Neue Applikationen der
Enzymaufreinigung

Von der Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitit Hannover

zur Erlangung des Grades
Doktorin der Naturwissenschaften
- Dr. rer. nat. -

genehmigte Dissertation von

Sarah Schreiber, M. Sc.
geboren am 25.11.1987 in Hamburg

2018



Referent: Prof. Dr. rer. nat. Thomas Scheper
Korreferent: Prof. Dr. rer. nat. Ursula Rinas

Tag der Promotion: 17.11.2017



In der Wissenschaft gleichen wir alle nur den Kindern,
die am Rande des Wissens hie und da einen Kiesel aufheben,
wihrend sich der weite Ozean des Unbekannten
vor unseren Augen erstreckt.

Sir Isaac Newton
(1642 - 1726)



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich bei allen bedanken, die zur Entstehung dieser Doktor-
arbeit beigetragen haben. An erster Stelle bedanke ich mich bei meinem Doktorvater
Prof. Dr. Thomas Scheper fiir die Moglichkeit, in seinem Arbeitskreis zu promovieren
und fiir die Bereitstellung eines spannenden Themas. Auflerdem gilt mein Dank Prof.
Dr. Ursula Rinas fiir die Ubernahme des Korreferats sowie PD Dr. Ulrich Krings fiir die
Ubernahme des Priifungsvorsitzes.

Des Weiteren mochte ich mich bei Dr. Sascha Beutel fiir die kompetente Betreuung und
seine wertvollen Ratschldge wihrend meiner Zeit am Institut fiir Technische Chemie
bedanken. Vielen Dank fiir die Moglichkeiten auf zahlreiche Konferenzen zu fahren
und das Korrekturlesen meiner Arbeit. Allen Mitgliedern der AG Beutel danke ich fiir
die tolle Atmosphére und die Unterstiitzung.

Auch bei Caro und Wolfgang bedanke ich mich fiir das Korrekturlesen meiner Arbeit.
Herzlich danke ich Ulrike Dreschel, Cornelia Alic, Friedbert Gellermann und ganz
besonders Martina Weifs und Thorleif Hentrop fiir ihre grofiartige Unterstiitzung beim
Aufbau meiner Anlage.

Bei meiner Masterandin Chantal Bramer sowie meinen Bachelorandinnen Funmilola
Heinen und Insa Haacke bedanke ich mich fiir ihr wissenschaftliches Engagement und
die Unterstiitzung bei Teilprojekten meiner Arbeit. Chanti, dir wiinsche ich alles Gute
tiir deine Promotion.

Danke auch an Caro, Daniel, Anne und Kathrin, ihr habt mich so herzlich aufge-
nommen, dass ich mich in Hannover gleich wie Zuhause gefiihlt habe. Es war eine
unvergessliche Zeit mit euch! Dem Biiro 163 danke ich fiir die konspirativen Gespra-
che im Arbeitsalltag. Aufserdem sind noch einige Personen zu nennen, die meine Zeit
am TCI bereichert haben: Pia, Ingo, Thore, Maren und Lena. Aber auch allen anderen
TClIlern gilt mein Dank fiir tolle 3 Jahre!

Ein besonderer Dank geht an meine Eltern, die mir in jeglicher Hinsicht den Riicken
gestarkt und an meinen Weg geglaubt haben. Danken mochte ich auch meinem Verlob-
ten Tobias fiir seine Geduld und seinen Optimismus. Am Ende wird manchmal doch
alles gut!



Abstract

White biotechnology uses natural processes to provide environmentally-friendly and
economical alternatives to conventional chemical processes. Enzymes are used as ca-
talysts in various reactions. The fields of application range from chemical industry,
through food industry to pharmaceutical industry. Enzymes can be produced in micro-
organisms. In order to produce sufficiently pure enzyme for large-scale applications,

the focus of this work lies on the purification of the proteins.

This work describes two different applications of enzyme purification. In the first sub-
project, within the scope of sustainable biocatalysis, novel techniques to reuse enzymes
were investigated in order to obtain economical processes. The focus lay on testing
novel carrier materials, which are suitable to bind a large amount of enzymes and lead
to high stability and activity of the enzyme. Therefore, depth filters were coated with
various polyelectrolytes by layer-by-layer (LbL) technology. The optimal coatings of the
depth filters were determined by means of the binding capacity and enzyme activity. As
model enzyme, one of the most used biocatalysts Candida antarctica lipase B (CalB) was
used. Various influencing factors such as ionic strength, pH value and temperature
were examined. The long-term stability and the multiple usability of loaded depth
filters were evaluated. After successful characterization, the depth filters were used for

direct capture, the binding of enzyme from culture supernatant.

