bioreaktor, sowohl im Batch- als auch imdFg&atch-Modus. Durch Verwendung
des Fed-Batch-Modus konnte die Produktivitat vadi7@ L* auf 1,3 g [* erh6ht werden.
Anschlie3end erfolgte eifcale-up auf den 24 L-Mal3stab. Zudem wurden mittels statist
scher Versuchsplanung verschiedene Parameter iohB&bdus beziiglich ihres Einflusses
auf die Produktivitat sowie die erhaltenen Polys&dure-Polymerlangen untersucht. Im Fed-
Batch-Modus erfolgten die Untersuchungen bezlglieh Produktivitdt und Polymerlange
von Polysialinsaure tber die Einstellung unterstiiceer Wachstumsraten. Die Ergebnisse
wurden auf die 24 L Bioreaktorkultivierung Uberteag Dabei konnten die maximalen
Polymerlangen im Batch-Modus um 3,5 Déegree of polymerization) und Fed-Batch-
Modus um 3 DP erh6ht werden.

Der anschlieliende Downstream-Prozess wurde jemdil$0 L Kulturbrihe aus dem Batch-
und Fed-Batch Prozess durchgefihrt. Der Prozesasstef die Zellseparation mittels Cross-
flow-Mikrofiltration (0,45 pm), die Polysialinsau#btrennung Uber die
Anionenaustauscher-Membran, einen Konzentrierungd-Entsalzungsschritt mit Hilfe der
Cross-flow-Ultrafiltration (10 kDa) und eine daréalf§ende Proteinadsorption durch Tonmi-
neralien. Eine Dialyse (10 kDa) und die Produktabgtung mittels Gefriertrocknung stellen
die letzten beiden Entwicklungsprozesse der Auigeimgsstrategie dar. Die Polysialinsaure-
Ausbeute betrug 61 % fur die Kulturbrihe aus dertciB®rozess und 40 % fir den Fed-
Batch-Prozess. Der Endotoxin-Gehalt lag bei 14 B} mand der DNA-Gehalt zwischen
11,5-14 ng mg. Folglich weist die Polysialinsaure eine Reinlveit 97 bis 99 % auf.

Die Aufeinigung von Oligosialinsaure erfolgte zumen aus der Ultrafiltration (Nebenpro-
dukt der Polysialinsdure Herstellung), zum andeatarch die enzymatische Spaltung der
langkettigen Polysialinsaure. Die Ausbeuten lagen der Ultrafiltration im Milligramm-
Bereich und bei der enzymatischen Spaltung im Mjkaonm-Bereich.

Stichworte: Polysialinsaur&scherichia coli K1, Membranadsorber, anorganische Tonmine-
ralien



Abstract 1

Abstract

Polysialic acid ¢2,8- linked 5-N-Acetylneuramic acid, polySia) igpalysaccharide playing
an important role in the development of the nervdystem and nerve growth during the em-
bryonic development. It is also produced duringhbaling process of the injured peripheral
nervous system. Therefore, polysialic acid caneses/scaffold material for the regeneration
of nerve cells. The polysialic acid produced Bycoli K1 is structurally identical with the
polysialic acid found in the human body and is ¢fi@re examined in this thesis.

This work describes the production as well as thergtream processing of the polysialic
acid fromkE. coli K1. The production of polysialic acid was perfodria 10 L bioreactor in
batch and fed-batch mode, respectively. By usimgbi@ch process, the productivity was
increased from 0.37 g'lto 1.3 g I*. Subsequently, the production were scaled up tb.24
The parameters for the optimized polysialic aciddoictivity and chain length were gained
from the batch-mode. In fed-batch mode, the poligsicid productivity and chain length
were investigated in dependence on the growthafate coli K1. The results were trans-
ferred to 24 L bioreactor cultivation. The resudt®owed that the chain length could be in-
creased in the batch mode by 3.5 D&y(ee of polymerization) and in the fed-batch mode by
3 DP.

The following downstream process was carried oilizimg 10 L cultivation broth originat-
ing from batch- and fed-batch processes. The doeanst processing includes cell separation
via cross-flow microfiltration (0.45 pm), polysialiacid separation utilizing an anion ex-
changer membrane, concentration and desaltingvstepross-flow ultrafiltration (10 kDa)
followed by protein adsorption with clay minerals{( M 1753). After dialysis (10 kDa), the
product separation was finished by freeze-dryinge Polysialic acid yield for the batch
broth was 61 % and for the fed-batch broth 40 % &hdotoxin content of the final product
is 14 EU mg and the DNA content between 11.5 to 14 ng'nithe polysialic acid purity is
97-99 %.

Furthermore, the production and purification ofyokialic acid (oligoSia), the by-product of
the polysialic acid production, was investigatetieieby, the production of oligosialic acid
during the ultrafiltration of the Polysialic acidaaluction was compared with the production
of oligosialic acid via an enzymatic cleavage ofyp@lic acid. The yield of ultrafiltration

was displayed in mg range while the yield of enziyjoneleavage was in a pg range.

Keywords: Polysialic acidgscherichia coli K1, membrane adsorber, inorganic clay minerals
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Einleitung und Aufgabenstellung 1

1. Einleitung und Aufgabenstellung

Polysaccharide sind hochmolekulare Kohlenhydraiee,zdhlreiche biologische Funktionen
in den Organismen von Menschen, Tieren und Pflanaleer auch in Mikroorganismen er-
fullen. Aufgebaut sind die Polysaccharide aus Pemtaind Hexosen, die tUber glykosidische
Bindungen miteinander verbunden sind. Durch did2die von Méglichkeiten der Verknip-
fung der einzelnen Zuckerbausteine ergibt sich ése uniberschaubare Anzahl von ver-
schiedenartigen Polysacchariden [1]. Die Funktieesel Polysaccharide ist vielfaltig. Sie
spielen fir die biochemischen Ablaufe des Korpams wichtige Rolle und finden ebenso in
unterschiedlichen technischen Bereichen, wie zI8 Rahstoff in der Papier- oder Beklei-
dungsindustrie und in der Abwasserreinigung Anwaigdun den letzten Jahren ist der Be-
darf an Polysacchariden vor allem im Bereich demiiterialien fur Tissue Engineering ge-
stiegen. Biomaterialien, wie z.B. biodegradierbemplantate sollen im Kérper Funktionen
ersetzen, die aufgrund von Krankheiten oder Uniéflasgefallen sind [2]. Diese werden je
nach Anwendungszweck nach einer gewissen ZeitspaomeKdorper abgebaut und l6sen
sich langsam auf. Aus diesem Grund mussen dieseridlizn eine sehr gute Biovertraglich-
keit aufweisen und zugleich ohne schadigende Nebdngte abbaubar sein.

Die meisten bisher entwickelten Praparate werderKarper zu unkontrolliert und somit
haufig zu schnell abgebaut. Ein Beispiel hierfindsiHyaluronsdurepraparate, die bei
arthrosegeschadigten Gelenken als Gelenkschmiegesstzt werden. Jedoch ist die Halb-
wertzeit von Hyaluronsaure-Produkten von der moldviasse abhangig, wobei Werte zwi-
schen 17 h und 60 h [3] vorliegen. Die Kontrolles d&bbauprozesses von biodegradablen
Materialien stellt eine zentrale Anforderung anzli&lnftigen Implantate dar.

Diese Eigenschaften werden der PolysialinsaureeneiRolysaccharid aus2,8-verknupfter
N-Acetylneuraminsaure, nachgesagt. Polysialins@&itresowohl in niederen Lebensformen
wie Bakterien als auch bei hoch entwickelten Orgaiein anzutreffen. Beim Menschen spielt
die Polysialinsaure bei der Ausbildung des Nervstesys und des Nervenwachstums in der
embryonalen Entwicklung eine wichtige Rolle [4]. imenschlichen Korper existiert kein
Metabolismus fiir den Abbau von Polysialinsaure, uwvold letzere eine lange Halbwertszeit
im Korper besitzt. Allerdings lasst sie sich dudds Enzym Endosialidase abbauen. Somit
ist ein gezielter Verdau der Polysialinsaure duighaul3ere Zufuhr dieses Enzyms maoglich
[5].

Fur die Anwendung als Biomaterial ist eine ausrentte Verflugbarkeit der Polysialinsaure
notwendig. Eine vielversprechende Gewinnung deydtalinsdure stellt die Isolierung aus
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Mikroorganismen dar. Bakterien, wigscherichia coli K1 oderNeisseria meningitidis B bil-
den Polysialinsaure auf ihrer Zelloberflache, weltinsichtlich ihrer Struktur identisch mit
der im menschlichen Korper ist.

Die vorliegende Arbeit wurde innerhalb der DFG-brengsgruppe 548 ,, Polysialinsaure*
durchgefuhrt. Das Ziel dieser interdisziplindrendebergruppe ist es, Gerlste auf Basis von
Polysialinsdure zu entwickeln, die nach Lasionandié Nervenregeneration sorgen sollen.
Eine der wichtigsten Teil-Aufgaben des Projektslist Bereitstellung ausreichender Mengen
an reiner Polysialinsaure, welche die Anforderunfijendie weiteren Forschungsstudien er-
fullen. Hierzu werden sowohl hochmolekulare Polyssiure (> 100 DP.degree of
polymerization) als auch niedermolekulare Polysialinsaure (< #),[2duch Oligosialinsaure
genannt, bendtigt. Die Oligosialinsaure kann netden Polysialinsaure auch zur Beschich-
tung von Nanopartikeln verwendet werden. Durchealiedifizierung der Nanopartikel wird
die Fahigkeit der Oligosialinsaure die Blut-Hirnkeanke zu tUberwinden, ausgenutzt, um
Wirkstoffe direkt ins Gehirn zu transportieren 18,

Die Ziele der vorliegenden Arbeit sind die Optinileg der Produktion und Aufreinigung der
humanidentischen Polysialinsdure d@tscoli K1 und die Herstellung der Oligosialinsaure.
Im Mittelpunkt stand die Optimierung des gesamteéopBzesses auf der Basis der Arbeit
von Rodeet. al. (2008) hinsichtlich der Quantitat und Qualitat tiergestellten Polysialin-
saure.

Die Kultivierungen fanden dabei im Batch- und FeatdB-Betrieb in unterschiedlichen
Mafl3staben statt. Neben einer Optimierung der Pdeanmeit Hilfe der statistischen Ver-
suchsplanungQesign of Experiments) wurden die Prozesse so ausgerichtet, dass Polysia
saure mit maglichst langer Polymerlange produzmrtd. Der anschlieBende Downstream-
Prozess macht, abhangig von den jeweiligen Resdngivrungen an das Produkt, den Grol3-
teil der Produktionskosten aus. Bei der Herstelluog reiner Polysialinsaure kommt somit
der Produktisolierung eine wesentliche 6konomidgéeeeutung zu. Die bisherigen Versuche,
Polysialinsdure tber Fallungsreagenzien aufzuremigvaren sehr arbeitsintensiv und mit
hohen Produktverlusten verbunden. Aus diesem Gsolite ein neuer Downstream-Prozess
auf Basis von verschiedenen Absorbertechnologiéwiekelt und etabliert werden. Hierfar
wurden Membranadsorber und anorganische Tonmiearaerwendet. AnschlieRend fand
eine nahere Charakterisierung der hergestelltelysRdéihsaure hinsichtlich der Reinheit
(DNA, Proteine, Endotoxine) und Polymerlange statt.

Zur Produktion der Oligosialinsaure wurden zweiscbiedene Methoden verwendet. Zum

einen wurde Oligosialinsaure aus dem Produktiorsge® der Polysialinsaure als Nebenpro-
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dukt gewonnen, zum anderen wurde sie mittels entigaher Spaltung der hochmolekularen
Polysialinsdure hergestellt. Die gewonnene Olidmsaure wurde analog zur Polysialinsau-

re hinsichtlich ihrer Polymerlange und Reinheitrelfkerisiert.
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Theoretische Grundlagen

2. Polysaccharide

Polysaccharide sind Kohlenhydrate und gehéren nEbeteinen, Nukleinsauren und Lipiden
zu den vier Hauptklassen von Biomolekulen. Aufgrimer vielfaltigen Funktionen in allen
Lebensformen sind sie die haufigsten organischebiN@ungen auf der Erde. Sie dienen als
Energiespeicher, Brennstoffe, Metaboliten und etellul3erdem als Kohlenhydrate in Form
von Ribose und Desoxyribose Teil des GrundgeristsRiINA und DNA zur Verfliigung. In
den Zellwanden von Bakterien und Pflanzen dienerals Strukturelemente. Zudem gehen
Kohlenhydrate mit vielen Proteinen und Lipiden Medungen ein. Derartig gebundene Koh-
lenhydrate nehmen bei der Zell-Zell-Kommunikati@wge bei der Vermittlung von Wech-
selwirkungen zwischen Zellen und anderen Elemedégrzellularen Umgebung eine Schlis-

selfunktion ein.

2.1Vorkommen und biologische Bedeutung

Polysaccharide, oft auch als Glykane bezeichned, ish biologischen System ubiquitar ver-
breitete Makromolekiile, die zahlreiche biologisdhenktionen erfillen. Wahrend sie bel
Pflanzen und Mikroorganismen Funktionen als Gerisid Speichersubstanzen besitzen,
sind sie fur héheren Organismen in erster Linieggekefernde Substanzen [8].

Die Polysaccharide zeichnen sich dadurch aus,glassim gréf3ten Teil aus relativ wenigen
Strukturelementen aufgebaut sind. Die wichtigsteuddeine der Polysaccharide sind die
Hexosen (D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose undugtbse), Pentosen (L-Arabinose und
D-Xylose) und Uronsauren (D-Glucuron- und D-Galemtisaure), die durch unterschiedli-
che Ausbildung der glycosidischen Verknipfungen daih verschiedenen Kohlenstoffato-
men der einzelnen Zuckerbausteine eine fast unéilease Anzahl von verschiedenartigen
Polysacchariden ergeben [1]. Sie werden in Hom@aaigharide bzw. Heteropolysacchride
eingeteilt, je nachdem, ob sie aus einer oder mehreverschiedenartigen
Monosaccharideinheiten aufgebaut sind. Mit den nglamosacchariden aus Abbildung 1
lassen sich fast alle im Sdugerorganismus vorkordere®ligo- und Polysaccharide aufbau-
en [9].
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N-Acetyl-Neuraminsaure (NeuAc)

Abbildung 1: Neun Monosaccharide, die zur Biosymstheder meisten Oligo- und Polysaccharide im

Saugerorganismus verantwortlich sind.

Monosaccharide, wie Glucose oder die isomeren Forit@nnose, Galactose oder Fructose
lassen sich enzymatisch in alle anderen Biomolekiiievandeln. Der Stoffwechsel aller Le-
bewesen basiert im Wesentlichen auf der UmsetzongGlucose. Die Umsetzung der Glu-
cose erfolgt oxidativ. Hierbei werden KohlendioxWWfasser und Energie gebildet. Die frei-
gesetzte Energie wird in den Mitochondrien der&@ll Form von neuem ATP gespeichert.

Dieser Prozess lauft in den Zellen in drei Schritib:

a. Bei der Glycolyse wird das Glucosemolekil in Vethingen abgebaut, die noch sehr
viel Energie enthalten.

b. Im Zitronensaurezyklus werden die Endprodukte dgc@yse zu Kohlendioxid ab-
gebaut, aulRerdem entstehen wasserstoffreiche \dentgen wie NADH und FADH

c. Schlie3lich geben die wasserstoffreichen Verbinéandes Zitronensaurezyklus ih-

ren Wasserstoff in der Atmungskette an das Saudgrstekil ab. Die bei dieser Re-
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aktion (exotherm) freigesetzte Energie wird zur t8gee von ATP aus ADP und

Phosphat eingesetzt.

Sobald die Nahrungszufuhr den Bedarf Gbersteiginegle Organismen, in gewissem Malie
auch Mikroorganismen, Nahrungsreserven an. Liegeinem spateren Zeitpunkt ein Nah-
rungsmangel vor, kann auf diese Reserven zurtckfgggewerden. Der Aufbau von Reser-
ven geschieht bei Tieren und Pflanzen direkt nashiterschiissigen Energiezufuhr und bei
den Mikroorganismen nur bei reichhaltiger C-Queilel sobald andere Nahrungsingredien-
zien, z.B. Mineralstoffe, das Wachstum limitier& [

Bei den eingelagerten Energiereserven handeltcesusn wasserunldsliche, polymere Kon-
densationsprodukte der Monosaccharide. Niedermtaekuwasserldsliche Monosaccharide
wuirden den osmotischen Druck in den Zellen zu stankhen. Diese Gefahr besteht bei den
osmotisch inaktiven hochmolekularen Polysaccharigieht. Da die Reservepolysaccharide
rasch wahrend der Nahrungszufuhr bzw. wahrend détdddioxid-Assimilation aufgebaut
und ebenso rasch bei Bedarf wieder zu Monosacaraatigebaut werden missen, sind die-
se meist in Form von globularen Aggregaten eingetadiese liefern dem enzymatischen
Zugriff sehr viele Ansatzpunkte. Die Reservepolgsacide fast aller Pflanzen und Tiere
sowie vieler Mikroorganismen sind entweder Stankelche aus dem hochmolekularen
Amylopektin und der niedermolekularen Amylose abfge ist, oder das hochmolekulare

Glykogen.

2.1.1 Starke

Starke befindet sich in allen Gewebeteilen grurfan2en, vorwiegend aber in den fur die
Speicherung vorgesehenen Organen wie Getreidekiriddurzelknollen, Frichten und Sa-
men jeder Art [10]. Die Starke liegt als Aggregaterer Molekiltypen, der Amylose und des
Amylopektins, vor. Es existieren verschiedene Asen Starke mit unterschiedlichen Antei-
len an Amylose (10 bis 30 %) und Amylopektin (7@ B0 %). Die Amylose weist eine
helicale Konformation auf und besteht aus etwa 209 1.000 linear Ubero-1,4-
glycosidische Verbindungen verknupften Glucoseeatehe wobei jedes Makromolekil ein
reduzierendes und ein nichtreduzierendes Ende &ifwe

Das Amylopektin hingegen ist hochverzweigt und &etstaus 2.000 bis 20.000

Glucoseeinheiten. Diese sind sowafl,4-als auchu-1,6-glycosidisch verknupft.
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2.1.2 Glykogen

Das Reservepolysaccharid der Tiere und Pilze ist @ykogen. Es weist eine ahnliche
Struktur auf wie das Amylopektin. Im Gegensatz zuyfopektin besitzt es jedoch eine dich-
tere Verzweigung. Bei Menschen wird das Glykogenen Leber und in den Muskelzellen

gespeichert. Bei Bedarf wird das Glykogen in dellediezu Glucose hydrolysiert [11].

2.1.3 Polysaccharid-Verbindungen (Glykokonjugate)

Die Verbindungen, in denen Kohlenhydrate kovaleitt Peptiden, Proteinen oder Lipiden
verknupft sind, werden als Glykokonjugate bezeithfie2]. Die Untergruppen der
Glykokonjugate sind die Glykoproteine, Glykopeptideeptidoglykane, Glykolipide und
Lipopolysaccharide. Sie sind u.a. am Aufbau undStarktur von Zellmembranen beteiligt.
Die Glykosylierung von Proteinen und Lipiden spial@allen Organismen, einschliel3lich der
Bakterien, vor allem aber in den hoch entwickel&#ugern eine wichtige Rolle. Diese
Glykokonjugate sind Bestandteile der Zellmembraw, sie verschiedene Funktionen bei
Prozessen wie etwa der Zelladhasion erfillen [E3].handelt sich bei den Kohlenhydrat-
Strukturen um Oligosaccharide von unterschiedlicBedRe und unterschiedlichem Ver-
zweigungsgrad. Der Anteil an Kohlenhydraten beik8proteinen kann zwischen wenigen
Prozenten und mehr als der Hélfte der Gesamtmahksensken. Bei Glykolipiden Gberwiegt
meist der Kohlenhydratanteil.

Die Lipopolysaccharide (LPS) gehoren zu einer sglezi Klasse von Glykolipiden an, die in
den Zellwanden von gram-negativen Bakterien @wiecoli, Salmonella und Shigella vor-
kommen. LPS werden auch als Endotoxine bezeichmitbestehen aus Lipid A, das zwei
verknlUpfte N-Acetylglucosaminreste und vier Fetteliatten enthalt. Lipid A wiederum ist
mit einem Polysaccharid (die Polysaccharidkomparemariieren von Spezies zu Spezies
[14]) verbunden, welches aus einer Kernstruktur eimtem variableren Bereich, der O-
spezifischen Kette, besteht. Bei Bakteriolyse werde Endotoxine freigesetzt, worauf der
Wirt meistens mit Fieber reagiert. Hierbei werdea Wirtszellen dazu angeregt, endogene
Pyrogene freizusetzen. Dabei handelt es sich urnteiRey die auf das Warmezentrum im
Gehirn einwirken. Der LB-Wert bei Mausen liegt bei 200 bis 400 pug LPS paus
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2.2 Polysialinsaure

2.2.1 Struktur der Polysialinsaure

Polysialinsaure stellt eine spezielle Gruppe ddérreachen Oberflachenpolysaccharide dar,
die sowohl in Eukaryonten als auch in Prokaryonaikommen. Die Polysialinsdure ist da-
bei entweder an Glykolipide (Prokaryonten) oderribebzw. N-Glykane an Glykoproteine
(Eukaryonten) gebundenSie besteht aus Monomeren der Sialinsdure, weldher
glykosidische Bindungen verknipft sind. Bei denliB&iuren handelt es sich uaaketo-
Zucker, die neun Kohlenstoffatome besitzen. Am I€aktoff G tragen sie eine
Carboxylgruppe und ans@ine Aminogruppe [15].

Die 40 verschiedenen Derivate der Sialinsdure soteiden sich durch eine Substitution an
der Amino- bzw. der Hydroxyfunktion [6]. Die dreatfigsten Baueinheiten der Polysialin-
saure sind die 5-N-Acetyl-Neuraminsaure (Neu5Ac)e &-N-Glycol-Neuraminsaure
(Neu5Gc) und die 5-Deamino-3,5-Dideoxy-Neuraminggiidn) (Abbildung 2).

OH OH OH
HO COOH HO COOH HO COOH
H ) H
HsC N (6] OH C N O OH
\ﬂ/ o Ho” W on HsC 2 o
g HO 5 HO OH 4
A B C

Abbildung 2: Struktur der haufigsten Baueinheiter &olysialinsdure: 5-N-Acetyl-Neuraminsaure (AJN5

Glycol-Neuraminséaure (B) und 5-Deamino-3,5-Didedgdraminsdure (C).

Die Verknupfung der 5-N-Acetyl-Neuraminsauren kawoih zwei verschiedene Weisen erfol-
gen: Das Polymer kann entwedeR,8- odera-2,9- verknlpft sein. Auch eine alternierende
Verknipfung der Polymere ist mdglich [16]. Diesébdit beschaftigt sich ausschlie3lich mit
dema-2,8-verknipften Polymer der Neu5Ac, da dieses iemschlichen Kdrper vorkommt
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Die Struktur der Polysialinsdure a@s8-verknipften 5-N-Acetyl-Neuraminsaureeinheiten.

2.2.2 Vorkommen der Polysialinsaure

Die kommerziell erhaltliche niedermolekularen2,8-verknipfte poly-5-N-Acetyl-
Neuraminsdure wird auch als Colominsaure bezeiclir@t Der Polymerisationsgrad liegt
zwischen 30 und 70 Monomereinheiten.

Bakterien wieEscherichia coli K1, Neisseria meningitidis und Pasteurella haemolytica [18—
22] produzieren Polysialinsédure, welche sich anZdikoberflache anlagert. Dort ist sie mit
einem Phospholipidanker an die Zellmembran gebutiéj Diese Polymerschicht an der
Bakterienoberflache, auch Glycokalix genannt, faerigials Schutzmantel (Abbildung 4).
Diese in Bakterien synthetisierte Polysialinsawtechemisch und immunologisch identisch
zu der Polysialinséaure, die im menschlichen Konmrkommt. Aus diesem Grund erkennt
die humane Immunabwehr solche Bakterien nicht edsnBkorper. Uberwinden diese unge-
hindert die Blut-Hirnschranke kann es zu einer Rautentziindung oder einer Sepsis kom-
men [23].

Kapsel o

Aussere Membran%%%% ] §§§
Innere Membran %%% §

Abbildung 4: Oberflachenstruktur einEscoli mit Glykokalix aus Polysialinsaure [24, 25].
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Bei Vertebraten und insbesondere bei Séaugetierett Bolysialinsdure bei der Entwicklung
des zentralen Nervensystems eine wichtige Rolle.Hailysialinsaure ist Gberwiegend an das
neurale Zell-Adhasions-Molekil (NCAM), ein Zelloliéchenglycoprotein, gebunden [26,
27]. Hauptaufgabe ist dabei die Regulation der ldwdtas NCAM vermittelten Zell-Zell-
Kontakte. Durch sterische Hinderung und sich alestdB negative Ladungen wirkt Polysia-

linsdure antiadhasiv. Dadurch wird die Zelladhasierhindert (Abbildung 5).

l -PSAGR
. . ! . \ " “ll
o 2 G 3 S U N

NCAM (C7?

| o

Abbildung 5: A) NCAM sind an Polysialinsdure gebandwelche die Zell-Zell-Kontakte verringern. B) righ
Polysialinsaure entstehen Kopplungen zwischen NG&kschiedener Membranen, wodurch sich Zellagglome-
rate bilden [28].

Zudem nimmt die Polysialinsdure eine bedeutend#uStebei der Zellmigration ein, z.B.
durch Leitung und Verzweigung von Axonen und desBildung von Synapsen [16, 29]. Die
Polysialinsaure ist im menschlichen Korper nicht an der Anbindung an das neurale Zell-
adhasionsmolekil beteiligt, sondern findet sichhairc der Muttermilch, der Niere, dem
Herz, der Pankreas und in Natriummembrankan&ledewnig0-32].

Die chemisch relativ stabile Polysialinsaure kaeaiglt durch den Einsatz spezieller Enzy-
me (Endosialidasen) abgebaut werden, welchg.gcoli K1 Wildtyp Stamm U9/41 vorkom-
men [33]. Diese Enzyme sind im menschlichen Korpeint vorhanden. Zudem existiert kein
Metabolismus fur den Abbau von Polysialinsaure. é@ddbesitzt Polysialinsaure eine lange
Halbwertszeit im Korper. Diese Eigenschaften fulwarder Annahme, dass Polysialinsaure
ein moglicherweise ideales Gertstmaterial fur demedizinische Geweberegeneration dar-
stellt [34].
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2.2.3 Enzymatische und Biotechnologische Produktion der &tysialinsaure

Darstellungsmethoden der Polysialinsdure

Eine vollsynthetische Darstellung der Polysialingéist sehr aufwendig und kompliziert. Es
bilden sich bei der Synthese verzweigte Heteropehgnda die glycosidische Verknipfung
der Monomere schwer steuerbar ist. Daher werdefil®ewviegend aus tierischen Materia-
lien, Zellen oder Bakterien isoliert. Eine weitédvi®glichkeit besteht in der enzymatischen
Herstellung von Polysialinsaure.

Bei der Produktion von Polysialinsaure durch eineyenatischen Reaktion werden zwei En-
zyme, CMP-Sialinsaure Synthetase [35] und Polykralysferase [36] verwendet (Abbildung
6). Die Produktion der Enzyme erfolgt aus untemsdlichen Pro- und Eukaryonten.

PE—

CTP PP Akzeptor © CMP
\CMP-Sialinséiure ’ \ Polysialyl- P4
Sialinsdure » CMP- Sialinsdure »

> Polysialinsiure

Abbildung 6: Die enzymatische Synthese von Polyséure. Abkurzungen: CMP, Cytidin 5-monophosphat;
CTP, Cytidin 5-Triphosphat; CMP-Sialinsaure, Cytié-monophospho-N-Acetyl-Saure; PP, Pyrophosphat.

Die Produktionsmengen mit der enzymatischen Reakiggen im Milligramm-Bereich [37].
Eine Erh6hung der Produktionsmenge kann Uber eyjobsche Reaktion, entwickelt von
Wong et al. [38, 39] erfolgen (Abbildung 7). Im &% wird dabei CMP zu CDP durch
Nukleosid- Monophosphat-Kinase (NMK) oder Myoking®¢K) in Gegenwart von ATP
katalysiert. Das ATP wird aus ADP in Gegenwart Witosphoenolpyruvat (PEP) durch die
Pyruvatkinase (PK) gebildet. CDP reagiert weiteitCtP mit PEP, katalysiert mit PK. An-
schlie3end reagiert CTP mit Sialinsaure in Gegenwan CMP-Sialinsaure-Synthetase zu
CMP-Sialinsaure. Schlie3lich erfolgt die Sialylieguvon CMP-Sialinsdure mit dem Akzep-
tor (z.B. Sialinsaure) zu Oligosialinsdure. Durckhmere Wiederholungen des Zyklus unter

Verwendung der Oligosialinsdure als Akzeptor bikleh schlief3lich Polysialinséure.
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polySia
Akzeptor ligoSia
Polysialyl-
\ transfe/raﬁe’(
CMP-Salinséure CMP
PP ATP Pyruvat
CPM-Sialinsaur, NMK PK
Synthease
ADP
Sialinsaure Phosphoenol-
pyruvat
CTP CDP
PK
Pyruvat Phosphoenolpyruvat

Abbildung 7: Die cyclische, enzymatischevitro-Synthese von Polysialinsadure. Abkirzungen: ADPerfd
sin-5-Diphosphat; ATP, Adenosin-5-Triphosphat; CMIBtidin-5-monophosphat; CDP, Cytidin-5-Diphosphat;
CTP, Cytidin-5-Triphosphat; CMP-Sialinsédure, Cwidi-monophospho-N-Acetyl-Saure; PP, Pyrophosphat;
PK, Pyruvatkinase; NMK, Nukleosidmonophosphat Ke@as polySia, Polysialinsaure; oligoSia,

Oligosialinsaure.

Die Ausbeute dieser Reaktion mit anschlieBendereifjung liegt bei 64 % [25]. Da die
verwendeten Enzyme derzeit nicht in gro3en MengeNerfiigung stehen, kann die enzy-
matischdn vitro-Darstellung nicht im groRen MaR3stab durchgefilatden.

Die einfachste Methode zur Gewinnung von Polyssdure stellt die Isolierung aus Mikro-
organismen dar. Die Bakterid¢fscherichia coli K1 und Neisseria meningitidis B bilden auf
der Zelloberflache Polysaccharide aus, die absttukturidentisch mit der im menschlichen
Korper vorkommenden Polysialinsdure sind. Eine \&hrang dieser Bakterien mit an-
schlieBender Isolierung und Aufarbeitung der Palysséaure stellt aus 6konomischer Sicht

eine sinnvolle Alternative zum Aufskalieren desdiktionsprozesses dar.

Biosynthese von Polysialinsaure

Im Folgenden soll am Beispiel vdtscherichia coli K1 die Biosynthese von Polysialinsaure
beschrieben werden.

Samtliche Gene fur die Biosynthese von Polysialinsasind in einem kps (Transport
ATPase)-Genkomplex lokalisiert, der in drei Region@terteilt ist (Abbildung 8). Die Gene

der fUr die Synthese bendtigten Enzyme befindemisidRegion 2, von denen neukE (Polysia-

linsdure Translokase) die Initiation und neuS (Bialylsynthetase) die Elongation ausfiih-
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ren. Die Regionen 1 und 3 enthalten u.a. die Ggsd KTransport ATPase T) und kpsM
(Transport ATPase M) zur Translokation von Polysgilure [40].

neul)
neuB
neuwA
neul
neul
neus

kpsM
kpsT
kpsS
kpsC
kpsU
kpsD
kpst
kpstk

. — KK

- - - - -
Region 3 Region 2 Region 1
(Transport) (Synthese) (Transport)

Abbildung 8: Genorganisation fur die Ausbildung @alysialinsdure-Kapsel vdascherichia coli K1. Die rot
markierten Gene sind fir die Polysialinsdure-Bidkgee verantwortlich, die blauen Bereiche fur deem$port

und die griinen fir die Ubertragung der Polysialinszuf den Phospholipidanker [19].