In the second sub-project of this work, a compact purification plant was developed to
purify CalB in a continuous manner. Therefore, a periodic counter-current chromato-
graphy system was established. After the system was characterized, the purification
was tested in long-term operation using various model proteins, CalB, Lysozyme and
Bovine Serum Albumin (BSA).

Keywords: enzymes, biocatalysis, depth filter, protein purification, periodic counter-

current chromatography



Zusammenfassung

Die weifle Biotechnologie nutzt natiirliche Prozesse, um umweltfreundliche und 6ko-
nomische Alternativen zu konventionellen chemischen Prozessen zu bieten. Dabei
kommen Enzyme zum FEinsatz, die als Katalysatoren bei verschiedenen Reaktionen
beteiligt sind. Die Anwendungsgebiete reichen dabei von der chemischen Industrie
tiber die Lebensmittelindustrie bis hin zur pharmazeutischen Industrie. Mit Hilfe von
Mikroorganismen konnen Enzyme hergestellt werden. Um fiir grofstechnische Anwen-
dungen ausreichend reines Enzym zu produzieren, liegt der Fokus dieser Arbeit auf der

Aufreinigung der Proteine, da bei diesem Prozessschritt die meisten Kosten anfallen.

Diese Arbeit beschreibt zwei verschiedene Applikationen der Enzymaufreinigung. Im
ersten Teilprojekt sollen in Hinblick auf nachhaltige Biokatalyse Moglichkeiten gefun-
den werden, Enzyme mehrfach zu verwenden, um die Wirtschaftlichkeit der Prozesse
zu steigern. Der Schwerpunkt liegt dabei auf der Testung neuartiger Tragermateriali-
en, die besonders gut geeignet sind, eine grofie Menge Enzym bei hoher Stabilitat und
Aktivitdt der Enzyme zu binden. Dafiir wurden Tiefenfilter mit der Layer-by-Layer
(LbL)-Technologie mit verschiedenen Polyelektrolyten beschichtet. Anhand der Bin-
dungskapazitdt und der Enzymaktivitit wurde die optimale Beschichtung der Filter
bestimmt. Als Modellenzym diente einer der meistgenutzten Biokatalysatoren, die Can-
dida antarctica lipase B (CalB). Anschlieflend wurden verschiedene Einflussfaktoren, wie
die Ionenstédrke, der pH-Wert und die Temperatur, untersucht. Auch die Langzeitstabi-
litdt und die Mehrfachverwendbarkeit beladener Tiefenfilter wurden evaluiert. Nach
erfolgreicher Charakterisierung wurden die Filter beim Direct Capture, dem Binden

von Enzym direkt aus Kulturiiberstand, eingesetzt.

Im zweiten Teilprojekt soll eine kompakte Aufreinigungsanlage entwickelt werden,
um CalB kontinuierlich aufzureinigen. Dafiir wird eine Periodic Counter-Current
Chromatographie-Anlage aufgebaut. Nach erfolgter Charakterisierung der Anlage
wird die Aufreinigung anhand verschiedener Modellproteine, CalB, Lysozym und

Bovines Serum Albumin (BSA), im Langzeitbetrieb getestet.

Schlagworter: Enzyme, Biokatalyse, Tiefenfilter, Proteinaufreinigung, Periodic Counter-

Current Chromatographie
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1 Einleitung

Enzyme sind aus unserem Alltag nicht mehr wegzudenken und kommen bei zahl-
reichen Produkten wihrend der Herstellung und Verarbeitung zum Einsatz. Enzyme
sind meistens Proteine und dienen als Katalysator biochemischer Reaktionen; daher
werden sie auch als Biokatalysatoren bezeichnet. In der Enzym-Datenbank BRENDA

sind 77.000 Enzyme aus mehr als 30.000 verschiedenen Organismen hinterlegt.