Der vollstandige Biosyntheseweg von der Glucosehbiszur Polysialinsaure i&. coli K1

ist in Abbildung 9 dargestellt. Der Ausgangsstoffir f die Synthese von N-
Acetylneuraminsdure (NeuAc) in der Zelle ist N-Adeblucosamin (GIcNAc), welches aus
Glucose uber die Zwischenstufen Fructose-6-Phosptrat-6-P) und Glucosamin
(GIcHNH,) produziert wird. Uber eine enzymatische Katalysen GIcNAc wird N-
Acetylmannosamin (ManNAc) durch die UDP-GIcNAc-2uBprase (NeuC) gebildet. Die
Reaktion von ManNAc zu 5-N-Acetylneuraminsdure (Biec) verlauft Uber zwei Zwi-
schenprodukte mit Hilfe der Neu5Ac-Synthetase (NeuBd Phosphoenolpyruvat (PEP)
[41]. Fur die nachfolgende Polymerisation wird N&a5vorerst durch Cytidintriphosphat
(CTP) aktiviert. Diese Aktivierung wird durch dieMP-NeuAc-Synthetase (NeuA) ermdg-
licht. Die Polymerisation erfolgt in Richtung deshitreduzierenden Endes durch das Enzym
poly-02,8-Sialyltransferase (NeuS). Das Endprodukt Ssalime wird schliel3lich Uber ein
aktives ATP-bindendes System (ADHiding cassette) mit Hilfe des ABC-Transporters an
die Zelloberflache transportiert. Ein ABC-Transgortvird generell aus einer transmembra-
nen (TMD) und einer ATP-bindenden (ABD) Domaéane tddi In E. coli K1 besteht der
polySia-Transporter aus kpsM und kpsT [23]. Daliraimmt kpsM die Aufgabe der TMD
und kpsT die ATP-bindende Doméne (ABD). Entscheidién den Transport ist wahrschein-
lich die Uber das kpsSC vermittelte Knipfung der ly§lalinsdure an den

Diacylglycerophosphatrest [42].
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Abbildung 9: Syntheseweg von Polysialinsaure ausgelvon Glucose [43].

Isolierung der Polysialinsaure

Die Isolierung der Polysialinsdure kann durch veietene Methoden erfolgen. Zum einen
Uber Fallungsreaktionen [44—46], zum anderen Ubenesatographische Methoden [47]. Bei
den Fallungsreaktionen wird versucht, den AnteiKamtaminanten zu reduzieren bzw. die
Polysialinsdure zu fallen. Dazu sind viele Reagemarforderlich. Die angegebenen Ausbeu-
ten liegen laut Literatur zwischen 17 und 56 % [48). Bei der chromatographischen
Aufreinigung werden die InteraktionschromatograptéC, Octyl Separose) und lonenaus-
tauschchromatographie (IEC, Q-Sepharose) verwgdAdgtDie Ausbeuten liegen dabei zwi-
schen 55 und 60 %. Im Vergleich zu den Fallungsieaén stellen chromatographische Ver-
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fahren eine sehr gute Alternative dar, jedoch siiedAnschaffungskosten dieser Materialien
im GroBmaf3stab sehr hoch. Dies kann durch koststigére Materialien wie z.B.
Membranadsorber oder Tonminierale behoben werden.

3. Design of Experiments

Die statistische Versuchsplanurgegign of Experiments, DoE) ist eine Methode zur effizi-
enten Planung und Auswertung von VersuchsreiheasdDMethode wurde bereits in den
20er Jahren des vergangenen Jahrhunderts entwitkellahr 1935 wurde hierzu das erste
Fachbuch von R.A. Fischer veroéffentlicht. Die sttiéiche Versuchsplanung setzte sich je-
doch weltweit erst 1980 als Methode durch. Die @tage dieser Methode beruht auf einem
mathematischen Modell, das es ermdglicht, allerpoédien Einstellvariablen gleichzeitig zu
untersuchen und dabei statistisch sichere Rickssaléuf alle einzelnen Faktoren zu ziehen.
Die Versuchsergebnisse werden beim DoE zusammesché&tt und nicht einzeln, wie es bei
klassischen Methoden der Fall ist. Dadurch werderEghfliisse experimenteller Fehler auf
die Ergebnisse minimiert [48]. Die statistische s&tmhsplanung besitzt gegentuber klassi-
schen Methoden viele Vorteile (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Gegeniberstellung der klassischen MethoahdExperimental Design Methode

Klassische Methoden Experimental DesigrMethode

* eine Variable zur Zeit verandert < alle Variablen gleichzeitig verandert
* Wechselwirkungen zwischen » Wechselwirkungen ergeben sich
den Variablen kénnen nicht be unmittelbar aus dem Design
stimmt werden

D
1

» eine Vielzahl an Versuchen » vergleichsweise wenig Versuche
sind notwendig notwendig

* nur sinnvoll bei wenigen Vari- * immer sinnvoll, besonders bei vie-
ablen len Variablen

» Verifikation eines vorhandenen ¢ Erstellung eines empirischen,
theoretischen Modells polynomialen Modells

» anfallig fur ,Vorurteile* » gut zur Beseitigung von ,Vorurtei-

len”
* Kkeine deskriptive Statistik e Statische Modelle und Methoden

sind Grundlage

* Aufbau der Experimente nicht « einfache Erweiterung der Experi-
einfach, oft Wiederholung alle mente
Experimente notig

=
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Die Wahl der Designs hangt von verschiedenen Bedigen, wie Aussehen des Konfigura-
tionsraums, bendtigter Zeit, linearen oder quaschBn Zusammenhangen ab. Je nach Be-

dingung kann einer der folgenden Plane gewéhlt ererd

» Vollstandiger Versuchsplafu{l factorial design)

- alle Auspragungskombinationen aller Faktoren (EsgfroRen)

* Unvollstandiger Versuchsplafrctional factorial design)

- nur Teile der mdglichen Faktorstufenkombinationtr&mfall sind Screening-Pléne
(Plackett-Burman-Plane)

» Taguchi-Plan

- wenn minimale Abhangigkeiten von Stérgrél3en erwlinsc

» Zentral zusammengesetzter Plaenf{ral composite design)

- Wenn quadratische Effekte vermutet werden

* D-optimaler Plan

- Wenn nicht alle Faktorstufenkombinationen reallsersind

3.1Vollstandiger Versuchsplan

Bei einem vollstdndigen Versuchsplan werden flefedntersuchten Faktor (Einflussgrof3e)
zwei Einstellungen (Faktorstufen) untersucht. Dieseden mit -1 und +1 bezeichnet. Abbil-
dung 10,B zeigt, dass fur zwei untersuchte Faktoralle mdglichen
Faktorstufenkombinationen untersucht werden. Baiskischen ,one-factor-at-a-time* wer-
den die Faktoren separat untersucht (AbbildungAl.0,

+1
-1
-1 A +1 -1 B +1

Abbildung 10: One-factor-at-a-time (A) und vollstliger Versuchsplan (B).

3.2Unvollstandiger Versuchsplan

Beim unvollstandigen Versuchsplan werden nicht mtiglichen Faktorstufenkombinationen

untersucht.
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Die Anzahl der Faktorstufenkombinationen m nimmi \omlstandigen Versuchsplanen mit
der Anzahl der Faktoren k mit m £ 2u. Die zwei beschreibt dabei die Anzahl der Nigea

der ausgewahlten Faktoren (low (-1) und high (+AQ)s acht Faktoren werden z.B. 256
Kombinationen erhalten. Durch den hohen Versuchsaud besteht die Gefahr einer Ver-
tauschung von Versuchseinheiten. Ebenso ist es gilohpdie Einzelversuche unter identi-
schen Randbedingungen durchzufuhren.

Mit zunehmender Anzahl der Faktoren nimmt auch Aheahl der Wechselwirkungen zu.

Haufig sind diese Wechselwirkungen schwach und &brdaher vernachlassigt werden [49].
Durch die Vernachlassigung einiger Faktorkombimedio entstehen weniger Wechselwir-
kungen. Daher kdnnen unvollstdndige Faktorplanaigémwerden, die mit weniger Experi-

menten auskommen, z.B. m €2

Die Geometrie eines unvollstandigefi*Faktorplans ist in Abbildung 11 dargestellt. Der
unvolistandige Faktorplan bendétigt vier Versuchd bei vollstandigem Faktorplan sind alle

Ecken des Wiirfels mit Versuchen besetzt.

X3

Abbildung 11: Graphische Darstellung der Planmagines unvollstandiger?2 Faktorplans [49].

Die Screening-Plane nach Plackett und Burman sind sehr verbrsielass mit m Versuchen
die Haupteffekte von bis zu k = m-1 Faktoren untelns werden kénnen. Sie sind demnach
fur die ersterscreening-Versuche sehr gut geeignet. Eine Voraussetzunmbdiiest, dass die

Anzahl der Versuche durch vier teilbar sein muss.

Bei der Versuchsplanung sollten folgende Grunddé¢aehtet werden [50]:
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» Wichtigste Entscheidung ist, welche EinflussgrolfEaktoren) untersucht werden
sollen und wie die Auswirkungen der Faktoren Ubephgemessen werden kénnen.

» Die Versuche sollten zweifach durchgefiihrt werdem, die Versuchsfehler zu be-
stimmen.

» Die Versuche mussen in voéllig zufalliger Reihenolgusgefuhrt werden, um syste-
matische Fehler, z.B. durch Geratedrift zu vermeide

* Um den Versuchsfehler klein zu halten, sollten idehe Versuchsbedingungen vor-
liegen.

» Eine verlassliche Auswertung wird durch einen symnisehen Aufbau erreicht.

Bei Bertcksichtigung dieser Grundsatze kann dersidrsfehler bestimmt und eventuell

aufgetretene systematische Fehler erkannt werden.

3.3 Auswertung von Faktorplanen

Mit Hilfe multipler linearer Regression kénnen Fatldne ausgewertet werden. Zudem
werden die statistisch signifikanten Einflussgroemalten. Durch die multiple Regression
wird der Einfluss einer Anzahl von unabhangigenidaenx; auf eine abhangige Variable y

untersucht, d.h. die Starke des Einflusses desljgem Parameters auf die Messwerte:

§=by+ Y b x (1.1)

Bei Verwendung eines orthogonalen Versuchsplansaodierten Variablen (-1, +1 bzw. -1,
0, +1) kdonnen die erhaltenen partiellen Regreskmeffizientenb; direkt als die Einfluss-
starken der jeweiligen Einflussfaktoren auf den Messwert interpretiert werden, sofern sie

signifikant von Null verschieden sind [49].
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Ergebnisse und Diskussion

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt in der Prodoktund Aufreinigung der humanidenti-
schen Polysialinsédure attscoli K1 sowie in der Herstellung der Oligosialinsawzanachst
wird in Kapitel 4 die Produktion der Polysialinséum 10 L Bioreaktor beschrieben. Dabei
wurde versucht, durch Gestaltung der Kultivieruig) Bed-Batch-Verfahren die Ausbeuten
zu erhohen. Neben der Ausbeute sollte auch demnf@oigationsgrad als Funktion der Kulti-
vierungsbedingungen (Batch- und Fed-Batch-Betnetg¢rsucht werden. AnschlieRend wur-
de der Bioprozess bezuglich der selektiven Beesstlng der Polymerlange aufskaliert.

In Kapitel 5 wird der Downstream-Prozess zu Isalgy von Polysialinsaure aus den Kultur-
brihen vorgestellt. Dabei wird auf Basis der Aufigingsmethode von Rodt al. (2008)
ein neuer Downstream-Prozess entwickelt und etabligerzu werden Anionenaustauscher-
Membranen und anorganische Tonmieralien verwendet.

AbschlieRend wird im Kapitel 6 die Produktion vorig0sialinsaure vorgestellt. Die
Oligosialinsaure fallt bei Produktion der Polyswsliure als Nebenprodukt an. Zudem kann

sie gezielt durch einen enzymatischen Verdau prieduzerden.

4 Produktion von Polysialinsaure

Fur die Produktion von Polysialinsaure (polySiayeeuder Stamnischerichia coli (E. coli)

K1 B2032/82 verwendet. Die Produktion der Polysialinsdure Busli K1 erfolgte in den
meisten Fallen in einem 10 L Bioreaktor entwedeBiatch - oder im Fed-Batch-Betrieb. Bei
der verwendeten Bioreaktoranlage handelt es sicleinmBiostat C (10 L) (Sartorius Stedim
Biotech, Gottingen). Zusatzlich fand ein Scale-up 24 L im Biostat UD (Sartorius Stedim
Biotech, Gottingen) ebenfalls entweder im Batclderam Fed-Batch-Betrieb statt. Wéhrend
dieser Kultivierungen wurde der Polymerisationsgiad hergestellten polySia verfolgt. Die
genaue Beschreibung der Anlagen und Durchfihrusgehim Kapitel 8.3 zu finden. Als
Medium diente ein definiertes Medium bestehend Gugose, Ammoniumsulfat und Kali-
umphosphat-Puffer, das sich bereits fur die preistge polySia-Produktion bewéhrt hatte
[44, 46]. Die genaue Zusammensetzung des Mediunt&stel 8.2 zu entnehmen. Fir die
automatischen  Online-Aufzeichnungen von Temperatur, Ruhrerdrehzahl,
Gelb6stsauerstoffgehalt (pX) Abgaszusammensetzung (£ahd Q) und pH-Wert wurde die
RISP-Software raltime integrating software platform, Institut fir Technische Chemie,

1 Zur Verfiigung gestellt von Prof. Gerardy-Schafif{H.
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Hannover) verwendet. Die pH-Regelung erfolgte iderDCU digital control unit) des Re-
aktors. Zusatzlich wurden aus den Kultivierungeffiine-Proben entnommen und die poly-
Sia-, Protein-, Acetat- sowie Glucosekonzentrationd die Biotrockenmasse (BTM) be-
stimmt (siehe Kapitel 8.5). Der Biostat C wurde @@ mL einer ausgewachsenéncoli
K1 Vorkultur (37 °C, 130 mint, 8-10 h, Optische Dichte (QR) von 6) angeimpft, welche
zuvor in LB-Medium wuchs. Zur Inokulierung des BimsUD (24 L) wurden 200 mL Vor-

kultur verwendet.

4.1Biostat C

4.1.1 10 L Batch-Kultivierung

Fur die Produktion und Untersuchung der polySiadear Batch-Kultivierungen im 10 L
Bioreaktor durchgefiihrt. Die Kultivierungsbedingengfir die 10 L Batch-Kultivierung
wurden aus vorherigen Arbeiten Gbernommen [43, B4g. Kultivierungsbedingungen sind

in der Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Kultivierungsbedingungen fir die poly&eoduktion aug€. coli K1 im 10 L Bioreaktor im Batch-
Betrieb (Biostat C).

Kultivierungsbedingungen  (Batch 10 L)

Temperatur 37 °C
Rihrgeschw. 1000 min*
pH 7,5
Begasung 10 L min™

Der Verlauf einer typischen 10 L Kultivierung im t8h-Betrieb ist in der Abbildung 12 und
Abbildung 13 dargestellt. Die Batch-Kultivierung sle mit einer Glucosekonzentration von
20 g L' gestartet (Abbildung 12). Es ist zu erkennen, diésgellen eine kurze lag-Phase zu
Beginn der Kultivierung aufweisen. Vermutlich sindch 1 h die Restbestandteile des Kom-
plexmediums aus der Vorkultur verbraucht und dideiegehen nach einer Adaptionszeit
von 6 h in die exponentielle Phase Uber. In dieZeistand verbleiben sie bis die Glucose
nach ca. 9 h verbraucht ist. Die Kultivierung wudieekt nach dem Verbrauch der Glucose
gestoppt, um die Konzentration an KontaminanterMadium madglichst gering zu halten.
Bei den Kontaminanten handelt es sich hauptsachiich DNA, RNA aus der Zelle,
Endotoxine und Proteine. Daher wurde wéahrend ddtivierung zusatzlich die Proteinkon-

zentration bestimmt, sie betrug nach 9 h Kultiigril94 mg [*. Die maximale BTM er-
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reichte in der Kultivierung einen Wert von 8,6 g.Die polySia Konzentration wurde aus-
schlief3lich im Medium bestimmt, da 60-80 % der @ddysich in der Kulturbriihe befinden
[43]. Der Anteil polySia, welcher sich noch auf dé&lloberflache deE.coli befand, wird
wahrend der Aufreinigung verworfen. Die Konzentratder polySia betrug nach der Kulti-
vierung 0,37 g L'. Die berechnete Wachstumsrate betragt in der expimiien Phase zwi-

schen 6 und 8 h 0,51'hEs ergibt sich dementsprechend eine Generatibnszes81 min.
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Abbildung 12: Dargestellt sind di@ffline Daten der 10 L Batch-Kultivierung vdaacoli K1 im Biostat C.

In Abbildung 13 sind der Kohlenstoffgehalt im Abgaer Geldstsauerstoffgehalt im Medi-
um, die berechnete Sauerstoffeintragsrate (QdXggen transfer rate), die Kohlenstoffdio-
xidproduktionsrate (CPRarbon production rate) und der Respirationskoeffizient (RQ) dar-
gestellt. Der Respirationskoeffizient (RQ) gibt dérhaltnis von Kohlenstoffdioxidproduk-
tionsrate (CPR) zur Sauerstoffeintragsrate (OTR)det. Fur die Bilanzierung eines Biopro-
zesses sind insbesondere die OTR, CPR und der R@eweutung (siehe Kapitel 8.9). Der
Gelostsauerstoff fiel von 100 % auf 41 % ab, d.&hmend der gesamten Kultivierung ist ein
ausreichender Sauerstoffgehalt vorhanden. Dies auah durch die OTR-, CPR- und RQ-
Werte bestatigt. Der RQ-Wert liegt bei den aeroKattivierungen bekl. Ein Wert Gber 1
weist auf anaerobe Kultivierungsverhaltnisse hih].[3Vie in Abbildung 13 zu erkennen ist
steigt der RQ-Wert in der lag-Phase Uber 1. Diegtlan den kleinen Werten der CPR und
OTR, die zu Beginn der Kultivierung mit grof3en Fehlbehaftet sind und damit in diesem
Bereich ungenauer werden. In der exponentiellers®liagt der RQ-Wert bei 1, d.h. der
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Stoffwechsel der Zellen unterliegt in diesem Zeitmakeinerlei Veranderung und der gesam-
te verbrauchte Sauerstoff findet sich im gebildef@mlenstoffdioxid wieder. Der Kohlen-

stoffdioxid-Anteil im Abgas verlauft gegensatzlizahm Geldstsauerstoffgehalt.
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Abbildung 13:Online-Daten der 10 L Batch-Kultivierung voB. coli K1 im Biostat C. Dargestellt sind der
CO,-Anteil im Abgas (grau unterlegt), Gelostsauerst®ff R, CPR und RQ in Abhangigkeit von der Kultivie-

rungszeit.

4.1.2 10 L Fed-Batch-Kultivierung

Nach den Batch-Kultivierungen wurden Fed-Batch-Kidtungen im 10 L Mal3stab durch-
gefuhrt. Das primare Ziel dabei ist, die Produksirenge an polySia und die
Ausbeutekoeffizenten zu erhéhen. Zudem sollte Keietat gebildet werden. Die Kultivie-

rungsbedingungen sind in der Tabelle 3 zusammessgfefa

Tabelle 3: Medium und Kultivierungsbedingungen dig polySia-Produktion iiE.coli K1 im 10 L Bioreaktor
im Fed-Batch-Betrieb.

Synthetisches Medium (Start / Feed) Bedingg Batch /| Fedach
Substrat Glucose 10gL* /200¢gL? Temperatur 37°C
N-Quelle  (NH,),SO, 10gL* /- Rihrgeschw. 1000 r1ih150-1300 mitt
Puffer KPP 0,08 M /0,08 M pH 7,5
Salzlésung imLLt/1mLL?t Begasung 10 L rifin 1,5-10 L mift
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Die Fed-Batch-Kultivierung wurde mit einer Glucosakentration von 10 gt gestartet
(Abbildung 14). Nach dem Verbrauch der Glucose@ih (u = 0,69 1), beobachtet durch
den Anstieg des Geldstsauerstoff (Abbildung 15)rdeudie Fed-Batch-Regelung mit einer
eigestellten Wachstumsrate vogx 0,3 i gestartet (p, = 0,28 ', berechnet aus dedff-
line-Daten). Fur die Regelung der Fed-Batch-Kultivigruvurde basierend auf Substratlimi-
tierung und fur einen idealen Ruhrkesselreaktor Modell auf Basis der Monod-Kinetik
entwickelt (siehe Kapitel 8.8) [52]. Das entwiclkeNodell kann numerisch Gber einem Run-
ge-Kutta-Verfahren vierter Ordnung geltdst werderesDerfolgte hielOnline mit dem MS-
DOS Programm Neu-ork (Institut fir Technische Cheenhieibniz Universitadt Hannover).
Die Startwerte der Fed-Batch-Regelungen befindemisi der Tabelle 4. Nach dem Start der
Regelung wurde die Feed-Pumpe angesteuert, secenesSubstratlimitierung im Bioreaktor

herrschte. Die Glucosekonzentration wiahrend derBatdh-Phase lag bei ca. 0,1 g.L

Tabelle 4: Startwerte fur das Neu-ork-Programm.

Parameter X (to)® Vg (o)’ S (t)° S Y xis® Kw' Hset (to)°
gL [L] gL [gLY [g9g1 (gL' [
Werte 7.2 8 0.1 200 05 001 030

# Biomasse nach Batch—PhasbeReaktorvqumen;C Substratkonzentration nach Batch—PhagsSubstratkonzentration der Feed-Ldsung;

€ Ausbeutekoeffizient Bi0masse/Produkoonod—Konstanteg, Eingestellte Wachstumsrate
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Abbildung 14:0Offline-Daten der 10 L Fed-Batch Kultivierung v&rcoli K1 im Biostat C.
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Wahrend der Fed-Batch Kultivierung wurde der AngégilGeldstsauerstoff bei 30 % gehalten
(Abbildung 15). Hierzu wurde mit Hilfe der DCU d@&soreaktors die Begasungsrate und
Rihrgeschwindigkeit geregelt. Die Begasungsratelesupn 1,5 auf 10 L miit wahrend der
Fed-Batch erhoéht, dies erfolgte innerhalb von 5.num trotzdem den Anteil an Gelost-
sauerstoff auf 30 % zu halten, wurde zusatzlichRlibrgeschwindigkeit automatisch erhéht.
Nach dem Verbrauch der Feed-Losung (2 L) stiegGkddstsauerstoffgehalt abrupt an und
die Ruhrgeschwindigkeit sank. Dies weist genaudigeerhaltenen COAbgaswerte darauf-
hin, dass die exponentielle Phase nach genau I#érdet ist. Nach der Kultivierung wurde
eine BTM von 18 g I* gemessen. Die polySia-Konzentration lag bei 1,3'qihd die Prote-
inkonzentration bei 340 mg'L
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Abbildung 150nline-Daten der 10 L Fed-Batch Kultivierung v&ncoli K1 im Biostat C. Dargestellt sind der
CO,-Anteil (grau unterlegt), Geldstsauerstoff, Riihrehttahl und Begasungsrate in Abhangigkeit von dér K

tivierungszeit.

In Abbildung 16 sind die OTR, CPR, der RQ und dezd~Flussrate dargestellt. Der RQ-
Wert schwankte auch hier zu Beginn der Kultivierstark und lag wahrend der Kultivie-
rung bei> 1. Dies weist auf eine optimale Sauerstoff-Versaggwahrend der Kultivierung
hin. Es kann davon ausgegangen werden, dass dedlibue Glucose ohne Nebenprodukte
verstoffwechselt wurde, da keine messbaren MengsiaA innerhalb der Kultivierung ent-
standen (Abbildung 14) sind. Nach 8 h ist aufgraimetr kleiner eingestellten Wachstumsrate
ein Abfall der OTR, CPR und RQ zu beobachten.
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Abbildung 16: 10 L Fed-Batch Kultivierung im Biost&: Dargestellt sind die OTR-, CPR-, RQ-Werte und
Feed-Flussrate in Abhangigkeit von der Kultivierspgjt.

Die Feed-Regelung wurde bei einem Bioreaktor-Volamen 10 L gestoppt (13 h) und die
Kultivierung nach dem Verbrauch der Glucose nachl8®6 h beendet. Ein Vergleich der
OTR und CPR flr die Batch-und Fed-Batch-Kultiviggureigt, dass im Batch-Reaktor der
zugefuhrte Sauerstoff nahezu vollstdndig in Kohiexid umgewandelt wurde. Im
Zufutterungsbetrieb wird mehr Sauerstoff zugefiahst verbraucht. Daher kann festgehalten
werden, dass bei der 10 L Kultivierung keine Saoétsnitierung vorliegt und dadurch kei-

ne Nebenprodukte wie Acetat gebildet werden.

4.1.3 Fazit

Fur die polySia-Produktion wurden Batch- und FedeBaultivierungen im 10 L Mal3stab
durchgefuht. Gestartet wurde die Batch-Produktiom i1l0L Bioreaktor. Die
Kultivierungszeit betrug mit 20 gt Glucose 9,2 h mit einer maximalen Biotrockenmasse
von 8,6 g I'. Die polySia-Konzentration lag nach 9,2 h bei g3z’ Die ermittelte
Wachstumsrate p betrug 0,5t mit einer Generationszeit von 81 min. Die Kultivieg
wurde direkt nach dem Verbrauch der Glucose gettapp eine starke Zelllyse und eine

damit einhergehenden Verunreinigung der Kulturbrilhneermeiden. Zudem konnte bei der
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Kultivierung kein signifikanter Anstieg der polySkonzentration nach dem Verbrauch der
Glucose im Bioreaktor beobachtet werden. Nach mealgen Kultivierungen im 10 L
Bioreaktor im Batch-Betrieb konnte kein Zusammermhawischen Biotrockenmasse und
polySia-Konzentration beobachtet werden. Die paySonzentration schwankte zwischen
0,35 und 0,6 gt. AnschlieRend wurden Fed-Batch Kultivierungen i L1 MaRstab
durchgefuhrt, um die Ausbeute an polySia zu erhohBar die Zufutterung mit
glucosehaltigem Feed-Medium in der Fed-Batch-Pmagsee ein Modell erstellt. Das Mo-
dell sorgt durch die Einstellung einer maximalencA&umsrate unter Substratlimitierung
fur ein geregeltes Zellwachstum. Die Kultivierungearden jeweils in der Batch-Phase mit
10 g L'* Glucose gestartet. Fiir die Fed-Batch-Kultivierumgrde eine Wachstumsrate von
Hset = 0,3 W' eingestellt. Dieser Wert wurde wahrend der FedB#&ultivierung konstant
gehalten. Nach 14 h Kultivierung wurde eine BTM vb8 g L* erreicht. Die polySia-
Konzentration lag bei 1,3 g'L Im Vergleich zu der 10 L Batch Kultivierung koentie
Konzentration an polySia um den Faktor 3,5 erhdértden, wéhrend sich die BTM nur ver-
doppelte.

Zum besseren Vergleich der beiden Kultivierungen siie Ausbeutekoeffizienten in Tabelle

5 zusammengestellt.

Tabelle 5: Ausbeutekoeffizienten der 10 L Batch-&ed-Batch-Kultivierung im Biostat C.

Ausbeutekoeffizient Yy Y e’ Y
[997] [997] [997]

Batch 0,397 0,0455 0,0189

Fed-Batch 0,376 0,0722 0,0272

& Ausbeutekoeffizient Biomasse/SubsthXusbeutekoefﬁzient Produkt/Biomassce,%usbeutekoeffizient Produkt/

Substrat

Der Ausbeutekoeffizient ¥s liegt fiir die Batch-Kultivierung bei 0,397 g'gind fiir die Fed-
Batch-Kultivierung bei 0,376 g’y Dadurch ergibt sich im Batch-Modus eine etwasehéh
Biomasse Ausbeute als im Fed-Batch-Modus. Beidet&Megen unter der in der Literatur
angegeben ¥s von 0,45 g g [53]. Anscheinend verwertet der verwendgteoli K1 Stamm
die Glucose nicht effektiv zu Biomasse, sondertmadr zur Produktbildung. Die Ausbeu-
tekoeffizienten %x sowie Yp;s sind fur die Fed-Batch-Kultivierung héher, als €lie Batch-
Kultivierung. Der Yex konnte im Fed-Batch-Modus um den Faktor 1,6 undyg@gum einen
Faktor von 1,4 erh6ht werden. Daraus lasst sichefsdn, dass die Produktion von polySia
im Fed-Batch ergiebiger ist. Die gesamte Produktgedpetragt im Fed-Batch-Modus 13 g
und im Batch-Modus 3,7 g. Die Produktmenge wurdedar Fed-Batch-Kultivierung somit
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um den Faktor 3,5 erhoht. In der Tabelle 6 sindEfigebnisse der polySia-Produktion mit-
tels Batch- und Fed-Batch-Kultivierung zusammenggfa

Tabelle 6: Ergebnisse der Produktion von polySid ihi. Batch- und Fed-Batch-BioreaktormalR3stab.

Ergebnisse 10 L Batch 10 L F&ahtch
Ausbeute 3,79 139
Zeitaufwand 9,2h 13,8 h
Materialkosten 7€ 13,45 €
Materialkosten/Ausbeutd.,89 € ¢ 1,03€7

Die Kosten der polySia-Produktion im Batch-Betrleiragen 1,89 €gund im Fed-Batch-
Betrieb 1,03 € §. Sie unterscheiden sich um den Faktor 1,8. Daie¢etisich die Fed-Batch-

Kultivierung fur die Produktion und spatere Aufrigung von polySia an.

4.2 Untersuchungen der polySia-Produktion und Polymerlage

Im Kapitel 4.1.1 wurde festgestellt, dass die p@ySonzentration nicht mit der Biomasse
zusammenhangt. Aus diesem Grund wurden mit Hilfe slatistischen Versuchsplanung
(Design of Experiments, DoE) fur die Batch-Kultivierung die Faktoren (Hussgrof3en) er-

mittelt, welche einen wesentlichen und statististlgesicherten Effekt auf die polySia-
Konzentration bzw. polySia-Produktion haben. Zusg#izwurde der Einfluss auf die
Polymerlangen der polySia untersucht. Auch flir Eex-Batch-Kultivierung wurden die
polySia-Produktion und Polymerlange untersuchtpgbderfolgte dies nicht lber die statisti-

sche Versuchsplanung, sondern nur in Abhéangigkeitder Wachstumsrate.

4.2.1 Polymerisationsgrad der polySia

Zunachst wird in diesem Kapitel die DMB-HPLC ((ID2amino-4,5-methoxybenzolHigh-
Performance Liquid Chromatography)-Methode zur Bestimmung der Polymerkettenléange
der hergestellten polySia beschrieben. Diese Methodrlaubt eine sensitive
Polymerkettenlangenbestimmung von polySia mit elafitosungsgrenze von 1,4 fmol pro
Peak [54]. Die Probe wird dabei unter sauren Badiggn, bei welchen es zu einer partiellen

Hydrolyse der Probe kommt, mit dem FluoreszenztafbsDMB (1,2-Diamino-4,5-
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methoxybenzol) markiert. In Abbildung 17 ist dietsprechende Reaktionsgleichung darge-
stellt.
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Abbildung 17: DMB-Markierung am Beispiel des NeusMonomers [55].

Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine séatalgkeéerte Kondensation. Nach der Reak-
tion bildet sich ein Quinoxalin-Derivat, welchesi B&2 nm angeregt wird und bei 456 nm
emittiert. Aufgrund der partiellen Hydrolyse findsich markierte Probemolekile mit einer
Polymerlange von 1 bis n (n = maximale Polymerldngeder Probe, welche Uber eine
Anionenaustauscherséule (DNAPac PA-100, Dionex Gnidisiein) mittels eines Salzgradi-
enten getrennt und durch einen Fluoreszenzdetetgstriert werden. Fur die Reaktion wird
eine milde Hydrolyse gewahlt, um eine statistisBloéymerkettenlangenverteilung zu erhal-

ten [54]. Die genaue Durchfiihrung ist Kapitel 8.5ubentnehmen.
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Zur Charakterisierung der DMB-HPLC wurden zunéchsei Proben mit definierter
Polymerlange (1, 3 und 5 DP) und die kommerziell erhaltlicheld@®uinsaure mit DMB-
Reagenz und TFA fur 24 h bei 10 °C inkubiert und Rieaktion mit NaOH gestoppt. An-
schlieBend wurden die Polymerkettenlangen der Rrobhié der DMB-HPLC bestimmt. In
Abbildung 18 sind Sialinsdure (Neu5Ac) sowie Polyenaus Neu5Ac mit dem Polymerisati-
onsgrad von 3 DRJégree of polymerization), 5 DP und die Colominséure dargestellt.

Fluoreszenz

5 10 15 20
Retentionszeit [min]

A

400 4 —— Colominsaeure

300

67 DP

Fluoreszenz
N
o
o
1

100

T T T T 1
0 20 40 60
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B
Abbildung 18: DMB-HPLC Messung mit unterschiedlicheolymerkettenlangen A: Sialinsaure (1 DP), Poly-

mere mit 3 DP und 5 DP und B: Kommerziell erhatiicColominsaure.

Wie erwartet, zeigt die Sialinsdure nur einen P@dibildung 18 A). Durch die Hydrolyse

wird die definierte Probe mit 3 DP gespalten, sesddonomere und Dimere vorhanden sind.