Das Haupteinsatzgebiet von Enzymen liegt bei den technischen Anwendungen, vor
allem in der Textil- und chemischen Industrie. Sie werden als Zusatz bei Waschmitteln
eingesetzt, um Flecken auch bei niedrigen Temperaturen leichter zu entfernen. Beim
Gerben von Leder helfen Enzyme, das Leder weicher zu machen. Dadurch kann im
spateren Prozess der Wasserverbrauch reduziert werden. Aber auch in der Lebensmit-
telindustrie werden Enzyme eingesetzt, zum Beispiel bei der Herstellung von Bier, um
die Stdrke leichter in Zucker und dann in Alkohol umzuwandeln, oder in Teigwaren,
damit diese lockerer und haltbarer werden. Weitere Einsatzgebiete von Enzymen sind
die Futtermittelproduktion, die Herstellung von Biokraftstoffen oder die Herstellung
von Pharmazeutika (z. B. Vitamin B,). Der Einsatz von Enzymen hat sowohl 6kologi-
sche als auch 6konomische Vorteile, da oftmals Rohstoffe, Zeit und Energie eingespart

werden konnen.

Die moderne Biotechnologie ermdoglicht die Produktion zahlreicher Enzyme in Mikro-
organismen sowie die gezielte Herstellung mafigeschneiderter und optimierter Enzyme
tiir bestimmte Anwendungszwecke. Die Aufreinigung von Enzymen zum hochreinen
Produkt ist oftmals kompliziert und kann bis zu 80 % der gesamten Produktionskosten
ausmachen. Besonders fiir grofitechnische Prozesse, in denen Enzyme zum Einsatz
kommen, miissen die Kosten fiir die Biokatalysatoren gering sein. Daher bietet die

Aufreinigung das grofite Optimierungspotenzial.



1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, durch neue methodische Ansitze konventionelle Aufreini-
gungsmaterialien fiir die Enzymaufreinigung zu optimieren. Fiir beide Ansitze dient
das industriell relevante, dennoch anspruchsvoll aufzureinigende Enzym Candida ant-
arctica lipase B (CalB), anhand dessen die grundlegende Machbarkeit der zwei grund-

sdtzlich unterschiedlichen Verfahren belegt werden soll.

Zum einen werden beschichtete Tiefenfilter, die in der Regel zur Klarung von Zell-
kulturbriihe gedacht sind, als Tragermaterialien verwendet. Mit dieser Methode ist es
nicht nur moglich, Enzyme zu binden und Umsatzreaktionen durchzufiihren, sondern
auch Enzyme direkt aus dem Kulturiiberstand zu gewinnen. Die Tiefenfilter werden
mit der Layer-by-Layer (LbL)-Technologie mit verschiedenen anionischen und katio-
nischen Polymeren beschichtet. Die verschiedenen Beschichtungen werden hinsicht-
lich der Bindungskapazitdt und der resultierenden Aktivitidt der gebundenen CalB
bewertet. Es werden verschiedene Einflussfaktoren wie Temperatur, pH-Wert und
Ionenstarke des Puffersystems untersucht. Des Weiteren werden die Langzeitstabilitit
und die Mehrfachverwendbarkeit mit Enzymen beladener Tiefenfilter evaluiert. Um
den praktischen Einsatz im Bereich der Produktisolierung zu testen, soll CalB direkt
aus Kulturbriihe aufgereinigt werden, um anschliefsend katalytische Umsatzreaktionen

durchzufiihren.

Weiterhin soll die Kapazitdtsausschopfung chromatographischer Materialien/Medien
durch eine intelligente Anlagensteuerung optimiert werden. Dafiir werden Membran-
adsorber-Einheiten seriell und zyklisch angeordnet, um das Prinzip der Periodic
Counter-Current (PCC) Chromatographie umzusetzen. Diese Anlage funktioniert voll-
automatisch und dient der kontinuierlichen Aufreinigung biotechnologisch hergestell-
ter Proteine. Zunéchst soll die Anlage anhand der Aufreinigung eines bindren Gemi-
sches aus BSA und Lysozym getestet werden. Nach erfolgreicher Testung der Anlage
anhand dieser einfachen Aufreinigungsaufgabe soll im ndchsten Schritt CalB kontinu-
ierlich aus E.-coli-Lysat aufgereinigt werden. Im Langzeitbetrieb wird getestet, ob die

Anlage sich fiir die Aufreinigung eines realen Trennungsproblems eignet.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Tiefenfilter fur die diskontinuierliche
Enzymaufreinigung