2 Zur Verfiigung gestellt von Prof. Gerardy-Schafi{H.
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Dies wird auch bei 5 DP beobachtet. Durch die midgdrolyse werden die Polymere (3 DP
und 5 DP) nicht vollstandig hydrolysiert, was a@the Detektion des nicht gespaltenen Mo-
leklls ermdglicht. Durch diesen Test konnte gezeigterden, dass die
Polymerkettenlangenbestimmung mit der DMB-HPLC nabgist. Mit dieser Methode kann
zwar die maximale Polymerkettenlange bestimmt werdeer Anteil der maximalen
Polymerkettenlange in der Probe kann jedoch niesiigestellt werden. Ursachen dafir sind
einerseits die partielle Hydrolyse und andererghéaingleichmafige Markierung mit DMB,
welche bei kiirzeren Ketten wesentlich effektivelat als bei langeren Ketten. Abbildung
18 B zeigt dem Polymerisationsgrad der kommerzezhéaltlichen Colominséure. Die
Polymerkettenlange betragt bei der ColominsaurBB7Die Signalintensitat der markierten
Colominsaure nimmt mit der Polymerkette ab. Diets em typisches Verhalten der
Polymerkettenlangenbestimmung mit der DMB-HPLC, |&lagerkettige Molekule leichter
hydrolysiert werden. Daher wurde die Markierungktiea fur die langkettige polySia opti-
miert, so dass die maximale Polyerkettenlange inestiverden kann (Daten nicht gezeigt).
Dadurch konnten aus der Fed-Batch-Kultur Polyméekéingen zwischen 140 und 160 DP
ermittelt werden. Eines der angestrebten Zieleltssahliel3lich die Herstellung dieser
langkettigen Polymerketten dar, um einen EinsatBereich der Tissue Engineering zu er-

maglichen.

4.2.2 Wahl der Faktoren fur die statistische Versuchsplanng im Batch-Betrieb

Als Faktoren fir die statistische Versuchsplanuagé&n die verwendeten Kultivierungsbe-
dingungen wie Temperatur, Begasungsrate, Rihrgesdigkeit und Substratkonzentration
zu Beginn der Kultvierung in Frage. Diese vier Bag&h wurden als Grundlage der statisti-

schen Versuchsplanung in den folgenden Niveaugevari

Tabelle 7: Faktoren fir die statistische Versucdsphg.

Faktor -1 0 +1
Temperatur (°C) 32 35 38
Rihrgeschw. (min) 500 800 1100
Begasungsrate (Lmih 5 10 15
Glucose (g [} 13 18 23

Die Auswirkungen der Faktoren (Tabelle 7) auf digltkierung wurden anhand der Opti-

schen Dichte, polySia-Konzentration und Polymegkditnge der polySia (DP) beurteilt.
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Jede der ZielgroRen wurde direkt nach Ende denKedting und 2 h nach Kultivierungsen-
de bestimmt, um den Einfluss der Zelllyse auf diyPia-Menge und polySia-Polymerlange
zu untersuchen.

Fur vier Faktoren auf zwei Stufen mussten bei einettiaktoriellen Plan 16 Kultivierungen
durchgefuhrt werden. Da aber nur geringe (maxinoglpelte) Wechselwirkungen zwischen
den Einflussfaktoren zu erwarten sind, wird eirfa&torieller Versuchsplan mit 8 Experi-
menten aufgestellt [56].

Der teilfaktorielle Versuchsplan wurde durch daentische Zentralversuche erganzt, um die
Kultivierungsvariabilitdt abschatzen zu koénnen. Meihenfolge der Experimente wurde
randomisiert, um systematische Fehler bei der Ouhthng méglichst weit Gber den Ver-
suchsplan zu verteilen. Die festgelegten Zielgroleo die Optische Dichte, polySia-
Konzentration und polySia-Polymerlange wurden figr L durchgefihrten Kultivierungen
(Versuchsbedingung im Kapitel 8.10, Tabelle 40}ibeswt. Die Auswertung der statistischen
Versuchsplanung erfolgte tber die Modde 9 Softwlimetrics, Schweden). Die erhaltenen
Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 8: Ergebnisse der 11 durchgefuhrten Kativigen fur die Versuchsplanung.

Randomisierte ODeng  OD.on  polySiaeng polySiawn DPeng  DPion

Reihenfolge
1 18,00 16,07 0,211 0,277 99 106
2 15,70 14,50 0,184 0,317 91 107
3 20,05 18,58 0,357 0,455 101 99
4 14,22 13,42 0,132 0,244 108 111
5 22,40 20,93 0,363 0,544 102 106
6 20,63 17,14 0,308 0,393 117 126
7 18,32 17,96 0,302 0,423 88 115
8 20,00 16,96 0,339 0,380 91 97
9 16,46 14,28 0,150 0,226 90 105
10 19,76 17,06 0,461 0,531 130 116
11 17,99 16,37 0,214 0,273 128 142

Die Optischen Dichten liegen am Ende der Kultivigrwm 1 bis 3 Einheiten tber der Opti-
schen Dichte als nach weiteren 2 h. Die Kultivigr&nzeigt die grof3te Optische Dichte. Die
Zentralversuche 3, 6 und 10 zeigen zum Ende detiviarungen ebenfalls hohe Optische
Dichten. Die polySia-Konzentration am Ende der Kadtrung liegt bei den Versuchen zwi-
schen 0,132 gt und 0,461 g I*. Durch die unterschiedlichen Kultivierungsbedingen

wurden diese gro3en Unterschiede erwartet. Zweidetn nach dem Ende der Kultivierun-
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gen steigt die polySia-Konzentration bei den maistersuchen an. Da sich die Zellen zu
dieser Zeit in der Absterbphase befinden, erfolgtmutlich eine vermehrte Abgabe der
polySia aus der Zelloberflache. Bei den Versuchen4d25 und 9 sind die polySia-

Konzentrationen sogar um mehr als 50 % angestiddjeser Anstieg wurde bei der Auswer-
tung berucksichtigt, genauso wie die relative Vdeiong innerhalb dieser Zeit. Die

Polymerlange der polySia lag zwischen 88 DP undOBOund erhdhte sich in den ersten
zwei Stunden nach Ende der Kultivierung auf 9714i2 DP. Nur bei Versuch 3 und 10, den
Zentralversuchen, verringert sie sich von 101 DP9&UDP, bzw. von 130 DP auf 116 DP.
Eine Verringerung der Polymerkettenlange ist unseieinlich, da im Medium keine Ab-

bauprodukte vorhanden sind. Ein Grund fur die Wgerung der Polymerkettenlange kdnnte
eine fehlerhafte DMB-Markierung sein, die durchee\ferunreinigung der Proben verursacht

wurde.
Optische Dichte

Die Abhangigkeit der Optischen Dichte von den Fektdst in der Abbildung 19 dargestellt.
Die erreichte Optische Dichte ist bei Versuch 5 224 bzw. 20,9 nach 2 h am hdchsten und
bei Versuch 4 mit 14,22 bzw. 13,4 nach 2 h nachekret Kultivierung am geringsten (vgl.
Tabelle 40).
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Abbildung 19: Optische Dichte in Abhangigkeit vorerdTemperatur, Rihrgeschwindigkeit und Glucose-

Startkonzentration nach Ende der Batch-Kultivier(digund 2 h nach Kultivierungsende (B).

Die Optische Dichte steigt mit der Erh6hung der d@ke-Startkonzentration und Ruhrge-
schwindigkeit an und sinkt mit der Erhohung der peratur. Direkt nach Prozessende haben
alle drei Faktoren einen signifikanten Einfluss digf Optische Dichte (Abbildung 19 A). Die
Signifikanz des Einflusses der Ruhrgeschwindigkeit die Optische Dichte ist zum Zeit-

punkt 2 h nach Kultivierungsende nicht mehr gegelidas geht aus dem Fehlerbalken in
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Abbildung 19 B hervor. Die Begasungsrate hat keimesentlichen Einfluss auf die Optische
Dichte. Mit Hilfe dieser drei Faktoren kann die 3phe Dichte folgendermal3en aus den ko-

dierten Faktorenstufen (-1 und 1) mit Hilfe des Me® Programms bestimmt werden:

ODepg = 17,89+ 1,79« GS + 1,33« R — 0,72 T (3.1)
OD,,, = 16,31+ 1,75+ GS + 0,75« R — 1,06 * T (3.2

GS = Glucose-Startkonzentration; R= Riihrgeschwkadtg T= Temperatur; Oy = Optische Dichte nach der
Kultivierung und OD,, = Optische Dichte 2 h nach Ende der Kultivierung.

Der Modellfehler fur die Optische Dichte direkt halerozessende liegt bei 1,29 und fur die
Messung 2 h spater bei 1,03. Das BestimmtheitsiRARd{rekt nach Prozessende liegt bei
0,9695 und 2 h nach der Kultivierung bei 0,9354h&ast das Modell direkt nach Prozess-

ende vorzuziehen.
polySia-Konzentration

Als nachstes wurde untersucht, inwiefern die untgrgen Faktoren Einfluss auf die polySia-
Konzentration haben. In Abbildung 20 ist die Abhgkgit der polySia-Konzentration von
den einzelnen Einflussgréf3en dargestellt. Die pal®nzentration steigt mit der Erhéhung
der Glucosestartkonzentration und der Rihrgeschgked an und sinkt mit steigender
Temperatur. Direkt nach Prozessende sind alle [Ea&toren signifikant fir die polySia-
Konzentration. Zusatzlich hat die Kombination déhéren Rihrgeschwindigkeit und héhe-
ren Glucosestartkonzentration einen positiven kgsflauf die polySia-Produktion, aber die-
ser Wert ist statistisch nicht signifikant. Bei dénodell fir die polySia-Konzentration 2 h
nach Kultivierungsende sind jedoch die Wechselwigen zwischen Ruhrgeschwindigkeit
und Glucosestartkonzentration sowie zusatzlichWiechselwirkung zwischen Temperatur
und Glucosestartkonzentration statistisch signifikéAuch bei der polySia-Konzentration

wurde keine Abhangigkeit von der Begasungsratgésselit.
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Abbildung 20: polySia-Konzentration in Abhangigkedn der Temperatur, Ruhrgeschwindigkeit und Glaeos

Startkonzentration nach Ende der Batch-KultiviergAjyund 2 h nach Ende (B) mit zusatzlicher Wechsgel

kung zwischen Temperatur/Glucose-StartkonzentratirmhRuhrgeschwindigkeit/Glucose-Startkonzentration

Mit Hilfe dieser drei bzw. vier Faktoren kann dielySia-Konzentration folgendermal3en aus

den kodierten Faktorenstufen (-1 und 1) bestimnmtiem

PS,pa = 0,237 + 0,0676 * GS + 0,0289 * R — 0,0282 * T + 0,0175 * R % GS (3.3)

PS,5, = 0,335+ 0,0694 * GS + 0,0212 * R — 0,0549 * T + 0,0357 * R * GS — 0,0238 x T * GS (3.4)

GS = Glucose-Startkonzentration; R= Riuhrgeschwkalig T= Temperatur; P = polySia-Konzentration
nach der Kultivierung und B$= polySia-Konzentration 2 h nach Ende der Kultivig.

Der Modellfehler fur die polySia-Konzentration dite nach Prozessende liegt bei
0,0503 g [* mit einem BestimmtheitsmaR von 0,9801 und fiir Migssung 2 h spater bei
0,0473 g [* mit einem Regressionskoeffizienten von 0,9979. Awig des hoheren Be-
stimmtheitsmal? und geringeren Modellfehlers ist Mglell fur die Messwerte 2 h nach

Prozessende aussagekraftiger.
Polymeristationsgrad

Als letztes wurde die Abhangigkeit der Faktoren @dief Polymerlange untersucht. Es stellte
sich heraus, dass die Polymerlange mit der Erhdlendgremperatur steigt und mit der Er-
hoéhung von Riuhrgeschwindigkeit sinkt. Den einziggnifikanten Effekt hat die Kombina-
tion von gesenkter Temperatur und erhdhter Ruhhyesdigkeit (Abbildung 21; A). Fir 2 h
nach Prozessende gibt es keine signifikanten Efekibbildung 21 B).
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Abbildung 21: polySia-Polymerléange in Abhéngigkeitn der Temperatur, Rihrgeschwindigkeit und Wech-
selwirkung Temperatur / Rihrgeschwindigkeit nackdéder Batch-Kultivierung (A) fir 2 h nach Ende .(B)

Mit Hilfe dieser drei Faktoren kann die Polymerléregm Ende der Kultivierung aus den ko-

dierten Faktorenstufen (-1 und 1) folgendermal3etiroent werden:

DP,pg = 99,625 + 4,625« T — 4,125« R — 9,625 * T = R (3.5)

R= Ruhrgeschwindigkeit; T= Temperatur und.R® polySia-Polymerlange nach der Kultivierung.

Der Modellfehler fir die Polymerlange direkt naato®ssende liegt bei 7,19 mit einer Be-

stimmtheitsgrad von 0,8334.

4.2.2 1Fazit

Die Versuchsplanung hat ergeben, dass die Bedimgufig eine optimale Kultivierung des
E. coli K1 und eine optimale Produktion von polySia von Gé&icosestartkonzentration, der
Ruhrgeschwindigkeit und der Temperatur abhangesa.Heigasungsrate hat keinen wesentli-

chen Einfluss auf den Prozess.
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Abbildung 22: Optische Dichte direkt nach Prozedsennd polySia-Konzentration 2 h nach der Kultivieg.
Dargestellt ist Ruhrgeschwindigkeit (A) und Tempera (B) in Abhangigkeit von der Glucose-

Startkonzentration.

Wie Abbildung 22 verdeutlicht, steigen die Optisddiehte und die polySia-Konzentration

mit hohen Glucosestartkonzentrationen, hohen R@blyeindigkeiten und bei niedrigen

Temperaturen an. Daher empfiehlt es sich fir dedéktion bei 32 °C mit einer Glucose-

Startkonzentration von 22 g'lund einer Riihrgeschwindigkeit von 1.000 thiru arbeiten.



Ergebnisse und Diskussion 37

DP [ |
en 103
1000 4 — 10
b= 93 101
R 152§
=
g
~< ]
= 100
2 80
2 100
=
@
0] a9
> 700
£ 101
B=]
@
e 3
EO0

"~ __|E
00 -_n T T T T T T t T
1)

Glucose-Startkonzentration [g']
Abbildung 23: Die polySia-Polymerlange direkt naéhrozessende in Abhangigkeit von der Glucose-

Startkonzentration und Rihrgeschwindigkeit.

Abbildung 23 zeigt allerdings, dass die polySiaywrlange durch die hohe Rihrgeschwin-
digkeit negativ beeinflusst wird. Um eine hohe Padykettenléange zu erreichen, empfiehlt es
sich bei niedrigen Ruhrgeschwindigkeiten zu arlpeizie Glucosestartkonzenration hat kei-
nen direkten Einfluss auf die Polymerkettenlange.

In Abbildung 24 sind alle Ergebnisse der Kultiviegen zusammengestellt. Hier sind die
Optische Dichte am Prozessende, die polySia-Koratgon 2 h nach Kultivierungsende und
die polySia-Polymerlange direkt nach Prozessendebimingigkeit von der Temperatur, der
Glucosestartkonzentration und Ruhrgeschwindigkargestellt. Es sind jeweils drei Kulti-

vierungen mit drei unterschiedlichen SchwerpunKieamperatur, Glucosestartkonzentration
und Ruhrgeschwindigkeit) zu sehen. Die Optischén@icimmt mit zunehmender Tempera-
tur ab. Dies liegt an den steigenden Wachstumsratemunehmender Temperatur, wodurch
die Glucose schneller verbraucht wird. Wie erwartgigt die Optische Dichte mit der Glu-
cose-Startkonzentration an, da mehr Glucose furWashstum der Zellen zu Verfiigung
steht. Mit zunehmender Ruhrgeschwindigkeit steigthadie Optische Dichte aufgrund der
besseren Versorgung der Zellen mit Sauerstoff an.

Die polySia-Konzentration fallt mit der Temperatab und steigt mit der Glucose-

Startkonzentration an, analog zu der OptischentBidder Anstieg der Rihrgeschwindigkeit
(im betrachteten Fenster) zeigt im Gegensatz zurs€en Dichte keinen starken Anstieg
der polySia-Konzentration.

Die polySia-Polymerlange steigt mit der Temperatar Der Stoffwechsel der Zellen wird

durch die hohe Temperatur angeregt, wodurch langeiseSia-Molekiile produziert werden

konnen. Dies ist auch eine mogliche Erklarung figr Abnahme der polySia-Konzentration
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im Medium mit zunehmender Temperatur, da die pa\&nger auf der Zelloberflache ver-
bleibt. Desweiteren wurde keine Abh&ngigkeit zwestller polySia-Polymerlange und Glu-
cose-Startkonzentration festgestellt. Wie zu emvarhimmt die Polymerlange mit der Rihr-
geschwindigkeit ab, denn die Ruhrgeschwindigkeaieegt einen hohen Scherstress, wodurch
die polySia leicht von der Zelloberflache getremitd und somit keine langeren Polymere
entstehen kdnnen. FUr die Produktion von langlkattmplySia empfiehlt es sich, bei einer
Temperatur von 38 °C und einer Riihrgeschwindigkait 500 mift zu arbeiten.
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Abbildung 24: Optische Dichte am Prozessende, palf®nzentration 2 h nach Kultivierungsende und die
polySia-Polymerlange direkt nach Prozessende indAblgkeit von Temperatur, Glucose-Startkonzentnatio

und Rihrgeschwindigkeit.

Mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung kann fiir verschiedene Bedingungen die Op-
tische Dichte, polySia-Konzentration und polySidyRterlange berechnet werden. Wahrend
die Optische Dichte und die polySia-Konzentratioregyleiche Abh&ngigkeit von den Fakto-
ren Temperatur, Glucosestartkonzentration und Radutgvindigkeit zeigen, verhalt sich die
Polymerkettenlange entgegengesetzt (Abbildung B&her kann zwischen Polymerléange
und polySia-Produktion gewahlt werden. Zudem bisitgt auch ein Kompromiss an, jedoch

mussen hierzu die optimalen Kultivierungsbedingungefunden werden.

4.2.3 Einfluss der Wachstumsrate auf polySia-Produktion umd polySia-Polymerlange
im Fed-Batch-Modus

In diesem Kapitel soll der Einfluss der Wachsturteseuf die polySia-Produktion und poly-
Sia-Polymerlange untersucht werden. Fir die Untérnsog wurden funf Fed-Batch-
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Kultivierungen mit jeweils unterschiedlichen Waalmsraten durchgefiihrt. Die Kultivie-
rungen erfolgten im Biostat C mit 8 L definiertem eMum und einer
Glucosestartkonzentration von 10 ¢ IDie BTM der Kultivierung betrug nach der Batch-
Phase 7,0- 7,3 g'L In der Fed-Batch-Phase wurden 2 L Glucoseldstibgimer konstanten
Wachstumsrate durch das Neu-ork Programm zugdfiiéz verwendeten Startparameter

fur das Neu-ork Programm sind in der Tabelle 9 mumangefasst.

Tabelle 9: Parameter fiir das Neu-ork Programm agtiBi.mung der polySia-Polymerlange in der Fed-Batch
Phase (Biostat C).

Parameter X(t)?® Vr(t)® S(W)° S° Y xs® Km' Hset (to)®
[gL7] [L] gL' gL [9g" [gL7] [h
Werte 70-7.3 8 0.1 200 05 001 02-045

 Biomasse nach Batch-PhageReaktorvolumen;C Substratkonzentration nach Batch-Phé’sSubstratkonzentration der Feed- Lésung;

© Ausbeutekoeffizient Biomasse/ProdufldMIonod-Konstante? Eingestellte Wachstumsrate

In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Kultiviegusiargestellt. Es sind die Ausbeutekoef-
fizienten Ypis Yxis, Ypix und die Polymerlange (DP) gegen die spezifischenAMtamsrate
der Fed-Batch-Kultivierungen aufgetragen. Die Augbkoeffizienten wurden aus den Fed-
Batch-Kultivierungen berechnet. Die maximale Polgketenlange wurde jeweils direkt
nach der Kultivierung gemessen. Hierfir wurde didtikierung bzw. Endprobe der Kulti-
vierung aufgereinigt und mit der DMB-HPLC gemess@fapitel 8.5.5). Fur die
Aufreinigung wurde die Adsorbertechnik aus Kap8e verwendet. Der hochste Wert vom
Ausbeutekoeffizient Produkt/Substratpy=0,027 g &) und der Ausbeutekoeffizient Bio-
masse/Substrat (¢ =0,376 g &) lag bei einer Wachstumsrate von 0;3 lm Allgemeinen
ahnelt sich der Verlauf der beiden Ausbeutekoedfi'en sehr, da sich beide Werte auf das
Substrat beziehen. Der Ausbeutekoeffizient Pro@itimhasse (¥x) fallt zunachst bei einer
Wachstumsrate 0,25und steigt bis zu einer Wachstumsrate von 0,38 bei welchem

er den héchsten Wert von 0,0867 4 gufweist. AnschlieBend sinkt der Wert erneut auf
0,04 g g
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Abbildung 25: Die Ausbeutekoeffizienterns¥ Y s, Ypx und polySia-Polymerlange (DP) in Abh&angigkeit von

der spezifischen Wachstumsrate.

Die polySia-Polymerlange (DP) fallt mit zunehmentié¢aichstumsrate. Dabei nimmt sie bei
der Wachstumsrate von 0,3,halso bei ¥,s= 0,027 g ¢ und Yxs = 0,376 g g noch starker

ab. Daher kann eine leichte Abhangigkeit zwischelyS$ia-Polymerlange und Ausbeuteko-
effizienten festgestellt werden. Die polySia-Polyl&wege wird aber hauptsachlich von der
Wachstumsrate beeinflusst. Bei kleinen Wachsturesrantstehen langere polySia-Ketten.
Ein Grund hierfir kénnte sein, dass die polySiakieinen Wachstumsraten langer auf der
Zelloberflache verbleibt und so starker polymermsmnekann. Zudem kann festgestellt werden,
dass eine zu hohe Wachstumsrate sich negativ aufasbeutekoeffizienten und polySia-
Polymerlange auswirkt. Ein Kompromiss hinsichtlides Ausbeutekoeffizients und der

Polymerlange stellt eine Wachstumsrate von 0;28dr.

4.2.3.1Fazit

Im Fed-Batch erfolgte die Untersuchung in Abhangigkon der Wachstumsrate. Bei einer
Wachstumsrate von 0,3'wurde die héchste Ausbeute erzielt. Die Polymesafidlt mit
der Wachstumsrate ab. Eine Wachstumsrate von 0,25tellt hinsichtlich des
Ausbeutekoeffizients und der Polymerlange eineermitompromiss dar.
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4.3 Scale-up im Biostat UD

In diesem Kapitel erfolgt der Scale-up auf 24 L Biostat UD im Batch- sowie im Fed-
Batch-Betrieb. Dabei wurde das Hauptaugenmerk iuEchohung der Polymerlange gelegt,
die in Kapitel 4.2 ermittelt wurden. Beim Scalequfissen grundsatzlich thermodynamische
Phénomene (Sauerstoffloslichkeit der Fermentatiais), kinetische Eigenschaften
(Wachstumskinetik der Mikroorganismen) und Stoffsportprozesse bertcksichtigt werden
[53]. Dabei hangen die beiden ersten Aspekte nichtder Gré3e des Bioreaktors ab, sofern
sie sorgfaltig gemessen werden. Jedoch hangt dieelek Sauerstoffkonzentration und das
Wachstums-und Produktionsverhalten vom jeweiligead3stab ab. Daher spielt die geomet-
rische Ahnlichkeit der Bioreaktoren beim Scale-impeesehr wichtige Rolle. Die geometri-
schen Parameter sind z.B. Reaktorh6he zu Reakuineh@sser und Reaktordurchmesser zu
Ruhrerdurchmesser. Diese Parameter unterscheidemeasim Biostat C und Biostat UD nur
um 1-2 %. Daher kann davon Ausgegengen werden,siigisslie Ergebnisse des Biostat C
auf den Biostat UD ubertragen lassen.

4.3.1 24 L Batch-Kultivierung

Um die Ausbeute an polySia zu erhdhen, wurde eateSap auf den 24 L Mal3stab durchge-
fuhrt. Dabei wurden die in Kapitel 4.2.2 ermittelt€®arameter fiir eine mogliche hohe
Polymerkettenlange verwendet. Zudem wurden die iWeiungsbedingungen so gewabhilt,
dass stets genigend Sauerstoff wahrend der Kultigezu Verfigung stand (Tabelle 10).
Die Ergebnisse der Kultivierung sind in Abbildung 6 2 dargestellt. Die
Glucosestartkonzentration betrug 224 (Abbildung 26 A). Die Kultivierung wurde nach
ca. 11 h beendet.

Die Wachstumskonstante liegt hier bei 0,47 Woraus sich eine Generationszeit von 88 min
ergibt. Im Vergleich zu der 10 L Kultivierung (8limh besitzen die Zellen eine héhere Gene-
rationszeit, was sich in der langeren Kultivieruregs widerspiegelt. Die maximale BTM
betragt 9 g I und die polySia-Konzentration liegt bei 0,317q (Abbildung 26 A). Zum
Ende der Kultivierung fiel der Geldstsauerstoff auf 3 % und die Acetatkonzentration stieg
auf 0,12 g ! an (Abbildung 26). Firr die nachsten KultivierungenBiostat UD wurde die
Rihrgeschwindigkeit auf 550 mirerhéht, um eine bessere Sauerstoffversorgung elEmZ

Zu erzielen.
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Tabelle 10: Kultivierungsbedingungen fur die pob$roduktion au&. coli K1 im 24 L Bioreaktor im Batch-
Betrieb.

Kultivierungsbedingungen Batch

o
Temperatur 37 °C
Rihrgeschw. 500 mirt
pH 7,5
-1
Begasung 24 L min
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Abbildung 26:0ffline-Daten der 24 L Batch-Kultivierung vdacoli K1 (A) und der C@Anteil (grau unter-
legt); Gel6stsauerstoffgehalt; OTR; CPR und RQ i(B)Biostat DU. Schwarzer Pfeil: Anstieg der polySia
Konzentration; Griner Pfeil: Abfall des Geldstsateifgehalts.

Der RQ zeigt leichte Schwankungen zu Beginn deti¥iatung. Nach ca. 5 h steigt der RQ-
Wert kurzfristig an, da zu dieser Zeit der Ruhnesfeel (Abbildung 26 B, griner Pfeil). Auch
ein Anstieg der polySia-Konzentration im Medium kta in diesem Zeitraum beobachtet
werden (Abbildung 26 A, schwarzer Pfeil). Dies wairdiahrscheinlich durch den hohen
Zellstress verursacht, der bei dem Neustart desdriientsteht. Es kann somit davon ausge-
gangen werden, dass die Ablésung der zellgebundeolgSia durch das erneute Anfahren
des Ruhrers beeinflusst wird. Der RQ-Wert verbleihrend der ersten 7 h der Kultivierung

unterhalb von 0,7, was auf einen langsamen Stoffeelader Zellen hinweist.

4.3.2 29 L Fed-Batch-Kultivierung

Nach erfolgreicher Fed-Batch-Kultivierung im 10 LaRktab fand auch hier ein Scale-up auf
29 L statt. Die Kultivierungsbedingungen fur diet@aPhase wurden aus der 24 L Batch

Kultivierung ibernommen (siehe Kapital 4.3.1). ker d~ed-Batch-Phase wurden eine,pO
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Regelung eingestellt, so dass ein Gelostsauerstaifyvon 30 % im Bioreaktor herrschte
(Tabelle 11). In der Batch-Phase wurden 24 L Mediorgelegt und 5L Glucoselésung
(200 g L'Y) im Verlauf der Fed-Batch-Phase zugefiittert.

Tabelle 11: Kultivierungsbedingungen fur die pob$roduktion aug. coli K1 im 24 L Bioreaktor im Fed-
Batch-Betrieb.

Kultivierungsbedingungen Batch | Fed-Bah
Temperatur 37 °C | 37°C
Rihrgeschw. 550 mint / 150 — 750 mift
pH 7.5 /| 7,5
Begasung 24 L minY 24-30L mint

Tabelle 12 enthalt die Start-Werte fur die Fed-BdRegelung. Im Biostat UD wurde eine
Wachstumsrate von 0,25 heingestellt, da bei dieser Wachstumsrate eine IpaitgSia-

Ausbeute und hohe Polymerlangen zu erwarten wiapitel 4.2.3).

Tabelle 12: Im Neu-ork Programm eingestellte Patanfér die 29 L Fed-Batch-Kultivierung.

Parameter X (t)? Vg (t)® S (k) S Y xis® Km' Hset (to)°
[g L] [L] gL [gL" [g9g [gL" [
Werte 6,2 24 0,1 200 0,5 0,01 0,25

& Biomasse nach Batch-PhageReaktorvolumen;C Substratkonzentration nach Batch-Phé’ssubstratkonzentration der Feed-Losung;

© Ausbeutekoeffizient Biomasse/Produfkls/ﬂonod-Konstante‘:J Eingestellte Wachstumsrate

Abbildung 27 zeigt di©ffline-Daten der Kultivierung im Form der BTM, Acetat-luGose-,
polySia- und Proteinkonzentration. Nach der Batbhde (9,2 h), beobachtet durch den An-
stieg des Geldstsauerstoffgehalt (Abbildung 28vA)tde die Fed-Batch-Phase mit Hilfe des
Feed Modells gestartet. Es wurde am Ende der Keiting eine BTM von 15,6 gler-
reicht. Die polySia-Konzentration erreichte eineert\Won 0,9 g [! und die Proteinkonzent-
ration lag bei 460 mgL Die Wachstumsrate betrug in der Batch-Phase naxirl i

und in der Fed-Batch Phase 0,24 (p.a, berechnete Wachstumsrate), was aus dem einge-
stellten Wert getvon 0,25 resultiert.
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Abbildung 27: Dargestellt sind di@ffline-Daten der 29 L Fed-Batch-Kultivierung vdhcoli K1 im Biostat
uD.

In Abbildung 28 A sind di®©nline-Daten aus der RISP-Software und in Abbildung 28l
OTR, CPR, RQ und Feedrate dargestellt. Aus Abbgd@8 wird ersichtlich, dass der
Gelostsauerstoffanteil von 30 % auch mit Hilfe d&ihrgeschwindigkeitsregelung nicht
konstant gehalten werden konnte. Zusatzlich falt @TR-Wert unter den Wert des CPR,
d.h. die Zellen produzieren mehr Kohlendioxid amu&stoff zur Verfigung steht. Aus
diesem Grund wurde nach 12,5 h die Begasungsrae4d. min* auf 30 L min* manuell
erhoht, wodurch die Rihrgeschwindigkeit sank. NE&J5 h war die 5 L Feed-Glucoselésung
verbraucht und die Fed-Batch-Phase wurde beendes.|&sst sich auch an dem Anstieg des
Gelostsauerstoffs und dem Abfall der Ruihrgeschwikelt erkennen. Die starken
Schwankungen des RQ zu Beginn der Kultivierung sindvernachlassigen, da sich der
CPR- und OTR-Wert zu dieser Zeit nicht unterscheidew. die Differenzen zu klein sind.
AnschlieRend liegt der RQ-Wert wahrend der Kultivieg bei 1, ausgenommen bei dem

Ubergang von Batch- zu Fed-Batch-Phase und am @sdéultivierung.
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Abbildung 28:0Online-Daten: CQ-Anteil; Geldstsauerstoffgehalt; Rihrgeschwindigkeid Begasungsrate der
29 L Fed-Batch-Kultivierung voi.coli K1 (A) und die OTR-, CPR-, RQ-Werte und Feed-Hiatss (B) im
Biostat UD.

4.3.3 Fazit

Im Batch-Modus wurde ein Scale-up auf 24 L erfdlgre durchgefuhrt. Die
Kultivierungsbedingungen wurden so gewahlt, dasisreréd der Kultivierung eine optimale
Sauerstoffversorgung im Bioreaktor gewahrleistetr.wBas Ziel dabei war es, die
Produktmenge an langkettiger polySia zu erh6hea.raximale Biotrockenmasse lag nach
11,1 h bei 9 g I (Tabelle 13). Die Wachstumsrate war mit 0,47ehwas geringer als bei der
10 L Kultivierung (vgl. Kapitel 4.1.1), was zu em2 h langeren Kultivierungszeit fuhrte.
Dies héngt vermutlich mit den unterschiedlichen d@kekonzentrationen zu Beginn der

Kultivierungen zusammen.

Tabelle 13: Ergebnis-Zusammenfassung der 10 L drid Ratch-Kultivierungen.