Um den industriellen Bedarf an Biokatalysatoren zu decken, konnen Enzyme durch
Aufreinigung in hochreiner Form gewonnen oder durch Immobilisierung an eine Tré-
germatrix fiir die mehrfache Wiederverwendung gebunden werden. Fiir beide Metho-
den sind die Eigenschaften der Enzyme sowie der Tragermaterialien von Bedeutung.
Um eine Bindung an das Tragermaterial zu gewéahrleisten, miissen die ionischen und
adsorptiven Eigenschaften sowie die Grofie des Enzyms berticksichtigt werden. Die
schnelle Entwicklung in den Materialwissenschaften ermdéglicht den Zugang zu neuen
Tragermaterialien mit verschiedenen Eigenschaften [1]. Die Tragermaterialien konnen
aus synthetisch-organischen Polymeren, Biopolymeren oder anorganischen Polymeren
bestehen [2]. Zusitzlich konnen die Oberflaichen modifiziert werden, um ein grofieres

Portfolio an Tragern zu erstellen.

2.1.1 Anwendungsgebiete von Tiefenfiltern

Tiefenfilter werden héufig bei der Herstellung von Biopharmazeutika eingesetzt, um
Partikel (z. B. ganze Zellen, Zelltriimmer, Kolloide und Kontaminanten) aus der Fliissig-
phase zu entfernen. Sie bestehen meist aus Verbundwerkstoffen (Zellulose und Kiesel-
gur) [3, 4, 5]. Tiefenfilter haben eine nominelle Abscheiderate von 10 - 50 ym und kénnen

mehr als 98 % der Schwebstoffe/Feststoffe aus dem Prozess entfernen [6, 7, 8, 9].



2 Theoretische Grundlagen

In Abbildung 2.1 ist der Trennmechanismus von Tiefenfiltern dargestellt. Die Partikel

werden tiber Einschluss und/oder Adsorption abgetrennt [10].

O O Tiefenfilterschicht

Filtrat

Abbildung 2.1: Schematische Abbildung des Prinzips der Tiefenfiltration, adaptiert nach [10].

In Abbildung 2.2 ist eine Rasterelektronenmikroskop (REM) Aufnahme eines Tiefen-
filterquerschnitts gezeigt. Die Zellulosefasern bilden eine Matrix, in der das Filterhilfs-
mittel (Kieselgur) eingeschlossen ist. Die beiden Komponenten bilden eine hochporose

Struktur mit einer Vielzahl miteinander verbundener Stromungskandle [11].

Abbildung 2.2: Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahme eines Tiefenfilterquer-
schnitts. Das Filterhilfsmittel (Kieselgur) ist in den Maschen der Zellulosefasern
eingeschlossen [11].



2 Theoretische Grundlagen

Die Tiefenfilter werden in einem klassischen Nassverfahren hergestellt. Dabei wird
eine Zellulosesuspension mit dem Filterhilfsmittel und einem polymeren Bindemit-
tel vermischt. Das Gemisch wird auf ein Netz aufgetragen, entwissert und im Ofen
getrocknet. Das Bindemittel reagiert bei erhohten Temperaturen mit der Zellulose, da-
durch wird die Festigkeit bei Nasse erhoht [11].

Tiefenfilter werden unter anderem bei der Aufreinigung monoklonaler Antikdper
(mADb) eingesetzt, um Verunreinigung (HCP: Host Cell Proteins) adsorptiv zu ent-
fernen [7]. Tiefenfiltration ist eine effektive und kostengiinstige Methode, um grofse
Prozessvolumina oder HCDC-Medien (High Cell-Density Culture) zu prozessieren [3].
Heutzutage werden Oberflichenmodifikationen immer interessanter, weil die Mem-
branentwicklung zeitaufwandig, komplex und kostenintensiv ist. Dabei konnen be-
reits etablierte Membranen modifiziert werden, um unerwiinschte Interaktionen zu
minimieren oder um erwiinschte Wechselwirkungen (Adsorption, Affinitat, ionische

Wechselwirkungen) zu erzielen [12].