Batch-Kultivierung

10L 24 L
polySia-Konzentration 037gl 0,31gt
BTM 8,69l 9,09t
Proteine 194 mg [* 310 mgt
Kultivierungszeit 9,2h 11h

Anschliel3end wurde die Fed-Batch Kultivierung ino&at UD (29 L) durchgefuhrt. In der
Batch-Phase wurden 24 L Medium vorgelegt und Sucgsehaltiges Feed-Medium im Ver-
lauf der Fed-Batch-Phase bei einer Wachstumskateqn 0,25 H zugefiittert. Wie schon im

Kapitel 4.2.3 erwahnt, liefert eine Wachstumsraie 0,25 i ein gutes Verhaltnis zwischen
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Produktausbeute und polySia-Polymerlange. Nach th4yéirde eine BTM von 15,6 gL
und eine polySia-Konzentration von 0,9 § érreicht (Tabelle 14). Im Vergleich zu der 24 L
Kultivierung konnte durch den Fed-Batch die polyB@nzentration um den Faktor 2,9 und
die BTM um 1,7 erhdht werden.

Tabelle 14: Ergebnis-Zusammenfassung der 10 L 8rid Red-Batch-Kultivierungen.

ed-Batch-Kultivierung

1o 29 L
polySia-Konzentration 1,3g [ 09gL
BTM 18 g I* 15,6 gt
Proteine 340 mg [* 460 mg tt
Kultivierungszeit 14 h 13,5h

Im der Tabelle 15 sind die Ausbeutekoeffizienten 2L Batch- und der 29 L Fed-Batch-

Kultivierung gegeniibergestellt.

Tabelle 15: Ausbeutekoeffizienten der 24 L Batahd 29 L Fed-Batch-Kultivierung im Biostat DU.

Ausbeutekoeffizient Y s Y e’ Y
[9g'] [9d'] [9d"]
Batch 0,403 0,0344 0,0137
Fed-Batch 0,3625 0,0573 0,0208

2 Ausbeutekoeffizient Biomasse/SubsthXusbeutekoefﬁzient Produkt/Biomass?esusbeutekoeffizient Produkt/ Substrat

Der Vergleich der Ausbeutekoeffizienter,¥ zeigt, dass die Umsetzung der Glucose zu Bi-
omasse im Batch-Modus effektiver erfolgt. Die Audie&oeffizienten ¥;x und Yp/s sind
jedoch analog zu den 10 L Kultivierungen im FedeBatlodus hoher als im Batch-Modus.
Y pix konnte um den Faktor 1,7 und,¥um den Faktor 1,5 erh6ht werden. Aul3er degs Y
im Batch-Modus liegen alle AusbeutekoeffizientenBrastat UD unter denn der in Biostat C
Kultivierungen (siehe Tabelle 5). Dies liegt verfiaht an der niedrigeren Rihrgeschwindig-
keit im Biostat UD, welche im Hinblick auf die Pngktion langkettiger polySia optimiert
wurde. Zudem wurde in der Fed-Batch-Kultivierungeeniedrige Wachstumsrate wahrend
der Fed-Batch Phase eingestellt (0,25 statt ©)3 Bies fiihrt ebenfalls zu einer héheren
Polymerlange, und somit zu einer geringeren pokf&isbeute. Die polySia-Menge betragt
in der Batch-Kultivierung 7,4 g und in der Fed-Baiultivierung 26 g. Die Ausbeute konn-

te also analog zu der Fed-Batch-Kultivierung imds& C um den Faktor 3,5 erhdht werden.
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In der Tabelle 16 sind die Ergebnisse der polySad&ktion im Biostat UD fur die Batch-
und Fed-Batch-Kultivierung zusammengefasst.

Tabelle 16: Ergebnisse der Produktion von poly8ialér 24 L Batch- und 29 L Fed-Batch-Kultivierung i
Biostat UD.

Ergebnisse 24 L Batch 29Hed-Batch
Ausbeute 7,49 26 ¢
Zeitaufwand 11,2 h 14,6 h
Materialkosten 16,80 € 34,90 €
Materialkosten/Ausbeute 2,27 € ¢ 1,34 €4

Die Materialkosten pro g Produkt liegen im Biost#D bei der Batch-Kultivierung bei
2,27 € ¢ und bei der Fed-Batch-Kultivierung bei 1,34 € ®ie Fed-Batch-Kultivierung ist
folglich um den Faktor 1,7 glnstiger als die Bakahitivierung. Im Vergleich zum Biostat C
liegen die Kosten im Biostat UD um 17 bzw. 23 % élda mehr Medium bendtigt wird.
Die Kosten im Biostat DU kénnten durch die Optimigy der polySia-Produktion verringert

werden.

Ergebnisse des Scale-up

Fur die Batch-Kultivierung im Biostat UD wurde dEsiltivierungsvolumen von 10 L auf
24 L erhoht, dies entspricht einem Faktor von Zpbtzdem wurde nur eine Zunahme des
polySia-Gehalts um den Faktor von 2 beobachtethAaice signifikante Erhéhung der BTM
konnte im Biostat UD flur die Batch-Kultivierung hicbeobachtet werden, obwohl sich die
Ausbeutekoeffizienten ,Biomasse zum Substraty,£) im gleichen Bereich liegen. Dies
lasst sich durch die niedrige Ruhrgeschwindigkditéeen, wie bereits in Kapitel 4.3.3 be-
schrieben, wodurch weniger Sauerstoff flr die Zelter Verfligung steht. Dies zeigt sich
auch in den OTR-Werten der beiden Reaktoren. FéifFdd-Batch-Kultivierung im Biostat
UD wurden die gleichen Beobachtungen wie bei deactB&ultivierung gemacht. Fir die
Steigerung der polySia-Konzentration empfiehlt séthe Erhdhung der Ruhrgeschwindig-
keit im Biostat UD.

Das primare Ziel der Biostat UD-Kultivierungen laght darin, die Produktausbeute zu er-
hohen, sondern die Polymerlange. In Tabelle 17 diaddurchschnittlichen Ergebnisse der
maximalen Polymerlangen zweier Kultivierungen imo®at C und Biostat UD jeweils in

Batch- und Fed-Batch-Betrieb gegentber gestelttdigiUntersuchung wurden je 50 mL der
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Kulterbriihe mit der in Kapitel 5.6 beschrieben Dgtwream-Methode (Adsorbertechnik)
aufgereinigt und die Polymerlange untersucht.

Tabelle 17: Durchschnittliche polySia-Polymerlardgr Batch- und Fed-Batch-Kultivierungen im Biostt
und UD.

Ergebnisse Batch Fed-Batch
Biostat C 102,5 DP 137 DP
Biostat UD 106 DP 140 DP

Tabelle 17 zeigt, dass die polySia-PolymerlangeBiostat UD gegenuber Biostat C zuge-
nommen hat. Die maximale Polymerlange konnte inBich-Kultivierung um 3,5 DP und

in der Fed-Batch-Kultivierung um 3 DP erhdht werdBres ist eine Bestatigung der in Kapi-
tel 4.2.2 gezeigten Ergebnisse, wonach niedrigerdg@isichwindigkeiten sowie niedrige

Wachstumsraten zu hoheren Polymerkettenlangenrfiihre

5. Downstreaming von Polysialinsaure

Der biotechnische Verfahrensprozess schliel3t ndolgeeicher Kultivierung Aufarbeitungs-
bzw. Downstream-Schritte ein, die abhangig von j@&reiligen Reinheitsanforderungen an
das produzierte Polysaccharid den Grof3teil der dktomhskosten ausmachen. Allgemein
besteht der Downstream-Prozess aus den Teilschri&gparation (Trennung von Biomasse
und Medium), Aufkonzentration, Reinigung und Pragkdation [57]. In diesem Kapitel
wird die Entwicklung des Downstream-Prozesses férlsblierung von Polysialinsdure mit
Hilfe verschiedenener Methoden vorgestdller neu entwickelten Downstream-Prozess ba-
siert dabei auf einer von Ro@eal. (2008) entwickelten Aufreinigungsstrategie. Didse-
thode enthéalt jedoch Prazipitationsschritte, diechsiinsbesondere fir Fed-Batch-
Kultivierungen nicht eignen, da hier mehr Kontamitea gebildet werden. Daher wurde zu-
satzlich versucht, die Aufreinigungsschritte, did Ballungsreaktionen basieren, zu umgehen
bzw. zu ersetzen. Hierzu wurde eine neuartige Amstechnologie verwendet und optimiert.
Fur die Etablierung des Downstream-Prozesses wuaideschliel3lich die Batch- und Fed-
Batchbriihe des 10 L Bioreaktors verwendet, da digetdchiede der ermittelten maximale

Polymerlange aus dem Biostat DU (24 L) nicht sebRgvaren (Kapitel 4.3.3).
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5.1 Gewinnungder Polysialinsauremittels Fallungsmethode

In diesem Kapitewird die polySi-Aufreinigung mittelsder Fallungsmethor vorgestellt,
welche von Rodet al. (2008) entwickelt wurde. 1Abbildung 29ist das Flie3schema d

Produktionsprozesses vonlpSia dargestellt [4-.
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Abbildung 29 FlieRschema des ProduktionsprozessespolySia aus€. coli K1 [43].

Der DownstreanRrozess beginnt mit der Separation von Bicse und Medium. Hierz
wird die kontinuierliche Zentrifugatic verwendet. Es folgt diAufkonzentratiol des zellfrei-
en Uberstands mittels Croflew-Ultrafiltration (MWCO 10 kDa). Die Prazipitationastet
mit der Aceton-Fallung 4% (v v''), wodurch die meisten Proteine gef werden, wéhrend
polySia im Uberstanderbleib. Als nachster Schritt folgt die Cetavld@tfing (Hexadecyl-
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(trimethyl)-azanium), welches bei einer Konzentativon 10 g [! in der Lage ist, polySia

auszuféllen. AnschlieBend wird das Pellet in 1 MCNBGsung resolvatisiert und mit

80 % (v V') Ethanol geféllt. Es folgt die Resolvatisierung \Masser und eine Dialyse
(MWCO 10 kDa) zur Entsalzung. Das erhaltene Prodgukd im Anschluss an die Dialyse
durch Gefriertrocknung gewonnen. Die Aufarbeituimgee 10 L Kultur lieferte nach der be-
schriebenen Methode 0,8-2 g polySia, was einer dutsgbvon 17-37 % entspricht [43]. Die
grol3ten Nachteile dieser Aufreinigungsstrategidlestedie hohen Verluste an Produkt dar.
Zudem lasst sich das zur polySia-Fallung verwend€gtavion schwer aus dem
Aufreinigungsprozess entfernen. Zusatzlich istAliéreinigung sehr zeit- und arbeitsintensiv
sowie mit hohen Materialkosten verbunden. Daheideuliese Aufreinigungsstrategie modi-
fiziert, was in den folgenden Kapiteln beschriekstn

5.2Zellseparation

Die Zellseparation erfolgte anstatt der kontinuoden Zentrifugation durch die Cross-flow-
Filtration. Diese Filtration eignet sich besondgus fir stark zellhaltige Kulturen, da durch
die tangentiale Ausstromung des Filters eine Vetalag deutlich herabgesetzt wird. Daher
kénnen mit der Cross-flow-Filtration groRere Volmai als mit der kontinuierlichen
Zentrifugation bearbeitet werden. Hier entfallt dwischenzeitliche Entleerung des Rotors
bzw. ein Austausch des Filters.

Fur die Separation der Biomasse und des Mediumdemudrei Filter, bestehend aus regene-
rierter Cellulose (Hydrosart, Sartorius Stedim Batt, Gottingen), mit den PorengrofRen
30 kDa, 0,2 um und 0,45 um untersucht. Der entdehelie Punkt fir die Wahl der optima-
len Porengrole ist die Separation von BiomasseMedlum mit moglichst geringem poly-

Sia-Verlust. In Abbildung 30 ist die verwendete €rdlow-Anlage schematisch dargestellt.
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Abbildung 30 Schematische Darstellung deCross-flow-Filtration (schwarzePfeile: Zirkulation de:
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Die Untersuchung deginzelnel Filter (30 kDa, 0,2 um und 0,45 pm@folgte in einem MR-
stab von 10 Lmit unterschiedliche Fed-Batch-Kultivierungen. Iibbildung 31 sind die
gemessenen polySkudsbeuten im Retentat und Permeat dargestelltdedrbesseren Y-
gleich ist der polySi&ehalt in Prozent angegebmormiert auf dempolySie-Gehalt der Re-
aktorbriihe. Der eingestellte Druckabfall Gber deltei-betrug jeweils 3 bar. Nach de
Durchlauf der Reaktorbriihe sollte sich die poly®$mRermeat befinden. Zusatzliwurde
die Separatioreiner Batchbrihmittels Mikrofiltration (0,45um) und Zentrifug durchge-
fuhrt. Die erhalteneirgebnisse sind zulbessereergleich ebenfalls ilAbbildung 31 auf-
gefuhrt. Die detaillierte Durchfihrunder Zellseparation ist in Kapit@.6.1 zusammenge-
fasst.



Ergebnisse und Diskussion 52

[ Retentat
[ Permeat
100 e ---u-- Reaktor
90
) ——
80
70
g _
p 60
5 _
2
S 504
=)
2 _
S 404
7]
> 4
8 304
20
10 H
0 T T T T ,
30 kDa 0,2 um 0,45 pm 0,45 um Zentrifuge

\ | |
\ \ \
Fed-Batch Batch

Abbildung 31: PolySia-Ausbeuten der 10 L Fed-Batohd 10 L Batch-Bioreaktorkultivierungen nach urat v
der Zellseparation. Der verwendete Fed-Batch-pal@ehalt fur die 30 kDa Filter liegt bei 9,57 gt )2 um
bei 13,4 g und fur 0,45 pm bei 10,26 g. Der polyS&halt der Batchbriuhe bei 0,45 pm betragt 3,6dfun
die Zentrifuge liegt er bei 3,1 g.

Bei der 30 kDa Filtration liegt die polySia-Ausbeludei 9,4 % im Permeat, somit verbleiben
ca. 90 % der polySia im Retentat. Der Vorteil didsdration ist, dass auch kein Protein im
Permeat gemessen werden konnte (Daten nicht gezBigt Ausbeute an polySia liegt bei
der 0,2 um-Filtration im Permeat bei 13,3 %. Dakohnte die Ausbeute gegenuber der
30 kDa-Filtration nicht signifikant erhoht werdeBei der 0,45 pm-Mikrofiltration konnte
eine Ausbeute von 68 % erreicht werden. Aus dieGeund wurde mit dem 0,45 um Filter
die Aufreinigung einer 10 L Batchbriihe mit einemya-Startgehalt von 3,6 g durchge-
fuhrt. Die polySia-Ausbeuten lagen hier bei 83 %anZVergleich sind die Ausbeuten der
Zentrifugation fir die Batchbrihe in Abbildung 3dfgefiihrt. Die polySia-Ausbeute lag da-
bei bei 61 %. Daran lasst sich feststellen, das®di5 pm-Mikrofiltration eine gute Alterna-
tive zu der kontinuierlichen Zentrifuge darstellt.

Trotz der bereits guten Ergebnisse der Cross-fldtnaiion wurde versucht, die polySia-
Ausbeute weiter zu erh6hen oder aufzubessern. iierirde nach Abschluss der Filtration
2,5 L demineralisiertes Wasser zu dem Retentatbgggend die Filtration weitergefuhrt. Die
Zugabe des Wassers zum Retentat kann auch waheerflaation durchgefihrt werden,
wodurch ein frihzeitiger Anstieg der Viskositat destentats vermieden werden kann. In
Abbildung 32 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 32: PolySia-Ausbeute nach Zugabe von PR,®lemineralisiertem Wasser zu der Cross-flow-

Filtration. Zusatzlich sind die Ausbeuten der kouaierlichen Zentrifugation aufgefihrt.

Durch die Zugabe des demineralisierten Wassers tkodie Ausbeute der Cross-flow-
Filtration weiter erhoht werden. Im Fall der 30 kBidtration konnte die Ausbeute von 9,4
auf 33,8 % gesteigert werden. Bei der 0,2 um-Fittrastieg die Ausbeute von 13,3 auf
38,8 %. Die PorengrofRen 30 kDa und 0,2 um eignan rscht fur die Separation von Bio-
masse und Medium, da der Verlust an polySia zu gicbies liegt zum einen an der Grol3e
der polySia-Molekile, zum anderen auch an dem Effiegk Deckschichtbildung. Bei der
Cross-flow-Filtration erfolgt die Bildung der Dedtschten aufgrund von Zellriickstédnden,
die die Poren verstopfen oder durch Proteine. lihvéa polySia erfolgt die Bildung einer
Deckschicht aufgrund der Adsorption dieses Polymaersollstéandig retentiven Membranen
[58]. Die Ausbeute der Mikrofiltration (0,45 um) tkate sogar von 68,3 auf 84,9 % erh6ht
werden. Auch die Ausbeute der Batch-Kultivierungniki@ mit der 0,45 pm-Mikrofiltration
gesteigert werden. Die polySia-Ausbeute wurde v®re8f 89,1 % erhéht. Durch das zuséatz-
liche Wasser wird die Viskositat der Fllssigkeitriregert, wodurch mehr polySia abgetrennt
werden kann. Die 0,45 um-Mikrofiltration eignettsisehr gut fir die Separation von Bio-

masse und Medium,da damit kein hoher Verlust dBiSia einhergeht.
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5.2.1 Fazit

Durch eine Modifikation der Aufreinigungsstrateg@n Rodest. al. (2008) sollte der Aufar-
beitungsprozess hinsichtlich héherer polySia-Austrewptimiert werde. Hierbei wurde die
kontinuierliche Zentrifuge durch eine Cross-flowtftion ersetzt. Es wurden drei Filter mit
unterschiedlicher PorengroRRe fir die AufarbeitumgreFed-Batch-Kultivierung untersucht.
Dabei stellte sich heraus, dass die Filtrationeimer Porengrof3e von 0,45 um die beste Se-
paration von Biomasse und Medium erzielt. Baeherichia coli weisen eine Grof3e von 2,5
x 0,8 um [59] auf und kénnen somit vollstandig emif werden. Durch die Zugabe von 2,5 L
demineralisiertem Wasser konnte die Ausbeute deafion verbessert werden. Dieser Ef-
fekt lasst sich auf die starke Wasserloslichkeit polySia zurlickfihren. Anschlie3end fand
die Separation einer Batch-Kultivierung mit der Dym-Filtration statt. Die polySia-
Ausbeute fur die Batchbrihe lag mit ca. 89 % gebeniler Fed-Batchbriihe mit ca. 84 %
etwas hoher. Die polySia-Ausbeuten der kontinudbdn Zentrifugation lagen hingegen bei
61 %. Da eine Erhdhung der Ausbeuten erzielt weldemte, wurde die kontinuierliche
Zentrifugation durch die Mikrofiltration ersetztudem kdnnen mit der Cross-flow-Filtration

hohere Volumina (> 15 L) in einer kurzen Zeit besidt werden.

5.3 Ubertragung der Zellseparation auf die Fallungsmetbde

Die kontinuierliche Zentrifugation wurde durch dvikrofiltration (0,45 pum) ersetzt, da da-
mit héhere polySia-Ausbeuten erzielt wurden. In ékigss daran erfolgte die Aufreinigung
der Batch- und Fed-Batch-Kultivierungen mit der \Rodeet. al. (2008) beschriebenen Fal-
lungsmethode (Kapitel 5.1). In Tabelle 18 sind eliezelnen Aufreinigungsschritte und die
jeweiligen Verluste an polySia in % fur die Batcimd Fed-Batch-Kultivierungen dargestellt.

Tabelle 18: Durchschnittliche Verluste an polySiaghwend der einzelnen Aufreinigungsschritte der Batmd
der Fed-Batch-Kultivierung bezogen auf den Ausggebalt des Reaktors.

Aufreinigungsschritte Batch (10 L) Fed Batch (10L)
Mikrofiltration (0,45 pum) 1 bis 10 % 10 bis 40 %
Ultrafiltration (10 kDa) bis 30 % 20 bis 30 %
Aceton-Fallung (45 % vY) ~10 % 12 bis 15 %
Cetavlon-Fallung (10 g ) <1% 74 %
Ethanol-Fallung (80 % v¥) <1% <1%

Gesamtverlust 45 bis 50 % 89 bis 95 %




Ergebnisse und Diskussion 55

Der Austausch der kontinuierlichen Zentrifugatiamah die Mikrofiltration (0,45 um) konn-
te die Gesamtausbeute der Batch-Kultivierung gegender etablierten Aufreinigung von
Rodeet al. (2008) erhdéhen. Durch die Modifikation betragt dadySia-Ausbeute fir eine 10
L Batchbriihe zwischen 50 und 55 %. Die gréf3ten ugtel von bis zu 30 % treten bei der
Ultrafiltration (10 kDa) auf, wobei es sich wahrsaflich um kurzkettige polySia-Molekile
(oligoSia) handelt. Anschlieend wurde die Aufrgumgsstrategie auf die 10 L Fed-Batch-
Kultivierung tbertragen. Die Gesamtausbeute an$alpetrug zwischen 5 und 11 %. Die
polySia-Ausbeuten der Batch- und Fed-Batchbriheerschieden sich somit stark vonei-
nander. Bei der Fed-Batchbriihe treten hohe Verhsteler Mikrofiltration und Ultrafiltrati-
on auf.

Der Verlust bei der Mikrofiltration ist vermutlicAuf langkettige polySia-Molekiile zuriick-
zufuihren. Die kurzkettigen polySia-Molekile in dexd-Batch-Kultur gehen bei Ultrafiltrati-
on verloren. Der gro3te Verlust tritt jedoch ber d&etavionféallung auf. Die Fallung der
polySia mit dem Cetavlon scheint nicht vollstangigverlaufen. Cetavlon bildet gewohnlich
eine schwer losliche Verbindung mit der polySiae WWirkung basiert auf den amphiphilen
Kationen des Cetavlons und den anionischen poly®ikekilen. Moéglicherweise ist die
Konzentration des verwendeten Cetavlons nicht alseed fir die Fed-Batchbrihe, welche
eine hohere polySia-Konzentration aufweist. EinedBung der Cetavlon-Konzentration hat
auf die nachfolgenden Aufreinigungsschritte negatiinflisse, da u.a. nur eine schwere
Resolvatisierung in Wasser erfolgen kann. Zudemt ggs in den nachfolgenden
Aufreinigungsschritten keine Méglichkeit, Cetavlans dem Downstream-Prozess zu entfer-
nen. Aus diesen Grunden wurde auf die Erh6hungGegavion-Konzentration verzichtet.
Um die grofRen Verluste bei der Fed-Batch Kultivieyuizu umgehen, wurde eine neue
Aufreinigungstrategie auf Basis von Adsorbermatiemeentwickelt.

In Abbildung 33 sind die polySia-Polymerlangen &étlungsmethode dargestellt. Die Be-
stimmung erfolgte mit der DMB-HPLC (Kapitel 8.5.5).
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Abbildung 33: Ermittelte polySia-Polymerlange natdr Aufreinigung mittels Fallungsmethode der Baiokl
Fed-Batch-Kultivierung mit der DMB-HPLC.

Fur die Batchbriihe wurden Polymerlangen von 95 D@ fiir die Fed-Batchbriihe110 DP
ermittelt. Die genaue Bestimmung der Polymerlarrgeraverte sich bei der Fed-Batchbrihe,
da es zu SignalUberlappungen kam, welche wahrdatredurch Verunreinigungen, wie z.B.
Cetavlon zustande gekommen sind. Dennoch weisausedem Fed-Batch-Prozess gewon-
nene polySia eine grof3ere Polymerlange als dieSpmlgus dem Batch-Prozess auf. Dieses
Ergebnis wurde zuvor bei der Mikrofiltration verratit

5.3.1 Fazit

Die Cross-flow-Mikrofiltration wurde anstatt dermtnuierlichen Zentrifugation fir die Zell-
separation verwendet und nach erfolgreicher Ultrafion wurde die Fallungsmethode aus
Kapitel 5.1 durchgefuhrt.

Die Ausbeuten der Batch- und Fed-Batch-Aufreinigunig Hilfe der Fallungsreaktionen
weichen stark voneinander ab. Fur die Batchbriggt ldie polySia-Ausbeute bei 50-55 %
und im Fall der Fed-Batchbriihe bei nur 5-11 %. Dehne Verlust bei der Filtration weist
darauf hin, dass im Fed-Batch-Produkt sowohl pay&it hohen Polymerlangen als auch

mit kleineren Polymerlangen produziert wird. Zudemgnet sich die Fallungsmethode nicht
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fur die Fed-Batch-Kultivierung, da relativ viel K@minanten vorhanden sind, wie z.B. Pro-
teine, Lipide, DNA und Endotoxine. Aus diesem Gruvutrde ein neuer Downstreamprozess
auf Basis der Membranadsorbertechnik und anorgamiSonmineralien entwickelt.

5.4 Downstream-Prozess auf Basis der Membranadsorbertbnik und anorganischer
Tonmineralien

In diesem Kapitel wird die Aufreinigung der polySiber Membranadsorbertechnik und an-
organische Tonmineralien vorgestellt. Diese Maliemadienen als Alternative zu den Fal-
lungsreaktionen (Aceton-, Cetavlon- und Ethanoldu¥d)), die bereits im Kapitel 5.1 be-
schrieben wurden. Der Downstream-Prozess wurdechgh#ém Labormaf3stab fir die Batch-
Kultivierung etabliert und in den Technikumsmaldiblertragen. Anschlie3end erfolgte die
Ubertragung der Aufreinigungsstrategie auf die Batkh-Kultivierung. Dabei wurden fol-

gende Ziele verfolgt:

* Verringerung der Aufarbeitungsschritte und Arbegsanialien
* Erh6hung der polySia-Ausbeute
* Gewinnung von moglichst langkettigen polySia-Molekiibis zu 200 DP

5.4.1 Separation und Aufkonzentration

Bevor die Adsorbertechnik zum Einsatz kam, erfolgieachst die Zellseparation einer 10 L
Batch-Kultivierung mittels Mikrofiltration (0,45 pujn Anschlieend wurde das Volumen
(10 L) mittels Ultrafiltration (10 kDa) auf 600 maufkonzentriert. In Abbildung 34 sind die
Ergebnisse dargestellt.
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Abbildung 34: PolySia- und Protein-Gehalt in derL1Beaktorbriihe (Batch-Kultivierung), nach der Mifilt-

ration im Permeat und nach der Ultrafiltration imatéhtat.

Der polySia-Gehalt in der Reaktorbriihe betragt @it einem Protein-Gehalt von 1,6 g.
Nach der Mikrofiltration (0,45 um) liegt der polgsGehalt im Permeat bei 3,2 g (89 %) und
der Protein-Gehalt wachst durch die partielle ¥s#l auf ca. 1,7 g an. Der polySia-Gehalt
betragt nach der Ultrafiltration 2,9 g (80 %) imt&#at mit einem Protein-Gehalt von 1,4 g
(86 %). Der Verlust an niedermolekularer polySia am Proteinen wéhrend der Ultrafiltrati-
on findet sich im Permeatstrom wieder. Zudem tr&mateinverluste durch thermische Dena-
turierung auf, verursacht durch die hohen Schekréh der Membranoberflache [60]. Die
denaturierten Proteine bilden auf der Membranobehn eine Deckschicht. Der restliche
polySia-Gehalt (0,3 g) findet sich im Permeat d#rdilltration wieder (Daten nicht gezeigt).
Die verwendeten Konzentrate (Retentat der Ultrafibn) fir die Aufreinigung mittels
Membranadsorber und Tonmineralien enthalten urfiexdsche Mengen an polySia und
Proteinen. Da in vorangegangenen Experimentenleigerung des Konzentrats bei -20 °C
zu unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich defréinigung fihrte (Daten nicht gezeigt),
stammen die verwendeten Konzentrate jeweils ausngesetzten Kultivierungen. Aufgrund
der Ubersichtlichkeit ist in dem folgenden Kapider polySia- und Protein-Gehalt in Prozent
angegeben. Zusatzlich wurden Aufreinigungen ohme Algkonzentrationsschritt durchge-
fuhrt (ohne Ultrafiltration).
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5.4.2 Aufreinigung von polySia mit Hilfe der Membranadsorbertechnik

In diesem Abschnitt wird die Aufreinigung der hesgglten polySia mittels
Membranadsorbertechnik vorgestellt. Die Membrandmsogehdren zu einer besonderen
Form der Chromatographie-Technik, welche tber eter mehrere Lagen mikro- und mak-
roporéser Membranen verfiigen [61]. Dabei sind aarfidneren Porenoberflache spezielle
Liganden angebracht, wodurch die Membran als exkarne chromatographische Saule mit
groBem Durchmesser fungiert [62]. Im Gegensatzeruldassischen Tragermaterialien bie-
ten die Membranadsorber erhebliche Vorteile [633 wuch einige Nachteile (vgl. Tabelle
19).

Tabelle 19: Vor-und Nachteile der Membranadsorlegregliber gepackten Chromatographie-Saulen.

Vorteile Nachteile
* niedriger Durchflusswi- » geringe Bindungs-
derstand kapazitaten
* Lo6sungsmitteltransport » ineffiziente Einlauf-
durch Konvektion, wo- flussverteilung
durch Prozesszeit und * ungleichmalige Po-
Elutionsvolumen reduziert rengréRenverteilung

werden

* niedriger Druckabfall

* konstante dynamische
Bindungskapazitaten (sot
gar bei hohen Flussraten
[64]

Der entscheidende Punkt fir die Wahl der Membraombeés gegenlber den gepackten
Chromatographie-Saulen stellt der einfache Scal@upMembranen dar. Zudem sind die
Membranen einfacher und preisginstiger zu prodeaigs5, 66], was sich auch in den An-

schaffungskosten gegeniber den klassischen Tragarali@n widerspiegelt.

5.4.2.1Aufreinigung von polySia im Labormalf3stab

Die polySia besitzt einen durchschnittlichen ;pKert von 4,83. Daher liegt die polySia
schon bei einen pH Wert ab 5 in ihrer basischepr@enierten) Form vor [67]. Sialinsaure
weist dagegen ein pkWert von 2,6 auf [68], wobei mit zunehmender Padyl@inge der pk
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Wert zunimmi da die langeren Ketten die Carboxylgruppe absdr [67]. Die Untersu-
chung des Bindungsid Durchbrucverhaltens von polySia erfolgte neiner Sartobin® Q
100 Membran (Membranflache 100 cm?, SartoStedimBiotech GmbH, Goéttingen). B
der Sartobin8 Q 100 Membran handelt es sich eine starke Anionenaustausc-Membran
mit quaternaren Ammoniuritolekiler (Q-Membran), die sich alinktionelle Gruppe at
ihren inneren Porenoberflact befindet.

Neben der @Membran wurde ebenfa die S-Membran (Vivawell &trip, Kationenaustau-
scher, Sartorius StedirBiotech GmbH, Goéttinge im Mikromal3stab getestet. Im |-
Bereich von 3 bis 1@urde jedoc keine Bindung der polySia an didembran beobadet.
Da zudem keinesignifikante Proteinadsorption in diesem [@Bereich festgestellt werd
konnte (Daten nicht gezeigtjurden sie nicht weiteftir die Aufreinigung von polySiver-
wendet.

Die pH-Abhamigkeit der polySi- und Proteinadsorption an derNembran wurd nur im
pH-Bereich von pH 7-1@intersuck, um eine Hydrolyse der polySia zu verhindern. Hie
wurde die QMembran an eine FI-Anlage Elow Injection Analysis) angeschlosselln Ab-
bildung 35ist der Aufbau der FIA schematisch dargestellt. Bia-Anlage wurde Uber di
FIA-Master Software (entwickelt am Institut fir Tectohe Chemie) angestert. Die FIA-
Anlage wurde anstatt einEPLC verwendet, da mit der FIA die Versuchszeiten { h auf
20 min deutlich verkirzt weer konnten. Dies liegt an deinfacheren Aufbe der FIA-

Anlage.