2.1.2 Modifizierung der Filter mit der Layer-by-Layer-Technologie

Mitte der 1930er Jahre wurde die LB-Technik, die Ubertragung von unléslichen Mono-
layern von der Wasseroberfldache auf feste Trager, von Langmuir und Blodgett vorge-
stellt [13]. Seitdem ist das Interesse an ultradiinnen Filmen, besonders im Bereich der
Materialwissenschaften, gestiegen. Neben den klassischen Materialien (Metalle und
anorganische Verbindungen) werden auch organische Verbindungen, Polymere und
biologische Komponenten verwendet [14]. In den 1990er Jahren stellten Decher et. al.
eine Methode zur Herstellung ultradiinner organischer Filme vor, die durch die alter-
nierende Adsorption von Polykationen und Polyanionen gebildet werden [14, 15, 16].
In Abbildung 2.3 ist schematisch die Layer-by-Layer (LbL)-Technologie dargestellt.
Sie nutzt den elektrostatischen Zug von Polyelektrolyten aus. Daher konnen gelade-
ne Polyanionen an eine positiv geladene Oberfliche adsorbieren, bis diese gesittigt
ist. Nach einem Waschschritt, um ungebundene Polyelektrolyte zu entfernen, kénnen

Polykationen an den vorherigen Layer adsorbieren.
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1. Polyanion
2. Waschschritt

\

Abbildung 2.3: Vereinfachte Abbildung der Layer-by-Layer-Technologie. Schritte 1 und 3 repra-
sentieren die zwei Adsorptionsschritte. Zuerst wird der Trager mit Polyanionen
(blau), danach mit Polykationen (rot) beladen. Schritte 2 und 4 sind Waschschrit-
te, um ungebundene Ionen zu entfernen. In Wirklichkeit sind die Schichten mehr
miteinander verwoben [17, 18], adaptiert nach [14].

Durch die schichtweise Anordnung der Polyelektrolyte wird das Konstrukt stabilisiert
und robuster [12]. Diese Methode kann auch umgekehrt (mit Polykation startend)
durchgefiihrt werden und so oft wie gewtinscht wiederholt werden. Dabei ist es auch
moglich, verschiedene geladene Komponenten, wie Polyelektrolyte, Nukleinsduren,
Polysaccharide, Proteine oder Nanopartikel, miteinander zu kombinieren [17]. Die
produzierten Schichten haben dabei Dicken von 1 - 5 nm. Es konnte gezeigt werden,
dass in die Polyelektrolytschichten eingelagerte Antikdrper weiterhin ihre antigene

Aktivitat aufrechterhielten, wenn nicht mehr als vier Schichten dartiber lagen [19].

Die Auswahl der Tragermaterialien wird hauptsédchlich von der nachfolgenden Analy-
tik (zur Uberpriifung der Beschichtung) dominiert. So kommen Glas, Quarz, Silicium-
scheiben oder mit Gold beschichtete Trager als Materialien zum Einsatz [20]. Aber auch
andere Tragermaterialien wie Polymere, Metalle oder Membranen konnen funktionali-
siert werden [21]. Die LbL-Technologie kann fiir unterschiedliche Anwendungen, wie
Immobilisierung, Immunosensing oder als Multienzym-Biokatalysator, genutzt wer-
den [17]. Mit alternierenden Schichten von anti-Immunoglobulin G (anti-IgG) und
Polystyrolsulfonat (PSS) konnte ein biologisch aktiver Multilayer aufgebaut werden,
um IgG zu binden [22]. Auch Proteine konnen an die Polyelektrolyte eines Multilayers,

die auf einer Siliciumdioxidoberflache aufgebaut wurden, immobilisiert werden [23].
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2.2 Kontinuierliches Downstream Processing

Seit mehr als 75 Jahren werden kontinuierliche Prozesse in der Industrie und in der Aka-

demia erforscht, um eine Alternative zu diskontinuierlichen Prozessen (Batch: Satzbe-
trieb oder Fed-Batch: Zulaufbetrieb) zu schaffen [24]. Kontinuierliche Produktion wird

in Bereichen wie Stahlguss, Petrochemie, Chemie, Lebensmittel- und Pharmaindustrie

genutzt. In der biotechnologischen Produktion (insbesondere von Therapeutika) sind

kontinuierliche Prozesse noch nicht weit verbreitet [25, 26]. In Tabelle 2.1 sind Vor- und

Nachteile kontinuierlicher biopharmazeutischer Prozesse dargestellt. Generell aber gilt:

Die Art des Produktionsprozess hangt vom jeweiligen Produkt ab.

Tabelle 2.1: Vor- und Nachteile von kontinuierlichen Prozessen

Vorteile

Nachteile

Kostenersparnis [25, 27, 28]
e Produktion in kleinerem Maf3stab
e geringerer Platzbedarf

e Pufferersparnis

hohere Automatisierung [25]

e niedrigere Arbeitskosten

Produktion von instabilen
Pharmazeutika [25, 27]

e keine Inkubationszeit

Verbesserte Qualitit [25, 27, 28]
e weniger biologischer Stress

e keine Inkubationszeiten

e weniger Degradation

e kompatibel mit PAT und QbD

Mangel an Homogenitét [24]
e Nahrstoffmangel

o Zellakkumulation

keine kurzfristige Flexibilitat [24]

Sterilitat [24]
e Aufrechterhaltung im

Langzeitbetrieb

bessere Kontrolle [27]
e offline-Analytik nach

jedem Prozessschritt

* PAT: Process Analytical Technology, QbD: Quality by Design
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Die Herstellung von biotechnologischen Produkten wird in das Upstream Processing
(USP) und das Downstream Processing (DSP) unterteilt. Als USP bezeichnet man die
Fermentation von Mikroorganismen oder Zellen und alle vorbereitenden MafSnah-
men. Seit Jahrzehnten wird kontinuierlich in Perfusionsreaktoren produziert [26, 29].
Mit steigenden Produkttitern und Qualitdtsanspriichen an das finale Produkt entfallen
50 - 80 % der gesamten Produktionskosten auf das Downstream Processing [30]. Das
DSP umfasst alle Prozessschritte von der Ernte bis zum final aufgereinigten Produkt
[31]. Dieser Engpass der Produktionskette erfordert neue optimierte Techniken. Chro-
matographie scheint die Methode der Wahl zu sein, wenn biologische Wirkstoffe aus
z. B. Fermentationsbriithen aufgereinigt werden miissen. Da mit chromatographischen
Techniken nahezu jedes Trennproblem 18sbar ist, stellen kontinuierliche Chromatogra-
phiesysteme eine attraktive und leistungsstarke Option dar [32], die unter anderem
auch okonomische Vorteile wie reduzierten Pufferverbrauch, gesteigerte Kapazitats-

ausnutzung und kleinere Saulenvolumen zur Folge hat [33].

Im Folgenden werden die drei bekanntesten kontinuierlichen Chromatographie-Me-
thoden Continuous Annular Chromatography (CAC), Simulated Moving Bed (SMB)
Chromatographie und Periodic Counter-Current (PCC) Chromatographie vorgestellt.

2.2.1 Continuous Annular Chromatography (CAC)

Die Continuous Annular Chromatography (CAC) wurde 1949 das erste Mal beschrie-
ben [34] und gilt als wirklich kontinuierliche Aufreinigung, die eine Auftrennung von
Vielkomponenten-Mixturen (bis zu fiinf Substanzen) ermdglicht [35]. Abbildung 2.4
zeigt eine schematische Darstellung der CAC. Dabei bilden zwei konzentrische Zy-
linder einen ringférmigen Hohlzylinder, in dem sich die stationdre Phase befindet,
die vertikal um die zentrale Achse rotiert. Der Feed wird an einer festen Stelle in die
annulare Liicke eingefiihrt, wohingegen der Puffer iiber das gesamte System verteilt
aufgetragen wird. Durch die Rotation bilden sich helikale Komponentenbanden die
in verschiedene Produktstrome verschiedener Elutionswinkel aufgetrennt werden, so-
dass die aufgetrennten Komponenten an einer festen Stelle am Auslass aufgefangen
werden konnen [35, 36, 26, 31, 37, 32].
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Puffer

Rotation

>

Produkt Verunreinigung

Abbildung 2.4: Schematische Abbildung der Continuous Annular Chromatography (CAC), ad-
aptiert nach [36].