>

®» Pumpe
®©  Online-Analvtik

' (Q 100 Membran

{(Q-MA)

Saleltor

Abfall  Eluat Probe- Puffer 1M 8 Beliiilter
losung Nacl

Abbildung 35 Schematische Darstellung der I-Anlage fiirdie Verwendung im Labormaf3st

Als Pumpe wurde einPeristaltikpumpe eingesetzt. <garantierteine stabile Flussrate i
Bereich von 0,5 -4 mL mir™ [69]. Die FlieBgeschwindigkeit wurde auf einen konstau
Wert von 3 mL mift eingestellt. Es wurde ein definiertes Volumen demzéntrats eine
polySia-Probe (Batckultivierung) 1:1 mit verschiedenen Bindungspuff (HEPES, Tris
und CAPS)verdinnt und auf die Q 100 Membran aufgetragenaiish wurden die Ff-
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ferkonzentrationen in den jeweiligen pH-Bereichariiert. Eine ausfuhrliche Versuchs-
durchfihrung ist im Kapitel 8.6.3.1 beschrieben. dim Ergebnisse direkt miteinander ver-
gleichen zu kdnnen, wurde immer die gleiche poly&iabe mit einer Ausgangskonzentrati-
on von 0,51 g ! polySia und einer Proteinkonzentration von 0,86 ggewahlt. In Abbil-
dung 36 sind exemplarisch die Durchbruchkurven polySia (A) und der Proteine (B) bei
pH 7 in unterschiedlichen Konzentrationen des HEPHBers dargestellt. Fur die weiteren
Puffer-Systeme sind die erhaltenen Werte der Bigdkapazitaten in Tabelle 21und 22 zu-
sammengefasst. Grundsatzlich wird in allen pH-Bérem ein Trennungseffekt erzielt. Der
Durchbruch von polySia und Proteinen erfolgte jédaa verschiedenen Zeitpunkten. Eine
optimale Aufreinigung mit diesem Verfahren liegtrvaenn der Proteindurchbruch bei nied-
rigen und der polySia-Durchbruch bei hoheren DwaafMolumina eintreten. Je hdher die
dynamische Bindungskapazitat der polySia und jenger die dynamische Bindungskapazi-
tat der Proteine an die Membran ist, desto effektivird demnach die Trennwirkung. Die
Bestimmung der Membrankapazitat erfolgte bei 10 @bcBbruch (c/g). In der Industrie ist
diese Vorgehensweise uiblich, um einen schnellentilbk tiber die Bindungskapazitaten zu
erhalten und so den Verlust des Produkts wéahrenduleeinigung maoglichst gering zu hal-
ten. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung der maxenaBindungskapazitat der Membran bei
100 % Durchbruch.

= HEPES 50 mM =  HEPES 50 mM
* HEPES 100 mM * HEPES 100 mM
4 HEPES 200 mM 1,2 A HEPES 200 mM

0,84

0,64 084

© 0,6

cle,
clc

0,4+

0,44

0,24
0,24

0,0

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Durchlaufvolumen [mL] Durchlaufvolumen [mL]

A B
Abbildung 36: Durchbruchkurve von polySia (A) undtine (B) bei Verwendung unterschiedlicher Puffer

konzentrationen (pH 7).

Die Durchbruchkurven fir Proteine zeigen ein stau&gymmetrisches Durchbruchsverhalten
(Streuung der Proteine im Durchlaufvolumen, Abhilgi86 B). Dies liegt vermutlich an der

Vielzahl der unterschiedlichen Proteine, die im Kemirat der Batch-Kultur vorhanden sind.
Trotzdem kdnnen anhand der Kurvenverlaufe Aussaépen die dynamischen Bindungska-

pazitaten von polySia und der Proteine an die Q-blam gemacht werden. In Tabelle 20
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sind die erhaltenen Bindungskapazitaten fur polyfid die Proteine bei 10 % Durchbruch
und 100 % Durchbruch zusammengestellt.

Tabelle 20: Bindungskapazitaten fir die Q 100 Mamnlrei pH 7 in Abhangigkeit von der Pufferkonzetira
(50 mM, 100 mM, 200 mM) HEPES-Puffer.

polySia Protein
Puffer [mM] pH 10 % 100 % 10 % 100 %
Durchbruch  Durchbruch  Durchbruch  Durchbruch
[wgem?  [ugem?  [pgem?  [ug em?]
HEPES 50 34,1+£1,0 255,176 11,6+0,6 22,2+1,1
HEPES 100 7 94+0,3 179,954 9,2+0,5 90,944,5
HEPES 200 399+1,2 262,8+7,8 24,2+1,2 57,58+2,8

Die Bindungskapazitaten fur die polySia und diet€ire sind bei pH 7 im HEPES-Puffer
stark von den Pufferkonzentrationen abhangig (Tat#€l). Wahrend die Werte fir die Bin-
dungskapazitat bei 10 % Durchbruch und Pufferkomaganen von 50 mM und 200 mM im
gleichen Bereich liegen, bricht polySia bei 100 rAlAPES schneller durch. Die dynamische
Kapazitat betragt bei 10 % Durchbruch nur 9,4 pi.cBer Proteindurchbruch liegt dabei
bei 9,2 ug cii. Eine effektive Auftrennung liegt jedoch nur daror, wenn die Bindungska-
pazitat fur polySia hoch und fir Proteine niedsq i

Tabelle 21: Bindungskapazitaten fiir die Q 100 Mamntvei unterschiedlichen pH-Werten in Abhangigikeit
der Pufferkonzentration 50 mM, 100 mM, 200 mM inarachiedlichen Puffern.

polySia Protein
Puffer [mM] pH 10% 100 % 10 % 100 %
Durchbruch  Durchbruch  Durchbruch  Durchbruch
[ug cm’] [ug cm?] [ug cm’] [ug cm?]

Tris 50 8 46,4 +4,1 282,2+25,3 6,5+0,5 62,7+5,6
Tris 100 8 54,9+4,9 220,6+19,8 25,1+2,2 70,1+6,3
Tris 200 8 16,8 +1,5 158,7+14,2 21,3+1,9 116,8+10,5
Tris 50 9 352+3,1 231,2+20,8 16,2+2,0 151,2+13,6
Tris 100 9 19,8+1,7 114,3+10,2 21,2+1,9 134,0+12,0
Tris 200 9 243+2,1 211,2+19,0 22,4 +0,4 166,12+14,9
CAPS 50 10 17,97+1,6 139,6+12,5 21,5+1,9 124,4+11,1
CAPS 100 10 10,18+0,9 122,3+11,0 499 +0,4 10,60+0,90
CAPS 200 10 155+0,9 134,8+2,1 6,31+0,50 10,37+ 0,90
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PolySia und Proteine weisen im pH-Bereich von pHO8dnterschiedliche Bindungsverhal-
ten auf (Tabelle 21). Die beste Auftrennung vonySa und Protein erfolgt bei pH 8 mit
einer Pufferkonzentration von 50 mM Tris. WahremdlySia unter diesen Bedingungen eine
hohe Bindungskapazitat bei 10 % Durchbruch von 46,4m* aufweist, liegt der Wert fiir
die Proteine bei nur 6,5 ug @nBei vollstandigen 100 %igen Durchbriichen von By
(282,2 pug crif) und Proteine (62,7 pg ¢ wurde ebenfalls ein groRer Unterschied zwi-
schen den Bindungskapazitaten festgestellt. AuReddsst sich anhand der Tabelle 21 er-
kennen, dass die Bindungskapazitat der polySiazomehmendem pH-Wert abnimmt. Dies
steht im Wiederspruch mit dem pMVert der polySia von 4,83. Mit zunehmendem pH-Wert
ist polySia starker negativ geladen und misstetsoesiser an die Membran binden. Vermut-
lich beeinflussen die Pufferbestandteile die pay&dsorption an der Q-Membran. Um die-
ses Verhalten ndher zu untersuchen, empfiehltabs Wiersuche mit einer einzigen Puffer-
substanz bei unterschiedliche pH-Werte durchzufiihre

Zusatzlich wurde die Bindungskapazitat von poly&aNatriumphosphat-Puffer (NaPP) bei
pH 7 untersucht. Die Pufferkonzentrationen liegdrergalls bei 50 mM, 100 mM und
200 mM. In Tabelle 22 sind die erhaltenen Binduagsizitaten von polySia und Proteine

zusammengefasst.

Tabelle 22: Bindungskapazitaten fur die Q 100 Manlyei pH 7 in Abhangigkeit der Pufferkonzentratimm
pH 7 und der Pufferkonzentration 50 mM, 100 mM @060 mM NaPP.

polySia Protein
Puffer [mM] pH 10 % 100 % 10 % 100 %
Durchbruch  Durchbruch  Durchbruch  Durchbruch
[ug cm?] [ug cm?] [ug cm’] [ug cm?]
NaPP 50 37,2+2,6 321,3x22,4 156+1,2 42,2+ 3,3
NaPP 100 7 59,4+4,1 412,2+28,8 9,6+0,7 359+28
NaPP 200 58,7+4,1 312,3x21.8 86+0,6 32,2%x25

Die Bindungskapazitaten von polySia bei 100 % Dhbrabh liegen bei Verwendung des
NaPP in einer Konzentration von 100 mM bei 412,2pg (Tabelle 22). Bei 50 mM und
200 mM liegen sie im gleichen Bereich, jedoch delthiedriger als bei 100 mM NaPP. Die
Proteinbindungskapazitat bei einem 100 %igen Durattbnimmt mit der Pufferkonzentra-
tion ab. Somit werden bei hohen Pufferkonzentratiodie Proteine eluiert. Im Vergleich
zum HEPES Puffer werden mit NaPP im gleichen pHeBé&r héhere polySia-
Bindungskapazitaten erreicht. Dies lasst daraufiefddn, dass Pufferbestandteile aufgrund
ihrer unterschiedlichen Wechselwirkungen mit demkfionellen Gruppen der Membran und
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der Proteine ebenso einen Einfluss auf die Trerkung haben. Der NaP-Puffer weist in
einer Konzentration von 100 mM eine hohe Bindungsaké&at fur polySia auf und gleichzei-
tig erfolgt ein schneller Durchbruch der Proteine.

Da das Ziel dieser Arbeit darin besteht, in erktere eine kostenguinstige Aufreinigung von
polySia im Technikums- bzw. Industriemalf3stab zeiehnen, sind in Tabelle 23 die Kosten
der verschiedenen Puffer gegentubergestellt.

Tabelle 23: Preise der verwendeten Puffer.

Puffer HEPES TRIS CAPS NaPP
Preis 062€g 122€g 052€§ 0,13€¢

Als kostengiinstiger Puffer erweist sich NaPP niBCE g'. Obwohl NaPP und HEPES im
gleichen Bereich puffern (pH 7), weist NaPP eineskee polySia- und Proteinabtrennung
auf. Zudem liegt der Vorteil des NaPP zu TRIS (pB)&nd CAPS (pH 10) darin, dass auf-
grund des pH-Werts eine Umpufferung der Kulturbr(pté 7) nicht notwendig ist.

5.4.2.2Fazit

Die Bestimmung der Bindungskapazitat von polySid der Proteine an die Q-100 Membran
erfolgten im pH-Bereich von 7-10. Bei den Durchltikirven wurde ein asymmetrisches
Stromungsverhalten beobachtet. Bedingt durch eaneédktive Stromung wird bevorzugt die

Membranmitte von der Probe angestromt, so dassdsesler Effekt auf die dynamische Bin-
dungskapazitat negativ auswirkt [70]. Dennoch kenmt Labormalfistab eine erfolgreiche
Auftrennung von polySia und Proteine erzielt werdBre Q-100 Membran zeigt bei ver-

schiedenen pH-Werten und Pufferkonzentrationen wetarschiedliche Ergebnisse in Bezug
auf die Bindungskapazitat von polySia. Zudem wueggestellt, dass sich mit steigendem
pH-Wert die Bindungskapazitaten der polySia an dembran verringern Die effektivste

Aufreinigung von polySia konnte in einem pH-Berembn pH 7 - 8 erzielt werden. Die

bestmoglichen Ergebnisse wurden mit 1200 mM NaPRWigspuffer (pH 7) erreicht. Dieser

Puffer bietet neben einer effektiven Aufreinigunigeekostenginstige Variante, die im Tech-
nikums- bzw. Industriemal3stab 6konomisch einsetidbain Tabelle 24 sind die Ergebnisse
der Adsorption an der Q-Membran zusammengefasst.
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Tabelle 24: Ergebnisse der polySia-Adsorption raindl00 mM NaPP (pH 7) an der Q 100 Membran im Uber-
blick.

Ergebnisse
Ausbeute 81 %
Zeitaufwand 20 min

Materialkosten -

5.4.3 Aufreinigung des polySia-Uberstands aus dem Fed-Bett-Betrieb mit der Q-100
Membran

Nach der Optimierung der Puffer- und pH-Bedingungater Verwendung des Konzentrats
einer Batchbrihe (Kapitel 5.4.2), soll hier nun Biedungskapazitat von polySia aus einer
Fed-Batchbrihe direkt nach der Separation (vorAlgkonzentrierung) bestimmt werden.
Die Ausgangskonzentration der polySia betrug 0,47 qund der Protein-Gehalt lag bei
0,35 g . Hierzu wurde die Q-100 Membran mit 100 mM NaPRilégriert und anschlie-
Rend mit der Probe beladen. Zur Eliminierung detdtme wurde die Membran mehrmals
mit 100 mM NaPP gewaschen. Die Elution von poly&imlgte mit 1 M NaCl-Lésung. In
Abbildung 37 ist das Durchbruchverhalten der pay@id Proteine dargestellt.

1.0 - = polySia
' ® Proteine

0,84

0,6

clc,

0,4

0,24

0,0

Durchlaufvolumen [mL]

Abbildung 37: Durchbruchkurve von polySia und Pimgéebei einem pH-Wert von 7 (100 mM NaPP).
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Tabelle 25: Bindungskapazitat von polySia und Rnetbei einem pH-Wert von 7 (100 mM NaPP).

polySia Protein
Puffer [mM] PH 0% 100 % 10 % 100 %
Durchbruch  Durchbruch Durchbruch Durchbruch
[Hg cm?] [Hg cm?] [Hg cm?] [Hg cm?]
NaPP 50 7 61,1+0,7 423,1+51 104+04 490+1

Die Bindungkapazitaten von polySia und den Proteiae der Q-Membran unterscheiden
sich stark voneinander. Die polySia weist eine Bimgbkapazitat von 423,1 pg érauf und
die Proteine eine Bindungskapazitat von 49,2 pg aof (Tabelle 25).

Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen, dassdemt Kulturiiberstand einer Fed-
Batchbrihe durchaus hohe Bindungskapazitaten a@-déembran fur polySia erreicht wer-
den konnen. Gleichzeitig konnten die Proteine sehnell entfernt werden. Bei dem Ver-
gleich der Bindungskapazitat des Uberstands unddagentrats der polySia-Probe wurden
hohere Bindungskapazitaten fur den Uberstand éreidie polySia-Ausbeuten liegen im
Falle des Konzentrats (Tabelle 24) bei 81 % unddém Uberstand bei 90 %. Aus diesem
Grund ist es durchaus denkbar, die AufreinigungpidySia ausschlie3lich aus dem Kultur-
Uberstand durchzufihren, insbesondere bei der talgerig der

Membranadsorbertechnologie in den Technikumsmal3stab

5.4.4 Aufreinigung von polySia mit Tonmineralien

In diesem Kapitel wird die Aufreinigung von polySmit Hilfe von Tonmineralien der Firma
Sudchemie (Moosburg) beschrieben. Die Versuche mdéddsystem sollen Aufschluss tber die
charakteristischen Eigenschaften hinsichtlich dexdBng von Proteinen an diese Materialien
geben. Das Ziel ist eine moglichst effektive Abheiring der Proteine, wobei die Adsorption von
polySia unerwinscht ist.

Tonmineralien sind aus schichtartig angeordnetestddistrukturen aufgebaut, bestehend aus
Tetraeder- und Oktaederschichten. Aluminosilikatdelm dabei die tetraedrischen Schicht-
strukturen, wobei die Siliziumatome im TetraederctuAluminium- oder Eisenatome ersetzt
werden konnen. Die Tetraeder sind jeweils Uber Saeierstoffatome miteinander verknupft.
Die Verbindung der Tetraederschicht mit der Oktasdi@cht ist Uber ein viertes Sauerstoff-
atom gewahrleistet. Die Oktaederschicht bestehkantenverknipften Oktaedern, aufgebaut
aus Aluminiumhydroxid oder Magnesiumhydroxid [7Dje Klassifizierung der Tonminera-
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lien erfolgt anhand der Anzahl ihrer tetraedrischrd oktaedrischen Schichtenfolge. Es
wird der 1:1-Schichttyp oder der 2:1-Schichttyp ensthieden [72]. Der Aufbau beider
Schichttypen ist in Abbildung 38 dargestelit.

1:1-Schichttyp

[ =Y D=

Tetraeder."'-.,_ A 27 NN NN
" , M Y oY
Oktaeder
2:1-Schichtty
Tetraeder | :-,'_"._,-T"-_ A \-:J",_
A.A. A SR A oA
Oktaeder
Tetraeder

Abbildung 38: Modell der 1:1- und 2:1-Schichttypstturen von Tonmineralien [72].

Die wichtigsten Merkmale der Tonmineralien sindgiide [73]:

Anisotrope Schichten und Partikel

* Hohe spezifische Oberflache und Oberflachenaktivita
» Variierende Oberflachenstrukturen

* Quellung und lonenaustausch

* Hohe Bindungskapazitaten

Die hohen Bindungskapazitadten von anorganischemir@ralien ermdéglichen die Adsorp-
tion von Proteinen und anderen organischen MolekiBesonders von Vorteil sind dabei die

grol3e spezifische Oberflache und die damit verboadzberflachenaktivitat.

5.4.4.1 Wahl der Tonminerale

Um die Adsorption von Proteinen zu untersuchen,demrvier Tonminerale (EX M 926 |,
EX M 1753, Puranit UF und EX M 1607) mit verschiede Ladungseigenschaften ausge-
wahlt.

EX M 926 | (Experimentelles Muster 926 1) wurde gésing geladenes Material ausgewahlt,
bestehend aus einer Mischphase aus Saponit untitkeXaM 1753 (Experimentelles Mus-
ter 1753), welches den Saponiten zugeordnet wesdlitzi eine héhere negative Ladung als
EX M 926 I. Zusatzlich verfigen EX M 1753 und EX926 | Uber eine hydrophobe Eigen-
schaft. Puranit UF besitzt eine sehr hohe Katioaissherkapazitdt und weist als reines
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Montmorillonit ein starkes Quellverhalten auf [74]ls Letztes wurde EX M 1607 (Experi-
mentelles Muster 1607) untersucht. Dieses Matbgateht zu 40 bis 50 % aus Nebenminera-
lien und Kieselgel, daher besitzt es eine ahnli€honaustauschkapazitat wie Puranit UF.
In Tabelle 26 sind die ausgewahlten Tonmineralied deren Eigenschaften zusammenge-
fasst [73].

Tabelle 26: Eigenschaften der verwendeten Tonmlieer&X M926 | (Kerolit/ Saponit), EX M 1753 (Sapon
EX M 1607 (Montmorillonit / amorphes Silika + Sefiipund Puranit UF (Montmorillonit mit hoher Schita-

dung).

EXM EXM EXM Puranit

926 | 1753 1607 UF
Zuordnung Kerolit/Saponit Saponit Montmorillonit/ Montmorillonit

Kieselgel

Geringe Mittlere Mittlere bis Hohe Ladung
Ladung Ladung Ladung hohe Ladung
Kationaustausch-
kapazitat
[mgq J00m] 20- 30 20-30 52 105
Spezifische Ober-
flache
[m2 g7 215 124 208 80
Kumulatives Po-
renvolumen 0,26 0,12 0,9
[cm? g7 0,13
Durchschnittlicher
Porendurchmesser 7,20 6,06 17,8 9,90
[nm]

Um abschatzen zu kénnen, welche Tonminerale sichli&iAufreinigung von polySia eig-
nen, wurde die Adsorption einer Batch-Probe (Rateatis der Ultrafiltration, 10 kDa) bei
pH 7 mit NaPP (100 mM) unter statischen Bedingungetersucht. Hierzu wurden 40 mg
der Minerale jeweils mit 1 mL der Batch-Probe imezn Uberkopfmischer inkubiert. Die
Adsoptionszeit betrug 3 h. Nach der Inkubation veutdte Batch-Probe zentrifugiert und die
verbleibenden polySia- und Proteinkonzentratiomerliberstand gemessen. Die detaillierte
Versuchsdurchfihrung ist in Kapitel 8.6.3.2 zusamgestellt. In Abbildung 39 sind die
nach der Inkubation im Uberstand gemessenen pely@id Protein-Konzentrationen darge-

stellt.
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Abbildung 39: Gemessene polySia- und Protein-Kotrationen im Uberstand bei Verwendung unterschiedli
chen Tonmineralien. Die polySia Anfangskonzentrafiegt bei 0,56 g L* und die Protein-Konzentration bei
0,38 ¢ L.

Anhand der Abbildung 39 kann festgestellt werdesssdalle Tonmineralien die Fahigkeit
besitzen, Proteine zu binden. Die Bindung der Rretam EX M 926 |, EX M 1607 und EX
M 1753 liegen im gleichen Bereich. Das beste Ergeleferte das Puranit UF mit einer Pro-
teinbindung von 61 %, da es eine hohe Ladung unmhkitat aufweist. Bei EX M 926 |, EX
M 1753 und EX M 1607 erfolgte keine Adsorption voolySia, was jedoch bei Puranit UF
der Fall war. Dies liegt wahrscheinlich an elektatischen Wechselwirkungen zwischen der
polySia und der Puranit UF Oberflache [75].

5.4.4.2Fazit

Zur Untersuchung der polySia-Aufreinigung wurdearwerschiedene Tonminerale (EX M
9261, EX M 1753, Puranit UF und EX M 1607) verwend2abei wurde das Konzentrat der
Batchbriihe mit 40 mg Tonmineral im Uberkopfmiscimiubiert und anschieBend die poly-
Sia- und Protein-Konzentration im Uberstand genres®as Ziel war dabei, die Proteine an
die Minerale zu binden und den Verlust an polySigering wie méglich zu halten. Es wur-
de festgestellt, dass Puranit UF mit einer Protisogption von 61 % die besten Ergebnisse
liefert. Der Nachteil ist, dass auch polySia anapurUF adsorbiert wird. Bei den Tonmine-
ralien EX M 926 |, EX M 1753 und EX M 1607 wurdeitke polySia-Adsorption festgestellt.
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EX M 1753 stellte mit einer Proteinadsorption vah% das zweitbeste System dar. Daher

wurde fur die weiteren Versuche EX M 1753 verwend®t ndher charakterisiert.

5.4.4.3 Charakterisierung von EX M 1753

Adsorptionsprozesse auf heterogenen und homogemenfl&hen kénnen mit Hilfe der
Langmuir-Freundlich-Isotherme (LF-Isotherme) fuihkals auch fur niedrige Konzentratio-
nen gut modelliert werden. Daher wurde die n&hdrarékterisierung von EX M 1753 auf
Basis dieser Isotherme durchgefiihrt [76]. Die Formexfur lautet:

Jecm
K Koeffizient (Mal3 fir die Bindungsaffinitat)
q adsorbierte Proteinmenge
Omax Max. adsorbierbare Proteinkonzentration
Ceq  Protein-Konzentration im Uberstand

m Heterogenitatsindex (zwischen 0 und 1)

Es wurden je 40 mg des Adsorbens mit 1 mL einegrgohiedlich stark konzentrierten BSA-
Lésung in einem Uberkopfmischer inkubiert. Naclolgnfeicher Inkubation wurden die Pro-
ben zentrifugiert und anschlieBend die verbliebiknazentration an Protein im Uberstand
gemessen, wodurch die adsorbierte Proteinmengdteitmverden konnte (Versuchsdurch-
fuhrung im Kapitel 8.6.3.2).
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Abbildung 40: Ermittelte Langmuir-Freundlich-Isothee der Bindung von BSA an EX M 1753 (R2=0,97). Die
Adsorption wurde in 200 mM NaPP (pH 7) durchgefi{Mittelwert aus Dreifachbestimmung mit Standardab-

weichung).

Der berechnete Wert fir den Heterogenitatsindexegt unterhalb von 1. Deswegen kann
davon ausgegangen werden, dass die Oberflache Xavi E753 von heterogener Natur ist.
Die Kurve lauft gegen einen Grenzwert von 300 #Ihg g* (Abbildung 40). Da BSA ei-
nen isoelektrischen Punkt von 4,7 bis 4,9 aufwaislite es bei dem pH-Wert 7 nicht sehr
stark binden. Trotzdem konnte eine maximale Adsmmptvon ca. 300 mg Y festgestellt
werden. Dies zeigt, dass EX M 1753 von weiteren Mgelwirkungen beeinflusst wird, die
nicht elektrostatischer Natur sind, wie z.B. hydrope Interaktionen. Zudem besitzt die
Oktaederschicht des EX M 1753 laut einer Analyse felerschungszentrums Karlsruhe eine
leichte positive Uberschussladung [73]. Dadurchdearelektrostatische Wechselwirkungen
mit negativ geladenen Proteinen begunstigt. AusetigGriinden eignet sich EX M 1753 als

Adsorptionsmaterial fir die Aufreinigung von polgSius den Kulturbrihen.

5.4.4.4 pH —Wert-Abhangigkeit von EX M 1753

Um den Einfluss des pH-Werts von der Proteinadsormn EX M 1753 ndher zu untersu-
chen, wurde 1 mL des Konzentrats (Permeat der EONéBmbran) einer polySia-Batchbrihe
mit 40 mg Adsorbens bei verschiedenen pH-Werteerimem Uberkopfmischer inkubiert.
Die pH-Werte wurden dabei mit folgenden Pufferngestellt: pH 4 und pH 5 mit Acetat,
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pH 6 mit MES, pH 7 mit HEPES und NaPP (gekennzedthts pH 7*), pH 8 und 9 mit Tris
und pH 10 mit CAPS. AulRerdem wurden drei verscmedeuffer-Konzentrationen (50 mM,
100 mM, 200 mM) verwendet. Die Anfangskonzentratien Proteine in den Proben betrug
649 mg L. In Abbildung 41 ist die Konzentration der niclebgindenen Proteine bei Einsatz
von EX M 1753 in Abhangigkeit vom pH-Wert nach eirgkubationszeit von 30 min darge-
stellt.
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Abbildung 41: pH-Wert-Abhangigkeit der Proteinagg@n an EX M 1753. Die Adsorption wurde fur 30 min
jeweils in 50 mM, 100 mM und 200 mM Puffer bei whtedenen pH-Werten durchgefiihrt. Die Protein-

Startkonzentration betrug 649 mg [Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen).

Generell ist in allen pH-Bereichen eine Adsorptiamn Proteinen zu beobachten. Mit stei-
gender Pufferkonzentration nimmt die Adsorptionsiagét in den meisten Fallen ab, da
durch die hohere Konzentration des Puffers einee Hohenstéarke vorliegt, die die Bindung
der Proteine an das Mineral behindert. Im pH-Béreiet ist die Adsorptionsfahigkeit des
EX M 1753 konstant. Bei pH 8-9 fallt die Bindungplkaitat nochmals leicht ab. Dies ist ein
typisches Verhalten von Kationenaustauschermaiamiadla eine héhere Repulsion zwischen
der permanent negativ geladenen EX M 1753 Obesdlacimnd dem Uber seinem
isoelektrischen Punkt negativ geladenen Proteistemt [73]. Bei pH 7 und einer Pufferkon-
zentrationen von 50 mM NaPP wurden die Proteinest@mksten adsorbiert. Die Proteinkon-

zentration konnte dabei um den Faktor 27 verringgerden.
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Nach Ruiz-Hitzkyet al. (2005) werden Polysaccharide je nach Ladungszusthedelektro-

statische Wechselwirkungen an Tonmineraloberflachdsorbiert oder auch zum Tell
interkaliert [75]. Um zu untersuchen, ob dieserekffauch fur polySia zutrifft, wurde die
polySia-Konzentration nach 30 min Inkubation im ttand mittels TBA-Assay bestimmt.
Die genaue Versuchsdurchfuhrung ist dem Kapitel386zu entnehmen. Die polySia-

Startkonzentration betrug 0,78 mg thiL
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Abbildung 42: pH-Wert-Abh&ngigkeit der Batch-Prolmn polySia an EX M 1753 nach 30 min. Die Adsorpti-
on wurde in 50 mM, 100 mM und 200 mM Puffer desspréchenden pH-Werts durchgefihrt. Die polySia-

Startkonzentration betrug 0,78 mg th{Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen).
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Aus der Abbildung 42 lasst sich erkennen, dassalem pH-Werten eine leichte Adsorption
von polySia auftritt. Die polySia-Adsorption nimimotz der eluierenden Wirkung der hohen
Pufferkonzentrationen zu. Wahrscheinlich tritt [Rily mit den Kationen der Puffer in Wech-
selwirkung, sodass die negative Landung der poly8iangert wird und diese besser an EX
M 1753 bindet. Die Konzentrationen der nicht adsotbn polySia lagen dabei zwischen
0,65 und 0,75 g . Die groRte Wiederfindungsrate von polySia warséhmM NaPP (pH 7)
mit 0,75 g L* (96 %).
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5.4.4.5Fazit

Die Charakterisierung des Tonminerals EX M 1753igimtlich der Adsorption von Protei-
nen und polySia zeigt, dass dieses Material eirgvetsprechende Madoglichkeit zur
Aufreinigung von polySia darstellt. Die Proteinenkten im pH-Bereich von pH 4 bis10 mit
EX M 1753 zum gro3ten Teil adsorbiert werden. Diegt, dass EX M 1753 von weiteren
Wechselwirkungen beeinflusst wird, die nicht elektatischer Natur sind, wie z.B. hydro-
phobe Interaktionen. Zudem besitzt die Oktaedechthies EX M 1753 eine geringe positive
Uberschussladung, wodurch auch negativ geladerteiRecadsorbiert werden kénnen [73].
Wie vermutet nimmt die Adsorptionskapazitat fur tenoe mit der Pufferkonzentration ab.
Die lonen des Puffers interkalieren in EX M 1753vbbesetzen die Oberflache, so dass die
Wechselwirkung zwischen Tonmineral und Protein siigender Pufferkonzentration ver-
ringert wird. Die effektivste Proteinadsorption @ibei pH 7 (NaPP) und pH 10 (CAPS) er-
reicht.

Desweiteren konnte die These von Ruiz-Hitzkyal. (2005), dass Polysaccharide je nach
Ladungszustand Uber elektrostatische Wechselwiuragn den Oberflachen von Tonmine-
ralien adsorbiert oder zum Teil interkaliert werdbestatigt werden. Die Adsorption von
polySia an EX M 1753 lag bei 3-18 %. Im Gegensatzien Proteinen wurde ein entgegen-
gesetzter Trend beobachtet. Die polySia-Adsorptionmt mit steigender Pufferkonzentrati-
on zu. Die geringste Adsorption (3 %) konnte ben@ NaPP (pH 7) erzielt werden. Auf-
grund dieser minimalen Produktverluste und der hdPeoteinadsorption bei 50 mM NaPP
(pH 7) stellt EX M 1753 eine kostengunstige Altdivia zu den Fallungsreaktionen dar. In

Tabelle 27 sind die erhaltenen Ergebnisse zusameségily.

Tabelle 27: Ergebnisse der polySia-Aufreinigung aeith 50 mM NaPP (pH 7) tber den EX M 1753.

Ergebnisse
Ausbeute 96 %
Zeitaufwand 30 min

Materialkosten -

5.5 Kombination von Q-Membran und EX M 1753

Anschlie3end wurde untersucht, inwiefern durch élmgereinanderschaltung der Q- Memb-

ran und EX M 1753 die Aufreinigung von polySia noghiter optimiert werden kann. Das
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Ziel dabei ist es, die Adsorptionseffizient zu géen und eine effektive Aufreinigung von
polySia zu etablieren. Hierzu wurden die Versuche&f aBasis der besten
Aufreinigungsergebnisse (Puffersubstanz, Pufferkatration und pH) aus dem Kapitel 5.4.2
und 5.4.4 durchgefihrt. In Vorversuchen wurde zhatiantersucht, in welcher Reihenfolge
die beiden Methoden eingesetzt werden solltentdtiéessich heraus, dass der Einsatz der Q-
Membran gefolgt von EX M 1753 am effektivsten ist.

Der Aufarbeitungsprozess startet, wie im Kapitdl. b bereits beschrieben, mit einer Zellse-
paration mittels Mikrofiltration (0,45 pm). Hierauurde sowohl eine Batch- als auch eine
Fed-Batchbrihe verwendet. Das Volumen der Brihendevumit Hilfe der Cross-flow-
Ultrafiltration bei einem GroRenausschluss von D@ kingeengt.