Mit der CAC konnen alle herkommlichen Elutionsmethoden (isokratische Elution,
Gradientenelution und Displacement Elution) [32], aber auch verschiedene chromato-
graphische Techniken (IEX: Ion Exchange Chromatography, SEC: Size Exclusion Chro-
matography, RP: Reversed Phase und Mixed Mode) genutzt werden [37]. Mit der CAC
war es zum ersten Mal moglich, die Ionenaustauschchromatographie (IEX) kontinu-
ierlich zu nutzen. Mit der Preparative Continuous Annular Chromatography (P-CAC)
gelang es der Firma Prior Separation Technology GmbH (Osterreich), diese Technik fiir
den Prozessmafistab zu adaptieren. Die P-CAC kann in jeder Phase des Downstream
Processing (vom Capture Step bis hin zum Polishing) angewendet werden [32]. Mit
der CAC kann eine Vielzahl verschiedener Biomolekiile aufgereinigt werden, wie Zu-
cker [38, 39, 40, 41, 42], Aminosduren [43, 44, 45], Nukleinsduren [46] und Proteine
[47, 48, 49, 50, 51, 52, 53]. Dennoch hat die Methode einige Nachteile: Die schwieri-
ge einheitliche Sdulenpackung sowie die gleichméfiige Stromungsverteilung und die

daraus resultierenden reproduzierbaren Ergebnisse [36].
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2.2.2 Simulated Moving Bed (SMB) Chromatographie

Die Simulated Moving Bed (SMB) Chromatographie ist eine quasi-kontinuierliche Auf-
reinigungsmethode und beruht auf dem Prinzip der True Moving Bed (TMB) Chroma-
tographie. Bei der TMB bewegt sich im Gegensatz zu der herkémmlichen Sdulenchro-
matographie die stationdre Phase in entgegengesetzter Richtung zur mobilen Phase
[54]. Nachteile der TMB sind die Realisierung der Gegenstrombewegung der mobilen
und stationdren Phase und einhergehend mit der Bewegung verursachte Probleme,
die durch den Abrieb und das Mischen entstehen [55]. 1961 stellten Broughton und
Gerhold von der Universal Oil Products Company (USA) eine Losung fiir die prak-
tische Umsetzung der TMB vor, die Simulated Moving Bed [56]. Im SMB-Verfahren
konnen herkémmliche Chromatographiesdulen verwendet werden. Um die kontinu-
ierliche Gegenstrombewegung der Festphase diskontinuierlich zu simulieren, werden
die Einlass- und Auslassoffnungen der Einheit periodisch in Richtung des Fluidstroms
geschaltet [31, 55, 57, 36].

In Abbildung 2.5 ist eine schematische Darstellung einer 4-Zonen TMB dargestellt. Die
festen Ein- und Ausldsse unterteilen die feste Phase in vier Zonen [54]. Zu Beginn wird
der Feed (zu trennende bindre Mischung aus Produkt und Verunreinigung) zwischen
Zone 4 und 1 aufgegeben. Zwischen diesen Zonen findet die Trennung der Kompo-
nenten statt. Beide Komponenten wandern durch Zone 1, die stirker absorbierende
Komponente (blau: das Produkt) soll moglichst vollstandig absorbieren, sodass die-
se mit der festen Phase in Zone 4 transportiert werden kann. In Zone 4 findet eine
komplette Desorption der schwicher bindenden Komponente (gelb: Verunreinigung)
statt, sodass diese mit der mobilen Phase zuriick in Zone 1 transportiert wird. Die
Verunreinigung kann zwischen Zone 1 und 2 aus dem System gefiihrt werden. Die
starker absorbierende Komponente (Produkt) kann zwischen Zone 3 und 4 in reiner
Form gewonnen werden. Die Zonen 2 und 3 sind als Regenerationszonen anzusehen
[54, 36]. Die hier beschriebene Wanderung der festen Phase kann auch virtuell durch
eine intelligente Ventilschaltung und sukzessive Wanderung der Positionen von Zulauf
respektive Ablauf simuliert werden. Im Verlauf der Schaltung durchlduft so jede Saule

jede der vier dargestellten Zonen.
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Produkt

Richtung der

(stark bindend) Feed
Strémung und
Séulenschaltung

E

Puffer Verunreinigung
(schwach bindend)

Abbildung 2.5: Schematische Abbildung der 4-Zonen True Moving Bed (TMB) Chromatogra-
phie, adaptiert nach [36].