Die Proben wurden zunachst mit der Q-100 Membrdgeaeinigt. Hierzu wurde die Q-100
Membran mit 200 mM NaPP (pH 7) equilibriert und @ngl3end mit 20 mL der jeweiligen
Probe beladen. 10 mL der Elutionsfraktionen vory$@ wurden anschlieBend jeweils mit
400 mg EX M 1753 versetzt (NaPP, 50 mM, pH 7) uind3fh inkubiert. Die detaillierte Ver-
suchsdurchfiihrung ist dem Kapitel 8.6.3.2 zu entrezh In Abbildung 43 sind die erhalte-
nen polySia-Ausbeuten sowie Proteinkonzentratioreai der Aufreinigung von polySia aus
Batch- und Fed-Batch-Proben mit der Q-Membran umstldie3ender Adsorption an EX M
1753 dargestellt.
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Abbildung 43: polySia- (A) und Protein-Gehalt (Bh ider Batch- und Fed-Batchbriihe. Die polySia-
Anfangskonzentration fiir die Batchbriihe lag beBP@y4.* und die Proteinkonzentration bei 0,23 Eir die
Fed-Batchbrithe lagen die polySia-Anfangskonzewomatbei 0,94 g I und die Proteinkonzentration bei
0,37 gL

Abbildung 43 A zeigt die polySia-Ausbeuten fur &atch- und Fed-Batchbrihe. Die poly-
Sia-Ausbeute fur die Batchbrihe betrug 61 %. BeiFkxl-Batchbrihe konnten Ausbeuten

um 56 % erzielt werden. Die grof3ten Verluste liegaveils bei der Membranadsorption vor,
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fur die Batchbrihe dementsprechend bei 14 % undi@iFed-Batchbrihe bei 15 %. Zusatz-
lich treten hohe Verluste bei der Mikrofiltratiom iFalle der Fed-Batchbriihe auf (15 %). Bei
Einsatz der EX M 1753 treten hingegen nur minimé&eluste an polySia auf (3-4 %). Die
Abbildung 43 B zeigt die jeweiligen Protein-Gehalteer Batch- und Fed-Batchbrihe. Die
grof3te Proteinabreicherung erfolgt auch hier wahier Membranadsorption. Der nachfol-
gende Aufreinigungschritt mit EX M 1753 konnte ekmmplette Entfernung aller Proteine
in der Batchbrihe gewéhrleisten. Fur die Fed-Batdid ergab sich eine minimale Protein-
wiederfindung von 3 %.

Fur die Fed-Batchbriihe konnte insgesamteine seter golySia-Ausbeute erzielt werden.
Trotzdem waren nach der EX M 1753 Aufreinigung nétioteine messbar. Aus diesem
Grund wurde fur die Fed-Batchbriihe die Aufreinigssigatgie leicht modifiziert. Die
Aufreinigung mit der Q-Membran erfolgte direkt nactler Zellseparation ohne
Aufkonzentration, mitder Inkubation mit EX M 17581iAnschluss. Fir groRere Volumina
bietet sich eine Aufkonzentration nach dem erstelmri® bereits an. Da diese Aufreinigung
im Labormal3stab stattfand (10 mL Volumen), wurdieesine Aufkonzentration verzichtet. In

Abbildung 44 sind die Ergebnisse dieser modifizrerAufreinigungsstrategie dargestellt.
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Abbildung 44: PolySia- und Protein-Gehalt fiir deedfBatch-Uberstand. Die polySia-Anfangskonzentratio
lag bei 0,94 g I und die Proteinkonzentration bei 0,37 L

Es konnte eine polySia-Ausbeute von 61 % erreidrden. Die grol3ten Verluste treten, wie

bereits beschrieben, bei der MembranadsorptionZagfem konnte mit der Q-Membran eine
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Proteinabreicherung von 82 % erzielt werden, da thie Proteine nicht konzentriert vorla-
gen. Nach der Adsorption an EX M 1753 konnte keiotéin mehr in der Losung nachge-
wiesen werden. Da diese Modifikation sehr erfolgitaivar, empfiehlt es sich, den Ubergang

in den Technikumsmaf3stab mit den Kulturtiberstamdechzufihren.

5.5.1 Polymerlangen-Bestimmung fir den Labormaf3stab

Nach der Aufreinigung mit dem Membanadsorber undMEX753 erfolgte die Bestimmung
der polySia-Polymerlange mit der DMB-HPLC. In Althihg 45 ist die erhaltene polySia-
Polymerlange des Konzentrats der Batch- und FedhBaihe sowie derjenigen aus dem

Kulturiberstand der Fed-Batchbriihe dargestellt.
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Abbildung 45: Ermittelte polySia-Polymerlange natdr Aufreinigung der Batch- und Fed-Batch-Konzeetra
und des Fed-Batch-Uberstands mit der DMB-HPLC imdrenaRstab.

Fur die Batchbrihe wurde mit der DMB-HPLC eine maale Polymerlange von 110 DP
ermittelt. Bei der Fed-Batchbriihe konnte eine Peljange von ca. 115 DP ermittelt wer-
den. Wie schon im Kapitel 5.3 erwahnt, werden kexd-Batch-Kultivierungen héhere poly-
Sia-Polymerlangen produziert als bei der Batch-kagitung. Die Polymerlange fur die Fed-
Batchbrihe konnte nicht genau bestimmt werden j@®eéssung vermutlich durch die Pro-
teinverunreinigungen gestort wird. Mit einer polgdtolymerlange von 160 DP war die
Aufreinigung des Fed-Batch-Uberstands (Kulturbrigiekt nach der Mikrofiltration) im

Labormal3stab am erfolgreichsten. Hier trat keirgn&ilberlappung auf, was auf eine sehr
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reine polySia-Probe hindeutet. Aus diesem Grunddenater Scale-up vom Labormalfistab in
den TechnikumsmaRstab ausschlieBlich mit dem Ubwistaus den Batch- und Fed-
Batchbrihen (Kulturbriihe direkt nach der Mikroflion) durchgefihrt.

5.5.2 Fazit

Die Ergebnisse der Kombination von Q-Membran undNEX 753 in Abbildung 43 zeigen,
dass zum einen bei allen polySia-Proben eine efekProteinadsorption erzielt werden
konnte,zum anderen, dass die polySia-Ausbeuterbéniind 61 % in einem hohen Bereich
liegen. Der verlustreichste Schritt wahrend der rAwigung trat bei der
Membranadsorbertechnik auf. Dabei gingen bis z@418es Produkts verloren. Da die ad-
sorptiven Wechselwirkungen zwischen dem TonminEdalM 1753 und Proteinen im Ver-
gleich zu polySia sehr hoch sind, trat in diesenfréinigungsschritt nur ein geringer Verlust
an polySia auf. Durch die Aufreinigung mit der Q+leran wurden die Proteine grof3tenteils
abgereichert. Der Fed-Batch-Uberstand wies dabei8ti% die effektivste Abreicherung
auf, gefolgt von der Batchbriihe mit 58 % und dea-Batchbriihe mit 51 %. Durch die an-
schlieBende Inkubation mit EX M 1753 wurde bei déeu-Batch-Uberstand (Kulturbriihe
direkt nach der Mikrofiltration) und der Batchbrik@e vollstandige Proteinabreicherung
erzielt. Fur die Fed-Batchbrihe ergab sich eineinrate Proteinwiederfindung von 3 %.
Zudem wurden die Polymerlangen der aufgereinig@gSia bestimmt. Fur die Batchbrihe
ergab sich eine Polymerlange von 110 DP. Aus détfBachbrihe konnten polySia-Langen
von ca. 115 DP gewonnen werden. Eine genaue Besingrder Polymerlange war jedoch
nicht mdglich, da die DMB-HPLC-Messung durch Verinigungen in der Probe gestort
wird. Die Polymerlange der polySia aus dem Fed4Bé&tberstad (Kulturbriihe direkt nach
der Mikrofiltration) betrug sogar 160 DP. Der Seap des Aufreinigungsprozesses in den
Technikumsmafstab wurde nur mit dem Batch- undBatdh-Uberstand durchgefiihrt, da

aus diesem ein Produkt mit der héchsten Polymeel&aiert werden konnte.

5.6  Scale-up: Technikumsmal3stab

Wie schon im vorigen Kapitel beschrieben, wurde dieergang in den TechnikumsmaRstab
mit den Batch- und Fed-Batch-Uberstanden (Kultumbridirekt nach der Mikrofiltration)
durchgefiihrt. Fir die Aufreinigung im Technikumsmsi@® wurde eine Sartobifid
SingleSep 5 (Q-Membran, Membranflache 2500 cm#o8as Stedim Biotech, Goéttingen)
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verwendet. Die SartobiffdSingleSer5 wurde dabean eine Membranadsorberanlage e-
schlossen. In Abbildung 46t eine schematisctSkizzeder Anlage dargestellt [77]. Dien-
lage besteht aus emeKreislauf (schwar:z Pfeile), walurch die Membran zyklisch mit d
Probe beladen werden karber ein lineare Pumpsystem (griinen P#il kann die Memb-
ran mit Puffer- oder Elutionkdsung gespult werden. Durch die programmierbarentié
und die Pumpesteuerung kann zwischen beiden Systeiautomatisch gewechselt werde
Zusatzlichverfugt die Anlage tbeOnline-Analysegerateur Messung di UV-Absorption,
der Leitfahigkeit, denbruck undder Durchflussgeschwindigkeit. ZBestinmung der poly-

Sia- und ProteinkonzentratienwurdenOffline-Proben aus dem System entnomr
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Abbildung 46 Schematische Darstellung der Membranadsorberantar Aufreinigung von polySia mi
Sartobin@ SingleSep 5m TechnikumsmaRst. UV = UV-Absomption; DF = Durchflussgeindigkeit; LF =
Leitfahigkeit.

Bei EX M 1753 erfolgte inifechnikumsmalfisti eine Erh6hung degingesetzteiMaterial-
menge (2 g), welche lineanit dem Volumen (200 mL) erhéht wurdin Abbildung 47 ist

die optimierte Aufreinigungsstrategie fur den Takbhmsmalistab schematisch darges
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Abbildung 47:FlieBschema des Produkti- und Aufarbeitungsrozesses von polySia aE. coli K1 unter

Verwendung deAdsorbertechnik im Technikumsmalf3s

Der Aufarbeitungsprozess startete analoder in Kapitel 5.4.beschriebenen Strate¢mit
der Trennung von Zellmasse und Kulturmedium. Det Iulturiberstand wurde mit ;L
100 mM NaPP (pH 7juf die (-Membran (Sartobirfd SingleSep 5Membranflache 2.50
cn? Sartorius Stedim Biotech, Géttin¢) aufgetragen und mit M NacCl eluiert. Um ein
Erschépfung der Membrankapazitat zu vermeiden umel moglichst effektive Produktis-
beute zu erlangen, wurden insgesamt Durchgangem Fall der Batchbrihdurchgefihrt.
Aufgrund hoherer polySi&onzentrationen wurddie Fed-Batchbrihé insgesamt sieben
Zyklen prozessiertein Zyklus bestehdabei aus der duilibierung mit 200mM NaPP (pH
7), der Beladung, demM/aschen mit 1 mM NaPP (pH 7) und deflution mit 1 M NacCl. In
Abbildung 48 sind die erha&hen polySi- und Proteinlmdungskapazitatein den einzelnen
Zyklen fur die Batchbrihe dargestse



Ergebnisse und Diskussion 81

[ polySia
[ Protein
320
300
280 £
260

H

N

N

o
|

220
2004
180
160
1404
120
1004

80

60

404

20] I I e 1 1

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4

Bindungskapazitaeten [ug cm?]

Abbildung 48: Erhaltene Bindungskapazitat von paly&nd Proteinen auf der Sartobin®ingleSep 5-
Membran. Als Ausgangslésung wurde eine 10 L Baighdrmit einem polySia-Gehalt von 3,31 g und einem

Protein-Gehalt von 2,13 g verwendet.

Es ist zu erkennen, dass die maximale Bindungskap#ir polySia erst beim dritten Zyklus
erreicht wurde. Anschlie3end fallt die Bindungskatad ab, da die polySia-Konzentration in
der Probel6sung erschopft ist. Insgesamt wurdediySia eine maximale Bindungskapazitéat
von 311,5 + 7 um cih erreicht. Fir die Proteine betrug die maximaledBimgskapazitat
schon beim ersten Zyklus 28,4 + 2,7 pmi@anach sank die Bindungskapazitat langsam
ab. Die niedrige Bindungskapazitat der polySia bemsten Zyklus lasst sich dadurch erkla-
ren, dass die Membran noch nicht ausreichend mitnil NaPP (pH 7) equilibiert war bzw.
mehr Proteine wahrend des ersten Zyklus gebundedewusodass weniger Platze fur die
polySia zu Verfigung stehen. Die mittlere Bindurayskzitat aus den vier Zyklen betragt fur
polySia 239,4 um cihund firr die Proteine 27,7 pm €mAlle Bindungskapazitaten der
polySia an der SartobifidSingleSep 5 sind kleiner als an der Sartobind @(202,2 pg cm2,
Kapitel 5.4.2). Der grol3e Unterschied konnte an Bkadulgeometrie der Q 100- und
SingleSep 5-Membran liegen. Bei der Q-100-Membiageh die Membranlagen flach tber-
einander und bei der SingleSep 5 ist das Membrariabtim einen Kern gewickelt.

Nach der Membranadsorption wurde das Volumen dégeseinigten Kulturiberstands mi
Hilfe der Cross-flow-Ultrafiltration bei einem Gréflausschluss von 10 KDa aufkonzentriert
und entsalzt. Daraufhin folgte die Adsorption destlichen Proteine aus dem Retentat an EX

M 1753. Zur volistandigen Entfernung der Pufferdatevurde diese Losung dialysiert. An-
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schlieBend wurde aus der wassrigen Phase durcle@eitknung ein stabiles Produkt erhal-
ten. In Abbildung 49 und Abbildung 50 sind die kdetfen Aufreinigungsschritte mit den
jeweiligen polySia- und Protein-Gehéltern der Batotd Fed-Batchbrihe dargestelit.
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Abbildung 49: Erhaltene polySia- und Protein-Kortzationen der 10 L Batchbrihe bei der Aufreinigting
TechnikumsmalRstab. Die Ausgangslosung enthielt gitgSia-Gehalt von 3,31 g und ein Protein-Gehah v
2,13 g.

Abbildung 49 zeigt die Ergebnisse der Aufreinigumg der Q-Membran gefolgt von EX M
1753 fur die Batchbriihe. Es wurde eine polySia-Ausb von 61 % (2,02 g aus 10 L) erzielt.
Die gro3ten Verluste traten bei der Membranadsteblenik und Ultrafiltration auf. Der
Verlust liegt bei 24,4 %. Bei EX M 1753 wurde ewhs kleiner Verlust von 1-2 % an poly-
Sia ermittelt. Nach der Adsorption an der Q-Membnaar bereits ein Grol3teil der Proteine
abgereichert. Durch die Dialyse wurden die resticiPufferbestandteile entfernt. Abschlie-
Rend erfolgte die Produktabscheidung Uber die L¥isphion. Die Verluste an polySia in
diesen letzten beiden Schritten waren mit 4,8 % gehing. Die Ausbeuten konnten gegen-
Uber der Fallungsmethode um 6 bis 11 % (Kapitel &B6ht werden.
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Abbildung 50: Erhaltener polySia- und Protein-Komzatione der 10 L Fed-Batchbriihe Aufreinigung im
Technikumsmalistab. Die Ausgangslésung enthielhging/Sia-Gehalt von 7,2 g und einen Protein-Gelait
3,27 g.

Abbildung 50 zeigt die Ergebnisse der vollstandigerfireinigung von polySia aus der Fed-
Batchbriihe. Der polySia-Anfangsgehalt lag bei 7,aug 10 L. Durch die Mikrofiltration
(0,45 pum) konnte die Proteinmenge um 22 % redumniertien, da ein Teil der Proteine im
Retentat der Mikrofiltration verbleibt. Gleichzegjtierfolgt jedoch ein hoher Produktverlust
von 19 %. Durch die Aufreinigung mit der Q-Membnaarden die Proteine zu 70 % elimi-
niert. Allerdings fand auch in diesem Schritt emodRiktverlust von 19 % statt. Mit der Ultra-
filtration wurde die polySia im Retentat aufkonzesrt. Hier wurde ein Produktverlust von
5% ermittelt. Dieser Verlust resultiert aus deedarmolekularen polySia, die sich im
Permeat anreichert. Die nachfolgende VerwendungBXrM 1753 gewahrleistet eine voll-
standige Entfernung der Proteine. Die polySia wutdbei nur zu ca. 1 % adsorbiert. Als
letzter Aufreinigungsschritt folgte die Dialyse.eDentsalzte polySia-Losung wurde abschlie-
Bend lyophilisiert und als Feststoff isoliert. ilesen beiden Schritten war der Produktverlust
minimal und betrug insgesamt nur 6,7 %. Die finAlesbeute der aufgereinigten polySia
liegt bei 2,9 g, was in Bezug auf die eingesetaiéufbrihe einer Ausbeute von 40 % ent-
spricht. Die Ausbeuten der Fed-Batchbrihe liegeh 21i% unter dem der Batchbrihe.
Durch die Erhéhung der Adsoptionszyklen an der Mamlkdnnte die Ausbeute der Fed-
Batchbrihe erhdéht werden. Hierzu wéren weitere @iptungsarbeiten notwendig. Mit der

in dieser Arbeit entwickelten Aufreinigungsstratedgionnten die Ausbeute gegentber der
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Fallungsmethode trotz der derzeitigen Verlustedsei Membranadsorption von 5-11 % auf
40 % erhoht werden.

5.6.1 Polymerlangen-Bestimmung fur den Technikumsmalstab

Nach der Produktabscheidung wurde die Polymerld&tegeim Technikumsmalistab herge-
stellten polySia mittels DMB-HPLC bestimmt. In Alhing 51 sind die erreichten polySia-
Polymerlangen der Batch- und Fed-Batch-Kultiviermagh der Aufreinigung dargestellt.
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Abbildung 51: Mittels DMB-HPLC ermittelte polySiaeBmerlange der Batch- und Fed-Batch-Kultivierung

nach der Aufreinigung im Technikumsmalf3stab.

Mit der DMB-HPLC wurde fur die Batch-Kultivierungree polySia-Polymerlange von 110
DP ermittelt. Die Polymerlange der polySia aus Hed-Batch-Kultur betragt ca. 145 DP.
Eine genaue Polymerlange konnte nicht ermitteleer da nach 145 Einheiten eine Signal-
Uberlappung vorliegt.

5.6.2 Bestimmung des Endotoxin- und DNA-Gehalts

Die isolierte polySia soll als Gerlistsubstanz zeniapteten Regeneration von Nervenzellen
im menschlichen Korper eingesetzt werden. Eine tigehVoraussetzung ist demnach die
Reinheit des Produktes. Zur Ermittlung dieser wuilde Endotoxin- und DNA-Gehalt der

isolierten polySia bestimmt.
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Endotoxine sind Lipopolysaccharide, welche Bestihdiler duf3eren Membran gram-
negativer BakterienSalmonellen, Shigellen, E.coli) sind. Lipopoylsaccharide haben eine
toxische Wirkung auf eukaryontische Zellen [78].rEndotoxin-Gehalt wurde mit dem
LAL-Test (LimulussAmdbozyten-Lysat-Test) bestimmt (Versuchsdurchtiaigrsiehe Kapitel
8.5.6). In der polySia aus der Batch- und Fed-Baiihe betrug der Endotoxin-Gehalt nach
der Aufreinigung 14 EU ml Zum Vergleich wurde bei der chromatograhischen
Aufreinigung von polySia ein Endotoxin-Gehalt vofi BU mg* und 90.000 EU mj ge-
messen [47]. Die im Rahmen dieser Arbeit aufgegéenpolySia liegt folglich im unteren

Randbereich.

Zusatzlich wurde der DNA-Gehalt mit dem FluoresZeristoff Hoechst 33342 bestimmit.
Die aufgereinigte polySia wurde demensprechenddimisem DNA-Farbstoff gefarbt und
anschlie3end mit einen Fluoreszenzphotometer gemé¢¥ersuchsdurchfiihrung siehe Kapi-
tel 8.5.7). FUr die polySia aus der Batch-und FattBbrihe wurde ein DNA-Gehalt zwi-
schen 11,5 bis 14 ng Mgemessen. Die DNA-Abreicherung erfolgte (iber di&mbran.
Beim Eluieren mit 1 M NaCl verbleibt die DNA dah&erwiegend auf der Membran haften.
Erst bei einer Salzkonzentration von 1,25 M wird @iNA eluiert [79]. Der DNA-Gehalt
liegt bei der chomatograhischen Aufreinigung zwést ng mg und 10 ng md [47]. Trotz
der hohen Anschaffungskosten der chromatographs@@ulen unterscheiden sich die

DNA-Gehalter nicht wesentlich von der polySia aas Adsorbertechnik.

5.6.3 Fazit

Die polySia-Aufreinigung der Batch- als auch dedfBatchbrihe war im 10 L MaR3stab er-
folgreich. Die Proteine konnten dabei vollstandifernt werden. Bei der Batchbriihe wurde
eine polySia-Ausbeute von 61 % erzielt. Die growamluste von 24,4 % traten bei der
Membranadsorption und der Ultrafiltration auf.

Die Ausbeute der Fed-Batchbrihe lag bei 40 %. R@agationsschritt mit der Mikrofiltrati-
on und der erste Aufreinigungsschritt mit der Q-Nbeam weisen mit 40 % die gréf3ten Pro-
duktverluste auf. Die nachfolgenden Aufreinigungsagte zeigten geringere Verluste mit
einer Summe von 20 %. Der Verlust an der Membramt&durch eine Erh6éhung der Zyk-
len erniedrigt werden. AufRerdem konnen die Verlumtis der Ultrafiltration durch die

Aufreinigung der Oligosialinsaure zurickgewonnemdea (vgl. Kapitel 6). Im Vergleich zu
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der Fallungsmethode konnteit der Adsorbetechnik die Ausbeute fiir die Batchbrihe v
55 auf 61 % erhdht werdeim Fall der Fed-Batchbrihkonnte die Ausbeu von 5-11 %
sogar auf 40 % gesteigaeverder. Aul3erdem wurdemm Vergleich zur bisherigenrazipitati-
onsbasierten Aufreinigungsmetholangere polySia-Molekiile isolievterden. Die polSia-
Polymerlangerbei der Fallunsmethode lagen flr die Batchbriihe beD#5und fir die Fe-

Batchbriihe bei 110 DP. Miter neuen Aufreiigungsstrategie konnte flir die Batchbriihe «
Lange von 11MP und fir die Fe-Batchbriihe eine Lange von 145 BReicht werde. Eine
weitere wesentliche Verbseruncdieser Methode mittels @embran und EX M 17t stell-
te die \erkirzung der Aufreinigungszeit von 10 auf 8 Tage (Abbildung 52). Zusatzlich
konnte der Arbeitsaufwand erhebliverringert werden (s. Abbildung 26h¢c Abbildung 47).

Tage

1|2|3|4|5|6!?!8!9!10

I I I I I
Fallun os- orboret ] Mikrofilration; Cetavior- Ethano- v Trock
methode Reaktor A/ Kultivierung pp utrafitation uinéd - ciiune fallung Dialyse e
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echnils S

Abbildung 52 Vergleich der Aufreinigungszemit Fallungsmethode bzvAdsorbertechnil

Der Endotoxin-Gehalt demufgereinigen polySia aus der Batchind Few-Batchbrihe liegt
bei je 14 EU mg. Zusétzlich wurde der DN-Gehalt gemessen, welchiér die Batch- und
FedBatchbriihen zwischen 1-14 ngmg liegt. Die Reinheitder polySia aus de
Adsorbertechnik liegt bei 998 %.

Somit stellt die neu entwicke Aufreinigungsmethode eine gute Alternative zu konven-
tionellen Fallungsmethodelar. In Tabelle 28 sind die Ergebnisse devollstandigen

Aufreinigung der Batchund Fe+Batch Kultivierung zusammengefasst.

Tabelle 28: Ergebnisse der Bateimd Few-Batch Aufreinigung in 10 L.

Ergebnisse Batch 10 L F-Batch 10 L
Ausbeute 61 % 40 %
Zeitaufwan 8 Tage 8 Tage
Materialkoste® 42,4 € ¢ 59,9 €Y

% Hier sind Materialkosten (ohne Arbeitszeit) von Heitivierung bis zum isolierten Produkt aufgefi
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Das Preis-Leistungs-Verhdltnis der Batch-Aufreimigust um 29 % niedriger als die der
Fed-Batch-Aufreinigung, da die Aufreinigung der &dirihe bei gleichen Materialkosten
effektiver ist. Durch weitere Optimierung (Erhdéhudgr Adsorberzyklen) der Fed-Batch-

Aufreinigung kénnen die Materialkosten gesenkt werd

6. Aufreinigung von Oligosialinsaure

In diesem Kapitel soll die Produktion und Aufreimngy von Oligosialinsaure (oligoSia) be-
schrieben werden. Ihre Herstellung kann Uber dieafiltration als Nebenprodukt [43] oder
durch enzymatische Spaltung der langkettigen palggiolgen. Die oligoSia ist eine nieder-
molekulareo2,8-verknuipfte 5-N-Acetylneuraminsaure. Der Ubeggawischen oligo- und
polySia ist flieRend, eine genaue Grenze der Palgmge gibt es jedoch nicht [80]. Die
Grenzen der Oligosialinsaure wurde in dieser Arbeit 35 bis 40 DP festgelegt, da diese
Lange fur die Forschungsgruppe bendtigt wurde.@igosialinsdure wurde fir die Untersu-
chung der Struktur und zur Beschichtung von Nartdqgin bendtigt. Durch die Beschich-
tung der Nanopartikel wird die Fahigkeit der Olighissaure die Blut-Hirn-Schranke zu
Uberwinden, ausgenutzt, um Wirkstoffe direkt indi@ezu transportieren [6, 7].

6.1 Aufarbeitung von Oligosialinsaure mittels Ultrafilt ration

Zur Aufkonzentrierung der oligoSia wurde mit derdFgatchbrihe zunéachst eine Cross-
Flow-Ultrafiltration (10 kDa) durchgefiihrt. Das IRexat dieser Filtration weist einen hohen
Anteil an oligoSia auf und wurde zunachst mit Hi¥fen Hydrosat-Ultrafiltrations-Kassetten

mit einer Porengrol3e von 5 bzw. 2 kDa aufkonzenmtries wurden jeweils 8 L Permeat mit
unterschiedlicher Anfangskonzentration verwendet.Abbildung 53 sind die Ergebnisse

hierzu dargestellt.
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Es konnten aus der Ausgangsldsung mit einem olegg@®halt von 0,76 g nur 123 mg oligo-
Sia durch die 5 kDa Filtration erhalten werden (#ding 53 A). Dies entspricht einer Aus-
beute von 16 %. Der grofdte Anteil verbleibt jedaohPermeat der 5 kDa-Filtration (69 %).
Daraus lasst sich schlie3en, dass ein GroR3teibltgySia durch die 5 kDa-Membran dringt.
Aus diesem Grund wurde fir die Aufkonzentration [giiter mit 2 kDa getestet. Die 2 kDa-
Filtration wurde ausgehend von einem oligoSia-Gebah 0,52 g durchgefuhrt (Abbildung
53, B). Bei der Aufkonzentration mit dem 2 kDa-&illverbleiben 26 % oligoSia im Retentat
(2 kDa) und 74 % im Permeat (2 kDa). Bei der 2 llgation konnte somit der Anteil an
oligoSia gegenuber der 5 kDa Filtration nur um 1@®oht werden. Trotz der kleineren Po-

rengrofRe von 2 kDa, konnten nicht alle oligoSia-8kale im Retentat gehalten werden.

Da fur die Cross-flow-Filtration keine Filter mitékneren PorengrofR3en als 2 kDa erhaltlich
sind, wurde ein neues System (LabCell) der FirmahKidembrane Systems getestet und es
erfolgte eine Untersuchung, ob die Ausbeuten dgo8ia im Retentat erhéht werden kon-

nen. In Abbildung 54 ist die Anlage schematisclgdatellt.
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Abbildung 54: Schematische Darstellung des Koch klame Systems mit Druckregelung (1), Probenbehélter
(2), Pumpe (3), Membran (4) und Auslassventiler6jg81].

Diese Anlage erlaubt die Aufkonzentration und dmgslzung von Losungen im Labormal3-
stab und verfugt Gber die Moglichkeit, Membranernt mmterschiedlicher Porengréf3e (0,2
und 1 kDa) zu verwenden (Tabelle 29). Das dardest8lstem (Abbildung 54) besteht aus
einem druckfesten Edelstahlbehalter (2) fiur diebBndbsung sowie einer Pumpe (3) zum
Transport der Lésung durch das System und tUbevidiabran (4). Der Druckaufbau erfolgt
im System durch Stickstoff (1) aus einer angessiosn Druckflasche. Es kann abh&ngig
von der verwendeten Membran bis zu einem Druck3®bar gearbeitet werden. Die Rege-
lung des Volumenstroms erfolgt dabei tiber das Vdeti Druckflasche und kann mittels der
Regelung fir die Pumpe nachjustiert werden. Finmb&abile Substanzen bietet das System
die Mdglichkeit, eine Temperaturregelung Uber eilhimantel um den Probenbehalter
vorzunehmen. Das Permeat verlasst das System iegeéffnetes Ventil (5) und das
Retentat kann ebenfalls nach beendeter Filtratimr &in weiteres Ventil abgelassen werden
(6).

Tabelle 29 zeigt drei verschiedene Membranen. DiRFNMembranen sind praktisch tber
den gesamten pH-Bereich einsetzbar und kénnendmepé&raturen von bis zu 70 °C verwen-
det werden. Die SR 3-Membran kann in einem BereahpH 4-10 und bis zu einer Tempe-

ratur von 50 °C benutzt werden.
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Tabelle 29: Verwendete Membranen fur die Aufkoneitin des Permeats zur Gewinnung von oligoSia: Sys
tem: Koch Membran Systems.

Bezeichnung  PorengréiRe

SR 3 0,2 kDa (Retention von 30-50 % Chlorid-lonen)
MPF 34 0,2 kDa
MPF 36 1 kDa

Zum Testen der Membranen wurden 250 mL des Perrdeat$0 kDa-Filtration mit einem
oligoSia-Gehalt von 0,132 ¢'(33 mg) auf 50 mL aufkonzentriert. In Abbildung §&d die
Ergebnisse der Aufkonzentration mit den Membran@r8SMPF 34 und 36 dargestellt.
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Abbildung 55: OligoSia-Gehalt nach der Aufkonzetitna mit SR 3-, MPF 34- und MPF 36-Membran. Der
oligoSia-Gehalt des verwendeten 10 kDa Permeajshiei 33 mg.

Sowohl mit der 0,2 kDa- (SR 3 und MPF 34) Membrknaach mit der 1 kDa- (MPF 36)
Membran konnten bis zu 62 % der oligoSia im Reteygaalten werden und nur ein geringer
Teil der oligoSia gelangte ins Permeat Uber. D8Rty Verlust mit 7,5 % wurde fiur die MPF
36 Membran bestimmt. Mit der SR 3 und der MPF 3#bkte sich die Filtrationszeit um
27 % gegenuber der MPF 36. Zusatzlich zeigt sidhdee SR 3-Membran eine deutliche
Farbveranderung gegeniber dem 10 kDa-Permeat, @gefthe leicht braune Farbung besal3;
Das erhaltene Rententat der SR 3-Membran war lendhgelb und das Permeat wies eine

rosa Farbung auf. Dies hangt wahrscheinlich mitRigiention der Chlorid-lonen zusammen
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(Eigenschaft der SR 3-Membran, vgl. Tabelle 29h&ampfiehlt es sich aufgrund der kir-
zeren Filtrationsdauer, die MPF 36 Membran zu vadea. Es konnte erfolgreich gezeigt
werden, dass mit diesem System die Ausbeuten goSi& im Retentat gegeniber der Cross-
Flow-Filtration deutlich erhdht werden kénnen. Ddachteil bei der Anlage von Koch

Membrane Systems ist das niedrige Arbeitsvolumenmaximal 500 mL.

Fazit

Mit der Cross-flow-Ultrafiltration (2 kDa und 5 kp&onnte die oligoSia mit nur geringer

Ausbeute aufkonzentriert werden. Mit der 2 kDarktlon konnten 10 % hohere Ausbeuten
als mit der 5 kDa-Filtration erzielt werden. Jedechoht sich das Risiko einer Kontaminati-
on bei der 2 kDa-Filtration, da die Aufkonzentrasaeit fir 8 L der Ausgangslosung bei
einem Eingangsdruck von 3 bar 12 h betragt. Dalnepfiehlt es sich bei der 2 kDa-

Filtration, das Retentat zukihlen, um das RisikeeKontamination zu erniedrigen. Zudem
finden oligoSia-Verluste an der Membran statt.

Das LabCell-System hielt die oligoSia-Molekile gedifeils zuriick und erméglichte somit
eine vielversprechende Volumenreduktion mit glegtiger Produktkonzentration. Aber

auch hier liegt die Vermutung nahe, dass die ol@@&® den Membranen adsorbiert wird.
Das LabCell-System dient lediglichder Erprobung Wembranen und der Simulation der
gewulnschten Anwendung. Daher ist es nicht in dgelgroR3ere Volumina als 500 mL zu
bearbeiten. Systeme fir groRere Volumina mit detesgeten Membranen bietet Koch
Membrane Systems ebenfalls an. Diese kdnnten fig Aufkonzentration von oligoSia in

Betracht gezogen werden. Alle getesteten Membraagyten hier ahnliche Ergebnisse. Auf-
grund der kurzeren Filtrationsdauer empfiehlt edh,sfir grof3e Volumina die MPF 36

Membran zu verwenden.

6.1.1 Aufreinigung der OligoSia-Konzentrate

Nach der Aufkonzentration der oligoSia wurden diet¥en parallel mit der Fallungsmethode
bzw. der Adsorbertechnik aufgereinigt. Hierzu wurdrusschlie3lich die Konzentrate der
Cross-flow-Ultrafiltration (2 kDa und 5 kDa) verweet, da die Konzentrate aus dem LabCell
System sich aufgrund des kleinen Volumens nichtdém Technikumsmal3stab eignen. Es

wurden je 300 mL des Konzentrats der 2 kDa und & kdrafiltration mit der Fallungsme-
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thode (Kapitel 5.1) und der Adsorbertechnik (Kapit®) aufgereinigt. In Abbildung 56 und
Abbildung 57 sind die erhaltenen Ergebnisse daefjest
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Abbildung 56: Ergebnisse der 2 kDa OligoSia Aufigimg mit der Fallungsmethode (A) und Adsorbertéichn
(B).

Abbildung 56 A zeigt die oligoSia-Aufreinigung nder Fallungsmethode und Abbildung 56
B die Aufreinigung mit Hilfe der Adsorbertechnik.ieDAufreinigungen wurden mit dem
gleichen Ausgangsgehalt an oligoSia und Proteineohdiefihrt. Fir die Fallungsmethode
ergab sich ein Ausbeute von 5,5 mg (8,2 %) undefsitiler Adsorbertechnik eine Ausbeute
von 50,8 mg (75 %). Die Ausbeute der Adsorbertdchiagt somit um den Faktor 10 hoher
als die der Fallungsmethode. Die groéRten Verlust¢éen bei der Cetavlonfallung und
Ethanolféallung auf. Der hohe Verlust bei der EtH&ilmng kann damit erklart werden, dass
das noch vorhandene Cetavlon die Féallung stortaZzlish beeinflusst das Cetavlon die
Proteinmessung mittels Bradford Assay. Aus dieseom kann festgehalten werden, dass

Cetavlon fur die oligoSia-Aufreinigung nicht geeggrist.
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Abbildung 57: Ergebnisse der 5 kDa oligoSia-Aufrgimg mit der Fallungsmethode (A) und Adsorbertéichn

(B).
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Die Abbildung 57 zeigt die Aufreinigung des 5 kDaténtats mit der Fallungsmethode (A)
und der Adsorbertechnik (B). Die Ausbeuten liegen der Fallungsmethode bei 14,8 mg
(24,1 %) und bei der Adsorbertechnik bei 47,5 mg%). Auch bei der Fallungreaktion der
5 kDa-Filtration tritt der gréf3te Verlust bei deet@vionfallung auf. Im Vergleich zu der
2 kDa Aufreinigung unterscheiden sich die Verlustg um 2,5 %. Die Ausbeuten der
Adsorbertechnik fur 2 kDa- und 5 kDa-Aufreinigungeigen mit 77 und 75 % nur eine
Diferenz von 2 % auf.

Nach den Aufreinigungen wurden die Proben mit eihdidDa Membran dialysiert und an-
schlieBend das Produkt mittels Gefriertrocknungogénhet. Dabei verringerte sich bei allen
Proben die Ausbeute. Fiur die 2 kDa-Aufreinigung deis Fallungsmethode ergab sich eine
endgultige Ausbeute von 3 mg (4 %) und bei der &-KDfreinigung eine Ausbeute von
10,8 mg (18 %). Die Ausbeute der 2 kDa- und 5 kDRdréinigung Uber die Adsorbertechnik
lag nach der Trocknung bei 21 mg (31 %) und 28,5#7g%). Die Ausbeuten der 2 kDa-
Aufreinigung wurden sogar um 59 % verringert undder 5 kDa-Variante lag der Verlust
bei 43 %. Die Verluste treten bei der Dialyse arischeinend reicht die Porengrdl3e von
1 kDa nicht aus, um die oligoSia-Molekile vollstinadurtckzuhalten, obwohl fur die
Aufkonzentration 2- bzw. 5 kDa-Membranen verwengatden. Wahrscheinlich liegen die
kurzkettigen oligoSia-Molekule linear vor, sodagsdurch die Poren des Dialyse-Schlauchs
gelangen. Bei der Ultrafiltration wird dies durchsdtangentiale Anstromen verhindert. Der
hohe Verlust bei der 2 kDa-Aufreinigung weist ddaim, dass dort kiirzere oligoSia-Ketten

vorhanden sind.

Polymerlangen-Bestimmung der produzierten oligoSia

Nach der Aufreinigung erfolgte die Polymerlangelmestung der produzierten oligoSia.
Hierflr wurde die DMB-HPLC verwendet. In Abbildua@ und Abbildung 59 sind die er-
haltenen oligoSia-Polymerlangen nach der Aufreinggumittels Fallungsmethode und

Adsorbertechnik dargestellt.
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Abbildung 58: oligoSia-Polymerlange der 2 kDa (salme Kurve) und 5 kDa (rote Kurve)-Aufreinigung mit
der Fallungsmethode.

Abbildung 58 zeigt die Analyse der Polymerlange olegoSia, welche mittels Fallungsme-
thode (2 kDa-und 5 kDa-Retentat) aufgereinigt wuildie maximale Polymerlange flur die
2 kDa-Aufreinigung betragt 35-40 DP. Dies entsgriden Erwartungen, da Molekule mit
einer Lange von etwa 35 DP bei einer 10 kDa-Ultrafion in das Permeat tbergehen.
Demnach ist die Produktion von oligoSia im kleirndaf3stab erfolgreich gewesen. Die Un-
tersuchung der oligoSia aus der 5 kDa-Aufreinigargab ebenfalls eine Polymerlange von
ca. 40 DP. Eine eindeutige Bestimmung konnte aufijder geringen Auflosung der Peaks
nicht durchgefiihrt werden. Vermutlich enthielt dierwendet polySia aus der Fallungsme-

thode noch Verunreinigungen, wodurch die DBM-Reaktjestort wurde.
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Abbildung 59: OligoSia-Polymerlange der 2 kDa- (galze Kurve) und 5 kDa- (rote Kurve) Aufreinigungt m

der Adsorbertechnik.

Die Abbildung 59 zeigt die oligoSia-Polymerlangemach der Aufreinigung mit der
Adsorbertechnik (2 kDa und 5 kDa-Retentat). Bei 2l&Da-Aufreinigung betragt die oligo-
Sia-Polymerlange 40 DP und fur die 5 kDa-Aufreimguvurde sogar eine Polymerlange
von 53 DP festgestellt. Wie bereits in Kapitel &rivahnt, werden durch die Adsorbertechnik
hohere Polymerlangen erhalten, da die langerkettmeySia-Molekile vermutlich bei der
Fallung verloren gehen. Somit eignet sich die FF@tumethode besser fur die Produktion von

kurzkettiger oligoSia, womit jedoch eine niedrigéugsbeute verbunden ist.

6.1.2 Fazit

Mittels der Fallungsmethode und der Adsorbertechaiknte oligoSia erfolgreich aus dem
Rententat der 2 kDa und 5 kDa-Konzentration gewonnmerden. Die erhaltenen Ausbeuten
unterschieden sich erheblich. Bei der Fallungsnagthonnten Ausbeuten zwischen 8,2 %
(2 kDa) und 24,1 % (5 kDa) erreicht werden. Im ki Adsorbertechnik wurden hingegen
Ausbeuten zwischen 75 und 77 % erzielt. Durch dischlieRende Dialyse und Trocknung
des Produkts wurden die Verluste erhoht.

Die Analyse der Polymerlange ergab, dass durcidsoarbertechnik hbhere Polymerlangen
erhalten werden kénnen (40-53 DP). Bei der Fallomeibode wurden oligoSia-Ketten mit

einer Lange von 35-40 DP isoliert. Daher eigneh giee Fallungsmethode zur Produktion
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von kurzkettiger oligoSia. Es ist jedoch anzumerkagss die Ausbeuten sehr gering sind.
Alternativ bietet sich auch die 2 kDa-Aufreinigungn oligoSia tber die Adsorbertechnik an,
da hier hohe Ausbeuten mit einer Polymerlange wezio 40 DP erzielt werden konnen.

6.2 OligoSia-Produktion durch Endosialidase

In diesem Kapitel soll iiberpriift werden, ob sictt der Endosialidase (EndoRFgezielt
niedermolekulare polySia-Molekile aus polySia hedlesh lassen. Die Grundlage dieser Ver-
suche bildet hierbei die Arbeit vdthwarzer et al. (2009). Die Endosialidase ist schliel3lich
ein Enzym, welches in der Lage ist, spezifiscR,8-glykosidisch verkniipfte Sialinsaure-
Reste innerhalb (endo) der Polymer-Kette zu spdéh Ziel dabei ist es, definierte oligo-
Sia-Polymerlangen zu isolieren. Fur die VersuchedeyolySia aus der Batch-Aufreinigung
(Kapitel 5.6) mit einer maximalen Polymerlange vbb0 DP verwendet. 800 pug polySia
wurden mit 2 pmol EndoNF bei verschiedenen Tempegatunterschiedlich lang inkubiert
(Versuchsdurchfiuihrung siehe Kapitel 8.7). Der Eyfdks Verdaus wurde anschliel3end durch

die Charakterisierung der erhaltenen Polymerlartgeqidft.

6.2.1 Enzymatischer Verdau der polySia bei 37 °C

Der enzymatischer Verdau wurde bei 37 °C und udégdlichen Inkubationszeiten (1h, 2h,
4h und 6h) durchgefuhrt. Die enzymatische Realatiarde bei -80 °C mit Ethanol (1:1) ge-
stoppt. Die Uberwachung des Verdaus erfolgte msit2MB-HPLC. Dadurch konnten die
maximalen Polymerlangen bzw. der Polymerisatiordsgpestimmt werden. In Abbildung 60
sind die Ergebnisse des Verdaus mit 2 pmol Endoatfh verschiedenen Inkubationszeiten

dargestellt.

4 Zur Verfiigung gestellt von Prof. Gerardy-SchahitHi
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Abbildung 60: DMB-HPLC Chromatogramme von oligo®i@ 37 °C mit 2 pmol EndoNF und unterschiedli-

chen Inkubationszeiten.

Abbildung 60 zeigt, dass das Enzym EndoNF in degeliat, polySia zu spalten. Bereits nach
1 h wurde eine maximale Polymerlange von 20 DP gsere Mit zunehmender Inkubations-
zeit steigt die Degradation, so dass nach 2 h m@emale Polymerlange von 10 DP ermit-
telt wurde. Nach 4 h wurde das Chromatogramm vé&eaks dominiert und nach 6 h zeigte
das Chromatogramm hauptséchlich einen Peak. Irebdidllen wurde das Maximum des
Detektors Uberschritten. Daher lasst sich vermuiess nach 4 h tberwiegend Dimere und
nach 6 h Monomere vorliegen. Daher empfiehlt ek, si@ach maximal 2 h die Reaktion zu
stoppen. Zusatzlich befindet sich nach einer Inkobason 2 h, 4 h und 6 h bei einer Reten-
tionszeit von 30 min ein breiter Peak. Dieser ninmitt der Inkubationsdauer zu. Eine Ver-
unreinigung mit dem Verdauungsenzym ist sehr unsdt®inlich, da die Reaktionen bei
einer gleichen Enzymkonzentration durchgefiihrt veardnd somit der Peak nicht ansteigen
durfte. Bei dem Peak kdnnte es sich um einen Aggtatan oligoSia handeln, die mit zu-

nehmender Inkubationszeit zunimmt.

6.2.2 Enzymatischer Verdau der polySia bei 30 und 27 °C

Als nachstes wurde Uberprift, wie sich eine niedaglemperatur auf die Degradation aus-
wirkt. Gewulnscht ist ein milderer bzw. ein kontietter Verdau der polySia. Hierzu wurde

die enzymatische Reaktion bei 30 und 27 °C beirsaleedlichen Inkubationszeiten (1h, 1,5
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und 2 h) wiederholt. In Abbildung 61 sind die Ergiise der enzymatischen Reaktion bei 30
und 27 °C dargestellt.
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Abbildung 61: DMB-HPLC-Chromatogramme von oligo®iei 30 °C (A) und 27 °C (B) mit 2 pmol EndoNF

und unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Abbildung 61 zeigt die enzymatische Reaktion befGQA) und bei 27 °C (B). Die Inkuba-

tion bei 30 °C zeigt nach 1 h eine Polymerlange $@mP. Nach 1,5 h liegt eine Lange von
40 DP vor und nach 2 h liegt die maximale Polynmeg& bei 10 DP. Trotz der niedrigen
Temperatur von 30 °C wurde in allen Chromatogrammienhoher Anteil an Monomeren

festgestellt. Durch die Temperaturerniedrigung 20f°C erfolgte nach 1,5 h und 2 h eine
mildere Degradation. Hier wurde jeweils eine Polylérege von 25 DP ermittelt. Nach 1 h
lag die Polymerlange, wie bei der 27 °C-Verdauuaighd DP.

Nachdem die Bestimmung der optimalen Parameteedegmatischen Verdaus der polySia

erfolgte, wurde die chromatographische Trennungedlezelnen Polymerlangen vorgenom-
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men. Es sollte gezeigt werden, dass die oligoSsadam enzymatischen Verdau von polySia
nach der Polymerlange getrennt werden kann. Dietgex mit einer MonoQ 5/50 GL-Saule
Uber die FPLC (Versuchsdurchfihrung siehe Kapité).&ur den Versuch wurde die poly-
Sia fur 2 h bei 27 °C enzymatisch gespalten. Deagenelten Fraktionen der FPLC wurden
anschlieBend mit der DMB-HPLC untersucht. In Abbild 62 sind die Polymerlangen der
einzelnen Fraktionen dargestellt.
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Abbildung 62: DMB-HPLC-Chromatogramme der FPLC Fi@hen nach zweistiindigem enzymatischen Ver-
dau von polySia bei 27 °C.

Die Abbildung 62 zeigt die Polymerlangen der oligo® den FPLC-Fraktionen. Es wurden
insgesamt 5 Fraktionen (nach 14, 16, 19, 20 unahi2laus der FPLC fir die DMB-HPLC
verwendet. Bei Fraktion 1 wurden ausschlie3lich bhaere und Dimere chromatographisch
getrennt. Der Anteil an Monomeren nimmt bei Fraktibab, hier befinden sich hauptséch-
lich Dimere. Mit zunehmendem Volumen erhéhen siah Rolymerlangen der Fraktionen.
Bei Fraktion 3 und 4 sind hauptsachlich oligoSialdkdle mit 4 DP vorhanden und bei
Fraktion 5 oligoSia mit 5 DP. Die Fraktionen 4 uménthalten neben ihrer Hauptkomponen-
te noch gréf3ere und kleinere Molekiile. Dies weistegne schlechte Trennwirkung hin. Zur
Optimierung dieser konnte die Flussgeschwindigiritedrigt bzw. die Pufferzusammenset-
zung verbessert werden.

Mit der FPLC koénnen definierte Polymerlangen istligerden, doch die Ausbeuten liegen
im Mikrogramm-Mal3stab. Daher ist diese Methodeieser Form nicht fir die grof3techni-

sche Aufreinigung von oligoSia geeignet.
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6.2.3 Fazit

Fur die Herstellung der oligoSia wurde die poly@i&0 DP) aus dem Batch-Verfahren (vgl.
Kapitel 5.6) enzymatisch mit EndoNF gespalten. AflisBend wurden die Polymerlangen
mittels DMB-HPLC untersucht. Die Spaltung der poty®urde bei unterschiedlichen Tem-
peraturen und unterschiedlichen Inkubationszeitgeraucht. Bei hohen Temperaturen und
hohen Inkubationszeiten wurde die polySia vollsigrgespalten. Durch die Verringerung
von Temperatur und Inkubationszeit konnte eine ¢emié”“ Spaltung erzielt werden. Als ideal
erweist sich ein polySia-Gehalt von 800 pg verseti¢t2 pmol Enzym bei 27 °C und 1,5
bzw. 2 h Inkubationszeit. Die Menge der polySiadauso gewéhlt, dass eine maximale En-
zymaktivitat vorliegt. Nach der enzymatischen Reakbesteht die oligoSia aus unterschied-
lichen Polymerlangen. Um definierte Polymerlangaredhalten, wurde die gespaltene poly-
Sia mit der FPLC unter Verwendung einer Mono Q 8Z80S&ule aufgetrennt. Ein Teil der
Fraktionen wurde mit der DMB-HPLC analysiert. Dief&kennung mit der FPLC war erfolg-
reich, jedoch enthielten die Fraktionen 4 (20 mhil & (21 mL) Reste an grol3eren Moleku-
len (5 DP und 6 DP). Dies kénnte an der hohen Bessshwindigkeit (1 mL mif) liegen, da
die Saule sehr klein ist und die Molekdle direkitarher auftreten. Hier hatten die Fraktions-
volumina noch verkleinert werden mussen. Es koerfEgreich gezeigt werden, dass durch
den enzymatischen Verdau oligoSia mit definiertéyferlange hergestellt werden kann.
Trotz dieser Ergebnisse eignet sich diese Methactd fiir die grof3technische Produktion
von oligoSia, da das verwendete Enzym nicht in gnoidengen zur Verfligung steht. Zudem
ist die Isolierung des Enzyms aufwendig und ted&e Ausbeuten des enzymatischen

Verdaus liegen hier im Mikrogramm-Bereich.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Im Fokus dieser Arbeit stand die gezielte Optimigreines Herstellungsprozesses fur Poly-
sialinsdure (polySia). Das Verfahren sollte dabée dewinnung langkettiger und
kurzkettiger polySia erméglichen. Die ProduktionBixoli K1 ermdglicht dabei die Herstel-
lung von polySia die strukturidentisch mit der imemschlichen Korper nachgewiesener
polySia ist. Daher eignet sie sich als mdglichest&enaterial fir die Regenerierung von

Nervenzellen.

Zur Produktion und Untersuchung der Polysialinsduoede zunéchsk. coli K1 im 10 L
Bioreaktor im Batch-Modus kultiviert. Bei mehrmadig Kultivierung im Batch-Modus
schwankte die polySia-Konzentration zwischen 0,88 0,6 g I'. Es konnte desweiteren
kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der poliSiaentration und der Biotrocken-
masse festgestellt werden. Dies kann auf verschee@rinde zurtickgefuhrt werden, wie
z.B. die unterschiedlichen Kultivierungszeiten wté variierende Zusammensetzung des
Mediums. AnschlieRend wurden Fed-Batch-Kultivieramglurchgefuhrt, um die Ausbeute
der polySia zu erhtéhen. Die Fed-Batch-Kultivierwerfplgte dabei unter substratlimitierten
Bedingungen. Die automatische ZuflUtterung des glelcaltigen Mediums erfolgte durch
eine computergesteuerte Feed-Pumpe basierendnaufMonod-Kinetik. Durch die Einstel-
lung einer konstanten Wachstumsrate in der FedhBRalase wurde das Zellwachstum gere-
gelt. Die polySia-Konzentration konnte damit um deaktor 3,5 gegeniber der Batch-
Kultivierung erhdht werden. Die Ausbeute an polyaan im Fed-Batch-Betrieb noch wei-
ter gesteigert werden, indem fur die ZufutterungedtlA-Anlage verwendet wird. Mit dieser
Anlage kann die Substratkonzentration kontinuiérlitberwacht und somit die Regelung
automatisch angepasst werden.

In einem nachsten Schritt wurden mit Hilfe st&dter Versuchsplanun@ésign of Expe-
riments) die Einflussgré3en fur die Batch-Kultivierung ettelt, welche einen wesentlichen
und statistisch abgesicherten Effekt auf die paySonzentration und polySia-Polymerlange
haben. Auch fir die Fed-Batch-Kultivierung wurdeie golySia-Produktion und polySia-
Polmerlange untersucht. Dies erfolgte in Abhangigter spezifischen Wachstumsrate. Fur
die Untersuchung der polySia-Polymerlange wurdeDiv3-HPLC verwendet. Bei der stati-
schen Versuchsplanung wurden vier Einflussgro3em@eratur, Ruhrgeschwindigkeit, Be-
gasungsrate und Glucose-Startkonzentration) urdiersDabei stellte sich heraus, dass hohe
Glucose-Startkonzentrationen, hohe RiUhrgeschwiediglk und niedrige Temperaturen ei-

nen positiven Einfluss auf die polySia-Produktiamsigben. Fur hohe Polymerlangen sind
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hohe Temperaturen und niedrige Ruhrgeschwindigkestéorderlich. Die Polymerlange ist
unabhangig von der Glucose-Startkonzentration. Desthes schwierig, hohe Produktionsra-
ten in Verbindung mit langen polySia-Ketten zu isaten.

Fur die Untersuchung der polySia-Produktion undyeklange im Fed-Batch-Betrieb wur-
den funf Kultivierungen mit jeweils unterschiedleh spezifischen Wachstumsraten (0,2,
0,25, 0,3, 0,35 und 0,45 durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dassndigimale
Ausbeute an Produkt pro SubstratgY bei p= 0,3 i liegt und die Polymerlange mit zu-
nehmender Wachstumsrate abnimmt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen beziglich dgmilangen wurden anschlielend auf
die 24 L Bioreaktorkultivierung (Biostat UD) Ubeagren. Bei der Batch-Kultivierung im Bio-
stat UD konnte die Ausbeute um den Faktor 2 erhgé@tden. Die durchschnittliche
Polymerlange konnte gegeniber der 10 L Kultivierung 3,5 DP erhdht werden. Im Fed-
Batch-Betrieb konnte die Ausbeute im Biostat UDegdtber der 10 L Kultivierung ebenfalls
um den Faktor 2 erhéht werden. Die durchschniglieithohung der Polymerlange betrug
hier 3 DP. Die Erh6hung der polySia-Ausbeute bezacgd den Reaktorvolumen ist jedoch
geringer als bei der 10 L Kultivierung. Daher smath weitere Opimierungsansatze zur Er-
hoéhung der Ausbeute notwendig.

Nach erfolgreich weiterentwickelter Kultivierung@gte der Downstream-Prozess auf Basis
des von Rodet al. entwickelten Aufreinigungsprotokolls. Die kontiediche Zentrifugation
wurde durch Cross-flow-Mikrofiltration (0,45 um)setzt. Durch diese Modifikation konnte
die Ausbeute fir die Batchbriihe um 33-66 % erhdtlen. Die anschlieRende Ubertragung
auf die Fed-Batch-Kultivierung ergab lediglich eierbesserung der Ausbeute zwischen 5
bis 11 %. Die grofiten Verluste an polySia fir dedBatch-Kultivierung lagen bei der
Cetavlonfallung bei 74 %. Zudem erwies sich dasrédinfgungsprotokoll als zu zeitintensiv.
Aus diesem Grund wurde versucht, die Fallungsmetithatch Adsorbertechnik zu ersetzen.
Hierzu wurden im Labormal3stab Anionenaustauschebraamn und Kationenaustauscher-
tonmineralien untersucht. Dabei wurde das Adsoptierhalten von polySia und Proteinen
bei unterschiedlichen Pufferbedingungen und pH-iBeem untersucht. Bei der Q-Membran
wurde mit 100 mM NaPP (pH 7) die hochste polySiaeBingskapazitat ermittelt. Mit dem
Adsorptionsmaterial EX M 1753 konnten die Proteumder statischen Bedingungen auf-
grund der hohen Adsorberkapazitat von 300 meffektiv und kostengiinstig abgereichert
werden. Bei den Untersuchungen zur pH-Abhangigkait 50 mM NaPP (pH 7) am geeig-

netsten. Durch die Kombination von Q-Membran und HBX 1753 entstand eine
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Aufreinigungsmethode, mit der sowohl Batch- als hauéed-Batchbrihen erfolgreich
aufgereinigt werden konnten. Die Proteine wurddredeollstandig entfernt.

Die neu entwickelten Aufreinigungsprotokolle wurderanschlieBend in den
Technikumsmal3stab Ubertragen. Hierfir wurden 1Qaict® sowie Fed-Batchbrihen ver-
wendet. Bei der Aufreinigung aus der Batchbrihedeueine polySia-Ausbeute von 61 %
und fur die Fed-Batchbrihe eine Ausbeute von 4QB4iaht. Die grof3ten Verluste traten
wahrend der Membranadsorption und der Filtratioh Ber Verlust an der Membran kann
durch eine Erhéhung der Adsorptionszyklen an dembtanadsorberanlage erniedrigt wer-
den. Zudem kénnen die Verluste der Ultrafiltratiordurch die Isolierung der oligoSia aus-
geglichen werden. Im Technikumsmalistab zeigte Isam Vergleich der Fallungsmethode
mit der Adsorbertechnik, dass die Ausbeuten eiregclibriihe von 50-55 auf 61 % leicht
erhéht werden konnten. Bei der Fed-Batchbriihe diadUnterschiede der Ausbeuten zwi-
schen Fallung und Adsorbern gravierender. Sie lammbn 5-11 % deutlich auf 40 % erhoht
werden. Zudem lassen sich langere polySia-Kettasdredurch die Adsorbertechnik isolie-
ren. Der Endotoxin-Gehalt nach der polySia-Isolgyrdag fur die Batch- und Fed-Batch-
Kultivierung jeweils bei 14 EU mfund der DNA-Gehalt zwischen 11,5-14 ng'mdie
Reinheit der polySia liegt bei 97-99 %. Die Aufigung mit der Adsorbertechnik konnte

erfolgreich etabliert werden und eignet sich heragend auch fur groRere Mal3stabe.

Tabelle 30: Gegeniberstellung der Aufreinigung vpolySia aus der Fallungsmethode [43] und
Adsorbertechnik fur Batch- und Fed-Batch-Kultiviegu

Féallungsmethode [43] Adsorbertechnik
Batch Fed-Batch Batch Fed-Batch

Ausbeute 13-37 % - 61 % 40 %
DNA - - 11,5-14 ng mg
Endotoxin - - 14 EU mg"
Reinheit 95-99 % - 97-99 %
Aufreinigungsdauer 10 Tage - 8 Tage
Materialkosten
(ohne Arbeitszeit) | 36 € ¢ - 424 € ¢ 59,9 €7

Im Vergleich zur bisher verwendeten Fallungsmethamtente die Ausbeute und die Reinheit
deutlich gesteigert werden (Tabelle 30). Zusatahcinde die Aufreinigungsdauer um 2 Tage

verkirzt. Die Materialkosten sind bei der Fallungsmode zwar niedriger, doch ist zu beach-
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ten, dass hierbei (wie auch bei der Absorberteghdié Arbeitszeit nicht berticksichtigt wur-
de.

Neben den Arbeiten mit polySia wurde auch versuaigpSia zu isolieren. Hierfiir wurden
zwei verschiedene Methoden untersucht: Zum einerAdireinigung aus der Ultrafiltration
(Permeats aus der polySia Aufkonzentration), zudessn durch die enzymatische Spaltung
der langkettigen polySia-Moleklle mittels der Endbdase. Fir die Ultrafiltration wurden
zwei Porengro3en (2 und 5 kDa) fir die Aufkonzdmdraverwendet. Bei der Fallungsme-
thode lag die Ausbeute fur den 2 kDa-Filter bei@und fur den 5 kDa-Filter bei 10,8 mg.
Die Polymerlangen lagen bei 35-40 DP. Mit der natwekelten Adsorbertechnik konnte
die Ausbeute mit dem 2 kDa-Filter auf 21 mg und daim 5 kDa-Filter auf 28,5 mg erhoht
werden. Die Polymerlangen lagen in diesem Fall awes 40-53 DP. Die grof3ten Verluste
lagen hier bei der Dialyse (1 kDa). Aus diesem @rampfiehlt es sich, fir die weiteren Ar-
beiten mit geringeren Ausschlussgrenzen zu arhefiinder enzymatischen Spaltung von
langkettiger polySia zu oligoSia konnte bei 27 °@du2 h Inkubation eine maximale
Polymerlange von 25 DP erreicht werden. Auch digchlieR3ende Trennung in definierten
Polymerlangen (1- 6 DP) Uber die FPLC war erfolgteDoch die Ausbeuten lagen lediglich
im Mikrogramm-Bereich. Daher eignet sich die Tremguwer definierten Polymerlangen

nicht fur die gro3technische Produktion.

Als mégliche Optimierungsansatze und Erweiterundes erarbeiteten Produktionsprozess

kénnen folgende Punkte in zukinftigen Arbeiten iv&gung gezogen werden:

* Bei der Produktion selbst konnte die Fed-BatchtS&gia auf Basis der FIA-
Anlage weiterentwickelt werden. Dies erlaubt eioatkollierte Zufuhr der Feed-
LOsung.

 Bei dem Aufreinigungsprozess konnte eine grol3ereomamaustauscher-
Membran verwendet werden, so dass die Anzahl deoitionszyklen ernied-
rigt werden bzw. die Verluste an der Membran mientnwerden kénnen. Durch
die Verwendung des Tonminerals als Saulenmatediahie die Aufreinigung au-
tomatisiert werden. Hierzu musste zunéchst ein Belfgn des EX M 1753 ver-
ringert werden.

* Um die Ausbeute der oligoSia zu erhéhen, empfieef sich, eine
Aufkonzentration des Permeats aus der polySia-Awd&atration durch niedrige
PorengréfRen (0,2 kDa oder 1 kDa) durchzufiihreneduklann die Trennung der
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definierten Polymerlangen durch die FPLC aus déralbilkrations-Aufreinigung

erfolgen. Diese wirde den enzymatischen Verdauzense

Auch wenn weitere Optimierungsschritte notwendigdsium polySia im technischen Malf3-
stab effektiv und kosteneffizient aufzureinigennkte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
die Aufreinigung der polySia mit der Adsorbertedhsehr erfolgreich war. Dabei konnte im
Vergleich zur bisher verwendeten préazipitationsdoéen Aufreinigung (Fallungsmethode)

von polySia die Ausbeuten wesentlich erhoht werden.
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Anhang

8. Material und Methoden

8.1 Mikrobiologische Techniken

8.1.1 Stammhaltung

Fur die Langzeitlagerung der Stamme werden Gefrieien angelegt. Dafir werden
100 mL LB-Medium (Tabelle 31) in einem 500 mL- Stthlkolben mit 2 Schikanen mit
100puL Zellkultur angeimpft und 6 h bei 37 °C und 13(rhim Brutschrank bis zu einer
ODsoo Von 3 inkubiert. Anschliel3end werden jeweils 20 dikser Kultur mit 20 mL Glyce-
rin versetzt und bei -80 °C gelagert. Alle Kultiiegsarbeiten werden unter sterilen Bedin-

gungen durchgeflhrt.

8.1.2 Kultivierung von E. coli K1 im Schuttelkolben

Die Herstellung der Vorkulturen fir die Bioreaktatvierungen wird im Schittelkolben
durchgefuhrt. Hierzu wird ein steriler Schittelketbmit 100 mL LB -Medium (Tabelle 32)
beschickt. Die Kultur wird bei 37 °C im Schiittelsshk bei 130 mift fir 8-9 h inkubiert

(ODegoo 6).

8.2 Medien
8.2.1 LB-Medium

Tabelle 31: Zusammensetzung des LB-Mediums im $elkotben

Substanz Konzentration
Bacto Pepton 10gt
Hefeextrakt 10gt

NaCl 5¢gL*

Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren mit NaOH @B eingestellt.



Anhang 107

8.2.2 Synthetische Medien

Fur die Kultivierung im Bioreaktor wird ein defimtes Medium, das sich aus vier Kompo-
nenten zusammensetzt, verwendet: Aus Basismediwithes Salze und Spurenelemente

enthalt, und drei Zusétzen in Form von Puffer, koktoffquelle und Stickstoffquelle.

Tabelle 32 : Zusammensetzung des Reaktormediums.

Mediumzusammensetzung Batch Feed Losung
Basismedium  K.SO, 1,1gL"

NacCl 1,2 g L?

Cagl H0 0,013 g [* 0,026 gt

Spurensalzlésung 1 mL L 2gL
N-Quelle NH.)>SO, 10g Lt
C-Quelle Glucose 200/1F gLt 2009l
Puffer Ko,HPO, 13,33 g [*

K4PO, 0,5gL?

Die Glucose- und Pufferldsung wird separat autdklavDie restlichen Mediumbestandteile
werden im Bioreaktor vorgelegt und zusatzlich 0]21lt Desmophen 3900 (Bayer) zugege-

ben. Die vorgelegten Mediumbestandteile werden ionektor autoklaviert.

Tabelle 33: Spurensalz-Lésung.

Substanz Konzentration
FeSQ - 7 O 150 g [*
MgSQ; - 7 HO 1gL?

CuSQ - 5H,0 1glL?t

8.3 Kultivierungssystem
8.3.1 Biostat C

Der Edelstahlreaktor des Biostat-C-Systems (Saito8tedim Biotech, Gottingen) hat ein
Fassungsvermogen von 10 L. Uber die Steuereinmaltder fest installierte Kessel sowie
die Ablasshahne dampfsterilisierbar. In Reaktordeakd der AulBenwand befinden sich

insgesamt sieben 25-mm-Ports und drei 19-mm-Partgie Montage von Messelektroden,

> Nur fir die Batch-Kultivierung
® Startkonzentration der Fed-Batch-Kultivierung
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optischen Analysegeraten und Anstechgarniturenegimdrt in den Deckel ist ein

Scheibenrihrer mit vier sechsblattrigen Scheibaeriah

8.3.2 Biostat UD

Der Biostat UD ist ein System bestehend aus 30-tldtahlreaktor (Arbeitsvolumen)

mit Steuereinheit (Sartorius Stedim Biotech, Ggetim). Der Kessel ist mittels eines aul3eren
Mantels temperierbar und besitzt acht Standard-26FRworts fur den Anschluss externer Ge-
rate und Messsonden, wie pH-Einstabmesskette, Salirstoffelektrode und Thermoele-
ment. Im Deckel sind drei Standard-19-mm-Portsd&m Anschluss von Zu- bzw. Ableitun-

gen (z.B. pH- und Feed-LOsung) eingelassen. DieaBang findet am Reaktorboden durch
einen Verteilerring statt. Das Ruhrwerk besteht dwes an der Achse ubereinander ange-
brachten Blattriihrern. Die Abluft wird Uber einem ®eckel montierten Kihler abgeleitet.

Die Probenentnahme kann mittels eines sterilisierba/entils am Reaktorboden vorge-

nommen werden. Der fest installierte Reaktor isist@ndigin place sterilisierbar.

8.4 Online-Analytik

Mit den Steuereinheiten der Versuchsanlagen weijdemach Anlage, vor und wahrend der
Kultivierung verschiedene Parameter geregelt umditddie Prozesse gesteuert. Der pH-Wert
der Kulturbrihe wird kontinuierlich jeweils mit H#l einer Einstabmesskette (EASYFERM
Plus™, Hamilton, Bonaduz, Schweiz) iiberwacht. Geregéld wies durch die automatische
Zugabe einer 25 %igen NBH-L6sung und einer 1 M HCI-L6sung.

Die Temperaturregelung der Reaktoren erfolgt UbereThermomantel, der an einen in den
Steuereinheiten befindlichen Thermostaten angesséitowird. Die Temperatur wird konti-
nuierlich mit einem Thermoelement (PT100) Uberwadydr prozentuale Gel6stsauerstoff
hangt von der Begasung und der Durchmischung ddéutuihe ab. Beide Parameter kon-
nen von den Steuereinheiten geregelt werden. Deteldird der p@Q-Wert durch eine opti-
sche Sauerstoffelektrode (VISIFERM™, Hamilton, Bduw, Schweiz). Zu Kultivierungs-
zwecken verwendete Gase werden durch Sterilfilieemer Porenweite von 0i&n geleitet.

Gemessen wird der prozentuale Anteil an SauerstaffKohlendioxid im Reaktorabgas mit
der Abgasanalytik des Typs Uras 14 und Magnos A@52020) (ABB Ltd, Schweiz).

Die Aufzeichnung der Messdaten erfolgt mittels einstitutseigenen Software (RISP -
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Realtime Integrating Software Platform, Institut Ttechnische Chemie, Leibniz Universitéat
Hannover). Aufgenommen werden unter anderem

» die Reaktortemperatur

e der pH-Wert

e der pO-Wert

» die Ruhrerdrehzahl

e der CQ- und @-Gehalt im Abgas

8.5 Offline-Analytik
8.5.1 Optische Dichte

Die Optische Dichte (O der Kulturproben wird als Extinktion bei einer Wéalange von
600 nm in einem Zweistrahl-Spektralphotometer (Omi®40, Fa. Kontron, Neufahrn) ge-
messen. Die Proben werden mit 0,9 %-iger NaCl-Lgsterdinnt bis diese unterhalb eines
Extinktionswerts von 0,8 liegen. Gemessen wird B il Einwegkilvetten (Halbmikroku-
vetten, Nr. 67.742, Fa. Sarstedt) mit einer Schicke von 1 cm gegen 0,9 %-ige NaCl-
LOsung.

8.5.2 Glucose-Messungen

Zur Messung der Glucosekonzentration wird mit deBl Xnalysator Modell 2700 Select
der Firma Yellow Springs Instruments, Ohio, USA rpestet. Zu messende Proben werden
vor der Messung mit ddi® auf eine ungefahre Endkonzentration von 4’gGlucose ver-
dunnt und, sofern Zellmasse enthalten ist, 4 millB®00 mift in einer Zentrifuge (Eppen-
dorf 5415 c) zentrifugiert. AnschlieRend wird deflzeie Uberstand gemessen.

Die Endkonzentration der Proben sollte bei etwal4'diegen, da sich das Gerat auf diesen
Wert kalibriert und daher in die genauesten Mesdmrigse in dem Bereich um diesen Wert

erreicht werden.

8.5.3 TBA-Test zur Polysialinsaure-Bestimmung

Zur Ermittlung der PSA-Konzentration in den einagrProben wurde der TBA-Test einge-
setzt und als Referenzproben eine Standardreil&adinsaure von 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,5 und
0,75 g L angesetzt.

Im ersten Schritt werden %Q der zu untersuchenden Proben und der Referenzprotit
100puL Hydrolyselosung (0,1 mM POy, pH 2-3) und mit 10QL ddH,O versetzt. Die vor-
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handene polySia wird mittels der Phosphorsaur&/®€iC fir 18 h hydrolysiert und mit je-
weils 100uL 0,1 M NaOH neutralisiert. Es folgt die Zugabe yerL0OuL Oxidationslosung
(0,27 g Periodsaure, 0,31 mL Phosphorsaure (1 M9 &L ddH20 und die Inkubation bei
37 °C fur 30 min, wodurch die Sialinsaure mit deri®dsaure im sauren Milieu oxidiert
wird. AnschlieRend werden die Proben mit $Q0Reduktionslosung (1,5 g Natriumarsenit,
2,13 g Natriumsulfat, 0,6 mL Schwefelsdure, 29,4 ddH20) bis zum Verschwinden der
braunen Farbe geschuttelt. Durch die nachfolgenadmie von 50QL 3 %iger TBA-LOsung
(2-Thiobarbitursaure) (0,9 g TBA, 0,9 mL Natriuminhggid, 29,1 mL ddH20) und die Inku-
bation bei 95 °C fur 13 min bildet das Oxidatiormhrkt mit 2-Thiobarbitursdure einen rosa
Chromophor. Nachdem die Proben fur 5 min im Wasskrabgekihlt wurden, werden
400uL abgenommen und in einem neuen Reaktionsgefal¥®dituL Cyclohexanon ge-
mischt.

Die Proben werden fir 1 min bei 13.000 xg zentrdttigund zur Absorptionsmessung in eine
UV-Mikrotiterplatte gegeben und in einem Photome(®tultiskan, Thermo scientific,

USA/Canadabei 549 nm gemessen.

Lineare Regression

1,0+ Y=A+B-X

Paramenter Werte  Fehler
A 0,0079 0,00678
B 0,93166 0,01784

0,8
R2=0,99817

0,6 4

0,4

Abs. [rel. Einheiten]

0,24

0.0 T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Sialinsaeure [g L]

Abbildung 63: Typische Absorptionswert fiir poly$anzentration zwischen 0 bis 0,75 ¢ bei einer Wel-

lenldnge von 549 nm mit linearer Regression.

Abbildung 63 zeigt die erhaltenen Absorptionswegteer Sialinsdure-Standardreihe mit
Konzentrationen von 0 bis 0,75 @ lin ddH:0. Die Berechnung der polySia-Konzentration

erfolgt aus der gemessenen Absorption und Ubegrdiételten Regressionsparameter.
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8.5.4 Proteinnachweis nach Bradford

Die Nachweismethode nach Bradford beruht auf dgeSchaft des im Reagenz enthalten-
den Farbstoffs Coomassie-Brillantblau (Triphenylmagtfarbstoff), sich an kationische und
nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Protemmilagern. Dabei sind die Wechselwir-
kungen von Coomassie-Brillantblau mit Arginin ehtsiclend. In Gegenwart von Proteinen
und saurem Milieu verschiebt sich demnach das Adtemsmaximum von Coomassie-
Brillantblau von 465 zu 595 nm. Die Verschiebung ddsorptionsmaximums ist auf die
Stabilisierung des Farbstoffs in seiner unprotdereranionischen Sulfonatform durch die

Komplexierung zwischen Farbstoff und Protein zuaugiéhren [82].

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration der versdeinen Proben wird eine BSA-
Standardreihe im Bereich von 0 bis 2.000 rifgund Wasser nach dem in Tabelle 34 darge-

stellten Schema angesetzt.

Tabelle 34: Schema zur Herstellung der BSA-Staridantig fiir den Bradford-Assay.

Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr.6 Nr.7 Nr.8 Nr.9
Wasser [uL] 0 63 163 88 163 163 163 200 400
BSA-L6ésung [uL] 150 188 163 1882 163 Nr.3 163 Nr5 3Nr.6 50Nr.7 0
Konz. [mg L'l] 2000 1500 1000 750 500 250 125 25 0

Jeweils 10uL der Standards und der zu untersuchenden Probedemwemit 300 uL
Coomassie Plus Reagenz in eine Mikrotiterplatteegeg. Die Mikrotiterplatte wird fir 30 s
geschattelt und fr 10 min bei Raumtemperatur imkubEs folgt die Messung am Photome-
ter bei 595 nm. Jede der Proben wird in Dreifactilmeasung gemessen.
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2,04

1,54

=
o]
‘©
<
c
&
I3 1,04 Polynomial Regression
" Y=A+B1.X+B2:-X?
2 Paramenter Werte  Fehler
A 0,03778 0,03148
0,5 B2 0,00144 0,000094
B2 2,62 E-7 4,79E-8
R?=0,99368
0,0 T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000
BSA [ug mL™]

Abbildung 64: Typische Absorptionswerte fiir BSA-Kemtrationen zwischen 0- 2000 pg thin Wasser bei

einer Wellenlange von 595 nm mit einer polynomiscRegression.

Abbildung 64 zeigt typische Absorptionen einer BStandardreihe der Konzentration O bis
2000 mg L*. Die Berechnung der Proteinkonzentrationen erfalgt den normierten Absorp-
tionswerten mit den ermittelten Parametern eingmuonischen Regression [83].

8.5.5 DMB-HPLC

Mit der DMB-HLPC kénnen die maximalen Polymerlangem polySia bestimmt werden.
Durchflhrung

e 80 uL DMB-Reagenz (Tabelle 36) + 80 uL TFA (20 mM)

« Zugabe der Probe (Volumen von 10 pL, 10gund 70 pL HO)

* Inkubation fur 24 h bei 10 °C im Thermoschuttler

» Stoppen der Reaktion mit 20 pL 1 M NaOH

Nach erfolgreicher Reaktion erfolgt die Trennungridine DNAPac PA-100 Saule (Dioex,
Idstein) mit einer HPLC Anlage. Als Laufmittel waddHO und 4 M Ammoniumacetat-
Lsg. bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 mL Hiienutzt. Der Fluoreszenzdetektor (RF-
10Ax_ , Shimadzu) wurde auf eine WellenlangenkombinagfEm von 372/456 nm einge-
stellt. Das verwendete Gradientenprofil ist in Tieb85 aufgefluhrt.



Anhang 113

Tabelle 35: Gradientenprofil fiir die DMB-HPLC Anakyvon polySia auf einer DNAPac PA-100 Saule.

Zeit ddpO 4 M NH,AC-Lsg. (v/v)
0 min 100 % 0%

5 min 100 % 0%

15 min 90 % 10 %

20 min 87 % 13 %

35 min 83 % 17 %

55 min 80 % 20 %

100 min 74 % 26 %

180 min 70 % 30 %

Tabelle 36: Zusammensetzung des DMB-Reagenz.

DMB-Reagenz

DMB 7 mMg
Natriumsulfit 12,5 mM
3-Mercaptoethanol 0,8 mM

8.5.6 Endotoxinnachweis mittels Endosaf&-PTS™

Die Endotoxin-Kontrolle erfolgte mittels des chrogemen EndosafePTS™-Verfahrens
(Charles river, Wilmington, USA). Beim Vorkommenns/&ndotoxinen werden Faktoren im
Limulus-Amobocyten-Lysat (LAL) aktiviert, und zwar in einproteolytischen Kaskade, die
zur Spaltung eines Substrats aus farblosem, kéhsth Peptid fihrt, welches im
Pyrochrom&-LAL vorliegt. Die proteolytische Spaltung des Suats setzt Paranitroanilin
(PNA) frei, das gelblich ist und Licht bei einer Wsmlange von 405 nm absorbiert. Jeweils
25 uL der Probe werden in die vier Kanale einer Einveeglsche gegeben. Die quantitative
Endotoxin-Bestimmung erfolgt mit einer kinetischdethode. Hierbei wird die Zeit bis zum
Erreichen einer bestimmten Extinktion bei 405 nnstinemt (Anlaufzeit). Eine hohere
Endotoxinkonzentration entspricht einer kirzerera@fzeit. Die Optische Dichte wird bei
einer kontrollierten Temperatur (37 °C) in regelmggfd Abstdnden gemessen. Als Referenz

wird ein Endotoxin-Standard im Bereich von 0,1-10 L™ eingesetzt.

Zur Endotoxin-Bestimmung der polySia-Probe wirdljey in 1 mLLimulussAmobocyten-

Lysat -Reagenzwasser geldst und wie oben beschrigbamessen.
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8.5.7 DNA-Bestimmung

Zur Bestimmung der DNA-Konzentrationen wird auf eei@6-Loch-Platte jeweils 10 pL
polySia Probe (1 gt) sowie eine Standardreihe mit DNA-Konzentratiomen 125 pg mL
bis 200 pugmt aufgetragen und mit einer Mischung aus 100 pL Hse83342-
Stammloésung mit 20 mL TNE-Puffer versetzt. Daranftierden die Proben 30 min unter
Lichtausschluss bei 120 mirinkubiert. Die Fluoreszenzintentensitit der Provenden bei
460 nm im Fluoreszenzphotometer (Thermo ScientifiSA/ Kanada) detektiert. Mit Hilfe
der Kalibrationsgerade aus der Standardreihe $idsidie DNA-Konzentration aus der Fluo-

reszenzintensitat der Proben bestimmen.

8.5.8 Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse wird 1 mL Zelfnsion fir 10 min bei 13.200 ritin

und bei einer Temperatur von 4 °C abzentrifugied der zellfreie Uberstand abdekantiert.
Das Pellet wird 2 Tage bei 70 °C getrocknet undagem. Die Differenz beider Messungen
(Leergewicht und Gewicht mit Pellet) ergibt das ckengewicht. Zur Darstellung einer

Wachstumskurve wird die Trockenmasse gegen dieaZiégfetragen.

8.5.9 Acetat

Die Acetat Messung erfolgt mit der HPLC. Hierfurngden die Kultivierungsproben zentrifu-
giert (5 min bei 13.000 mif) und auf eine Ausschlusssaule PRP-X300 Saule (ttami
Schweiz) gegeben. Als Laufmittel dient 10 mM34,, die Flussrate betragt 1 mL rffinDie
Trennung erfolgt isokratisch und die Detektion 220 nm.

8.6 Arbeitsvorschriften fur die Aufreinigung von polySia

In diesem Abschnitt sind die Standardschritte zufréinigung von polySia zusammenge-

fasst.

8.6.1 Separation der Zellen

Die Separation der Zellen erfolgt mit zwei versdeieen Methoden, zum einen mittels kon-
tinuierlicher  Zentrifugation  (Heraeus Contifuge d&&s, Thermo  Scientific,
USA/Kanada),zum anderen mittels Cross-flow-Filbat{Sartorius Sartocon Filtrationsanla-

ge, Sartorius Stedim Biotech, Gottingen).
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Bei der kontinuierlichen Zentrifugation wird die IBaispension direkt aus dem Reaktor in
die Zentrifuge gepumpt. Die Pumprate liegt zwiscB8rbis 100 mL H. Zunachst wird die
Zentrifuge auf 6.000 miheingestellt bis der Zentrifugenzylinder gefiilt iBanach wird die
Zentrifuge auf eine maximale Geschwindigkeit von0DOD min' (25.000-xg) eingestellt. Die

Zentrifugationstemperatur betragt 4 °C.

Bei der Cross-flow-Filtration wird die Zellsuspemsigeerntet, in 15 L Glasflaschen gefullt

und anschlieBend an die Filtrationsanlage angesstiho

Durchfiihrung:
» Kassette mit entsprechender Porengrof3e (0,45 niodueen
* Wasserwert bestimmen
* FuUr die Filtration die Pumpe auf die notwendigestigng einstellen (max. 4 bar Ein-
gangsdruck)
* Nach der Filtration die Kassetten durch Spulenigeim (Wasser, 0,1 M NaOH) und
Wasserwert bestimmen.

» Kassetten in 0,1 M NaOH-L6sung lagern.

8.6.2 Aufkonzentration des zellfreien Kulturiiberstands
Die Aufkonzentration erfolgt analog zu der Zellsgi@n mit der Cross-flow-Filtration

(10 kDa). Die Durchfihrung ist in Abschnitt 5.4.4rdestellt.

8.6.3 Prazipitationsschritte (Fallungsmethode) und Adsorlertechnik

Zunachst erfolgt die Aufreinigung von polySia awsndKonzentrat der Ultrafiltration. Hier-

fur werden Fallungsmethode und Adsorbertechnik eedet.

8.6.3.1Fallungsreaktionen

Aceton-Fallung
« Versetzen des Konzentrats der Ultrafiltration n&it% (v v') Aceton

e Lo6sung fur 24 h bei 8 °C rdhren
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« Zentrifugation der L&sung bei 4000 riifiir 15 min bei 4 °C
* Verwerfen des Pellets

« Entfernen des Acetons mittels Rotationsverdampfer

Cetavlon-Fallung

« Versetzen der Probenlésung mit Cetavion-Stocklos(t@p g L) bis zu einer

Cetavlon-Konzentration von 10 g'L
e Lo6sung fur 24 h bei 8 °C rihren
« Zentrifugation der Lésung bei 4000 riifiir 15 min bei 4 °C
« Verwerfen der Uberstandes

e Resuspendierung des Pellets in 1M NaCl

Ethanol-Fallung
« Versetzen der Probenlésung mit 80 % @) #thanol
e Lo6sung fur 24 h bei 8°C rdhren
« Zentrifugation der Lésung bei 4000 riifiir 15 min bei 4 °C

* Resuspendierung des Pellets yOH

8.6.3.2Adsorbertechnik

Membranadsorber

Zur Membranadsorption kommen Vivawell 8-strips (8ans Stedim Biotech, Géttingen),
bestehend aus 15 Membranlagen und einer Membrdtiaher von 3,74 cimzum Einsatz.

Es werden jeweils 300 pL Probe/Puffer in jedes Wsfllettiert und jeweils 5 min bei
1.000- xg zentrifugiert.

Anschlie3end wird die pH-Abh&ngigkeit der BindungnwolySia an die Q-100-Membran-
Einheiten untersucht. Hierflr werden verschiedeuteP mit jeweils 50 mM, 100 mM und
200 mM im pH-Bereich 7 bis 10 untersucht (Tabell®.3Die polySia-Adsorption und
Elution wird in einer FIA-Anlage durchgefiihrt. Esrev das UV-Signal der Proteine bei
280 nm beobachtet.
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Durchflhrung:

* Versetzen der Probenldsung mit Puffer (1:1), Gegalwtnen 20 mL

Aquilibrierung der Membran mit Puffer (10 mL)

Beladen der Membran mit Probe

Waschen der Membran mit Puffer (10 mL)
Elution mit 1M NaCl (10 mL)

Q-Membran im Technikumsmal3stab

Die Membranaufreinigung im Technikumsmal3stab etfolg mit der
Membranadsorptionsanlage (Abbildung 46). Es wirdeeBartobinl SingleSep 5 (Q-
Membran, Membranflache 2500 cmz?, Sartorius StedimteBh, Gottingen) verwendet.

Fur die Durchfihrung wurden 10 L zellfreie poly%i@dsung (ohne Aufkonzentration) mit
10 L 100 mM NaPP (pH 7) versetzt.

Durchflhrung:

« Equilibrierung der Membran mit 100 mM NaPP (Flugsra L min® bis zu einem rel.
UV-Wertunterhalb von 0,2 rel. E.)

« Beladen der Membran mit Probe (Flussrate: 6 L'mi) min)
« Waschen der Membran mit 100 mM NaPP (Flussratepri’, 3 min)
 Elution mit 1 M NaCl (Flussrate: 2 L minbis zur einer Leitfahigkeit von 12)

Anmerkung:

Diese Durchfiihrungen werden fur die Batchbrihemvadrund die Fed-Batchbrihe sieben-
mal wiederholt. Zwischen den Schritten wird die Meen mit 100 mM NaPP gewaschen.
Die Anlage wird nach beendeter Prozessierung mitNd,NaOH gereinigt. Die Membran

wird nach der Reinigung in 1 M NaCl-Lésung mit 20Ehanol gelagert.

Aufreinigung mit Tonmineralien

Zur Untersuchung der Proteinadsorption an Tonmieeraurden zunéchst unterschiedliche

Kationenaustauscher-Tonmineralien getestet.
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Durchfiihrung:
* 40 mg Tonmineral (EX M 1753) in 1 mL 100 mM NaPm (@) mittels Uberkopf-
schittler bei RT und 10 mifrfiir 1 h inkubieren
» Puffer abzentrifugieren und 1 mL Probenlésung hyehen
* 3 hbei RT inkubieren
 Entfernen des EX M 1753 durch Zentrifugation (4.866™, 15 min)

Zur Untersuchung der pH-Abhangigkeit Proteinbinddognmen pH- Werte von 7 bis 10

(Tabelle 37) sowie Pufferkonzentrationen von 6@ &6d 200 mM zum Einsatz.

EX M 1753 im Technikumsmalfstab

Fur den Technikumsmalstab werden 8 g EX M 17534tinL 100 mM NaPP (pH 7) in
einen Schiittelkolben gegeben und fiir 1 h bei 13@"nmikubiert (Raumtemperatur). An-
schlieBen werden 200 mL Probenldsung zugegeberiturgih bei 130 mitt inkubiert. Die
Entfernung des EX M 1753 erfolgt tiber die Zentriftign bei 10.000 mih fiir 15 min

(Heraeus Stratos, Thermo Scientific, USA/Kanada).

EX M 1753 Adsorptionsisotherme von BSA

Die Versuche werden fir BSA und EX M 1753 bei pdnd in 100 mM NaPP durchgefuhrt
fur welche die Maxima der Adsorption bei der pH-Warhangigen Adsorption ermittelt
wurden. Dazu wird eine BSA Standardreihe im Bereioh 0-4 mg mL* hergestellt.

Zunachst werden 40 mg EX M 1753 in 1 mL des entspeden Puffers (100 mM) in einem
Uberkopfmischer bei 10 mihequilibriert. Nach anschlieRender Zentrifugatiom 15 min
bei 4.000 xg wird der Uberstand verworfen. 1 mL BS#sung mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen wird zu dem equilibrierten EX M 1758ggben. Das Adsorbens wird in der
Proteinldsung vorsichtig resuspendiert und im Ubpfinischer fir 0,5 h bei 5 min
inkubiert. Nach Zentrifugation wird anhand der \igthenen Proteinkonzentration im Uber-

stand die nicht gebundene Proteinmenge bestimmit.

Puffer

Die Puffer mit den jeweiligen pH-Werten wurden wohén in Tabelle 37 aufgefihrten Chemi-

kalien angesetzt.
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Tabelle 37: Verwendete Puffer.

pH Wert Puffer

Acetat

Acetat

MES

NaPP und HEPES
Tris

Tris

10 CAPS

©O© 0o ~NOo o b~

Die Puffer wurden jeweils in unterschiedlichen Kentzationen (50 mM, 100 mM und
200 mM) hergestelit.

Anmerkung

Alle Puffer und polySia-Loésungen werden vor der thagung auf die Membranen filtriert
(0,2 um) und entgast.

8.6.4 Dialyse

Die Dialyse dient im Downstreaming-Verfahren akzter Schritt zur Entfernung von Salzen
in der Probenlosung. Die Dialyse wurde in Cellubmsgat-Schlauchmembran ,Visking®
(Carl Roth, Karlsruhe) durchgefinhrt.

Durchfihrung

Dialyseschlauche in 2 % Natriumhydrogencarbonatigs(+ 1 mM Na-EDTA) ko-

chen und 2 x mit Wasser spulen

» Befillen der Schlauche mit Probenlésung

e 24 hin Dialyselésung (Tabelle 38) bei 8 °C rihren

* Verwerfen der Losung und Ersetzen durch 5 L Wassér20 pL NaOH (10 %)
* Wiederholung des vorangehenden Schrittes nachu2®ti&n

« Beenden der Dialyse nach weiteren 24 Stunden

Verwendete Losungen

L6sung zur Vorbereitung der Schlauche:
e 600 mL ddHO
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e 12 g Natriumhydrogencarbonat

« 228 mg Na-EDTA

Tabelle 38: Dialyse-Losung.

Dialyse-L6sung
1 x NaCl 550
2-3 x ddHO 5L

Zu der Dialyse-L6sung wurden zusatzlichlB0NaOH (10%) zugegeben.

8.6.5 Lyophilisation

Um ein stabiles Produkt zu erhalten wurde die Rrliiseing bei -80 °C eingefroren (1 h) und

in der Lyophilisationsanlage fur mehrere Tage vakgetrocknet.

8.7 Enzymatischer Verdau

800 pug polySia werden mit 2 pMol EndoNF (Enzym) beterschiedlichen Temperaturen
und Zeiten inkubiert. Nach der Inkubation wurde Rigaktion durch Zugabe desselben Vo-

lumens kaltem (-80 °C) Ethanol gestoppt und dido®naeingefroren.

Trennung der polySia tber die FPLC

Die Trennung der definierten Polymerlange erfolgidels FPLC Fast Performance Liquid
Chromatography). Hierzu wird verdaute polySia zentrifugiert (5mbei 19.000-xg) und fil-
triert (0,2 um). Die Probe wird dann auf eine Mo HR 5/50 Saule (Amersham,
Biosciences) gegeben. Als Laufmittel wird 10 mMsFHCI (pH 8) bei 1 mL mitl verwen-

det. Die Elution erfolgt mit einem linearen Gradem(Tabelle 39).

Tabelle 39: Linearer Gradient fur die Trennung digfinierten Polymerléange tber die FPLC.

mL 10 mM Tris-HCI, 1M NaCl
0%

0-8 %

8-20 %

20-28 %

28-100 %

100 %

O 00NN DN
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8.8 Feed-Programm

Fur die Kontrolle der Fed-Batch-Kultivierung wurder Berlicksichtigung der Substratlimi-
tierung ein Modell fur ideale RuhrkesselreaktorahBasis der Monod- Kinetik entwickelt.

PO  tmax () — 22D ) 6-1)
i ek il FeACI) (5.2)
K= Hmax ﬁ 3)
RO = V(o) -4

Bei Glucoselimitierung der Fed-Batch-Kultivierungenrd davon ausgegangen, dass die
Substratkonzentratio%f— = 0 im Bioreaktor 0 entspricht. Daher kann Gleichung zu Glei-
chung 5.5 abgeleitet werden.

. _ S X(t) _ 1
VF(t) = Umax Ky+S YX/S (So—S) VR(t) (5-5)

X(t) Biomasse bei t (g T); S Substratkonzentration (Glucose) (@)L pmax Max. Wachstumsrate ; Ky
Monod Konstante (g E); Ve (t) Futterungsrate bei t (LUB; Vx(t) Reaktorvolumen bei t (L);SStartkonzentra-
tion der Feed-Losung (g 1) und Yys Ausbeutekoeffizient (g Q).

Mit Hilfe dieser Gleichungssysteme kann das Wachstler Zellen in einem Fed-Batch-
Prozess beschrieben werden. Die Differentialgleigem kbnnen mit einem Runge-Kutta-
Verfahren vierter Ordnung numerisch integriert vegrdDies erfolgt hie©Online mit dem

MS-DOS Programm Neu-ork (Institut fir Technischee@ire, Leibniz Universitdt Hanno-

ver). Hierfur sind die Startbedingungen der Kuéiving erforderlich.

8.9 Berechnungen der Respirationsdaten

Die Berechnung der Sauerstoffeintragsrate (O3¥ggen transfer rate) und Kohlenstoffdio-
xidproduktionsrate (CTRgarbon production rate) erfolgt aus den Abgaswerten der Kultivie-
rungen.

Sauerstoffeintragsrate (OTBXygen transfer rate):
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Mo, F out 1-xg (6)-xZh, ()
OTR ——V O (xoz(t) 0y (£) g O g © (5.6)
KohIenstoffdioxidproduktionsrate (CTRarbon production rate):

Mco, F™ ot 1-x§L () -xZh, ()
CPR = VROV ( CO; (t) 1— xgut(t)_xgg;(t) COZ (t) (57)
Der Respirationskoeffizient (RQ) ergibt sich ausmdguotienten des CPR und OTR:

CPR

RQ =— (5.8)

F* = Volumenstrom des eintretenden Gases ], %, = Molvolumen des idealen Gases (22,41 L thdl,(t)
= Reaktorarbeitsvolumen zurzeltxtg" = Molenbruch von @im Gaselntrlttx"”t = Molenbruch von @im

Gasaustrlttxg})2 = Molenbruch von C@im Gasemtnttxgng = Molenbruch von C@im Gasaustritt

8.10Erganzende Daten

Tabelle 40: Versuchsbedingungen der 11 Kultivieam jir die statistische Versuchsplanung.

Randomisierte Temperatur Begasung Ruhrer GlucoseStart

Reihenfolge  [°C] [Lh™ [min? gL
1 32 15 1100 13
2 32 5 500 13
3 35 10 800 18
4 38 15 500 13
5 32 5 1100 23
6 35 10 800 18
7 32 15 500 23
8 38 15 1100 23
9 38 5 1100 13
10 35 10 800 18

[EEY
[EEY

38 5 500 23
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10. Gerate, Materialien und Chemikalien

10.1Verwendete Gerate

Gerat

Zentrifuge

Zentrifuge

Kontinuierliche Zentrifuge
Zentrifuge

Vortex Mixwe
Analysenwaage
pH-Meter
Glucosemessgerat

Spektrophotometer
Clen bench
Inkubationshaube
Schuttler

Photometer
Fluoreszenz Detektor
Sampler
FPLC-System
Lyophille
Uberkopfmischer
Wasseraufbereitungsanlage
Endotoxin Gerat

Fermenterkultivierung

Edelstahlreaktor (10 L)
Edelstahlreaktor (30 L)
Steuereinheit
pH-Elektrode
Sauerstoffelektrode
Thermoelement
Abgasanalytik

10.2 Materialien

96-Loch-Platte
Klvette
Dialyseschlauch

10.3 Chemikalien

Typ

Multifuge S3
Megafuge 1.0RS
Contifuge stratos
5415C
VM300

Analytic AC 210 S
605

YSI 2700

Uvikon 922

Certomat HK
Certomat Sli
Multikan Spectrum
RF-1QA
Triathlon
BioLogic DuoFlow
ALPHA 1-4 LSC

Endosafe®-PTS

Biostat C

Biostat DU

DCU

EASYFERM Plus
Visiferif

Pt-100

Uras 14 und Magnos

UV-durchlassig
halbmikro
Visking

Hersteller

Heraeus
Heraeus instruments
Hewa
Eppendorf
Gemmy Industrial
Sartorius
Metrohm
Yellow Springs
Instruments
Kontron instrunsent
Heraeus
Sartorius bbi
Sartorius
Thermolabs
Shimadzu
Spark
Biorad
Martin Christ GmbH
Kali-Chemie
Sartorius AG
Charles river

Sartorius bbi
Sartorius bbi
Sartorius bbi
Hamilton
Hamilton
Sartorius bbi
ABB

Cornig Inc.
Sarstedt
Carl Roth

Alle verwendeten Chemikalien stammen von Sigmadiékd(Taufkirchen, Germany)
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