Als Vorteile der SMB sind zu nennen: Die Reduktion des Pufferverbrauchs sowie die
hohe Produktivitdat und Reinheit [58]. Allerdings wurde die SMB entwickelt, um bindre
Mixturen aufzureinigen. So wurde sie bis in die 1990er hauptsachlich in der Petrochemie
und der Zuckeraufreinigung eingesetzt [56, 58, 59]. Die SMB kommt auch zum Einsatz
in der Trennung von Enantiomeren [60], zum Entsalzen mittels Size Exclusion Chroma-
tography (SEC) [61] oder zur Auftrennung von Proteinen [62, 63, 64, 65]. Im Jahr 2002
wurde von der FDA (Food and Drug Administration, Lebensmitteliiberwachungs- und
Arzneimittelzulassungsbehorde) das Medikament Lexapro (Single Enantiomer Drug)

zugelassen, das mit einer SMB produziert wird [57].

2.2.3 Periodic Counter-Current (PCC) Chromatographie

Bei der Periodic Counter-Current (PCC) Chromatographie wird das Gegenstromprin-
zip durch das Umschalten mehrerer Festbett-Sdulen in periodischen Intervallen simu-
liert. Diese Methode ist wie die SMB eine pseudo-kontinuierliche Aufreinigung [66].
Der erste Multi-Column Prozess wurde in den 1920er Jahren durchgefiihrt (Merry Go-
round Installation, USA). Aber erst um die 1970er Jahre wurden die Grundlagen fiir
die Periodic Counter-Current Bewegung, bei der die Sdulenposition zyklisch geschal-
tet wird, vorgestellt [67]. 2011 patentierte GE Healthcare Bio-Sciences (Schweden) eine
PCC-Anlage [68], die mit 3 oder 4 Sdulen (3C-PCC oder 4C-PCC) betrieben werden

kann und kommerziell erhiltlich ist.

11
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Bei der PCC Chromatographie wird der klassische Ablauf eines Chromatographielaufs
(beladen, waschen, eluieren, regenerieren) mit mehreren Sdulen gleichzeitig und pe-
riodisch durchgefiihrt. Dabei sind die Sdulen seriell und zyklisch verschaltet, um den
Durchbruch einer Sdule und die Waschfraktion auf einer weiteren Sdule aufzufangen.
Bei der PCC werden die Sdulen anstatt bis zur dynamischen Bindungskapazitit wie
in der Batch-Chromatographie bis zur statischen Bindungskapazitit beladen. Dabei
wird die Column Switching Strategie (Kontrollstrategie) angewendet, die in Abbil-
dung 2.6 anhand einer exemplarischen Durchbruchskurve verdeutlicht ist. Pro Saule
werden zwei automatisierte Switching Conditions festgelegt, wobei die erste Bedin-
gung (scl) mit dem anfanglichen Produktdurchbruch zusammenhingt, wahrend die
zweite Bedingung (sc2) mit der Sdulensittigung zusammenfillt. In der Abbildung 2.6
ist die Strategie anhand der UV-Absorptionsdifferenz zwischen dem Feed und dem
Saulenausgang gezeigt. Nicht bindende Verunreinigungen brechen sofort durch, und
das charakteristische Plateau der Verunreinigung wird detektiert. Wenn allméahlich die
Sdule mit dem Produkt gesittigt wird, bricht das Produkt durch, was zu einer Erho-
hung des UV-Signals am Ausgang fiihrt. Ab dem Punkt, an dem ein vorgegebener
Schwellenwert (scl) uiberschritten wird, wird der Durchbruch auf die zweite Séaule
weitergeleitet. Wenn die erste Sdule nahezu mit dem Produkt gesittigt ist und der
zweite vorgegebene Schwellenwert (sc2) erreicht wird, wird die Beladung der ersten
Sdule gestoppt und ausschliefilich die zweite Sdule beladen. Anhand der Switching

Conditions ldsst sich vorher ein definierter Produktverlust kalkulieren [25].

A
Feed UV
== mmmmm==--- AT T mmmmmmm s snaARAT
| .sc2

>| g
DI .s\

c <! " “Product

< v sci breakthrough

& |

<

Impurity baseline

Impurity breakthrough

>

Time

Abbildung 2.6: Column Switching Strategie der PCC, adaptiert nach [25, 33].
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In Abbildung 2.7 ist schematisch ein Zyklus einer 3C-PCC dargestellt. Sdule 1 wird bis
zum Erreichen der ersten Switching Condition (scl) beladen. Dann wird der Durch-
bruch auf Sdule 2 geladen, um Produktverluste zu minimieren. Bei Erreichen der zwei-
ten Switching Condition (sc2) wird die Beladung gestoppt, Sdule 1 gewaschen, eluiert
und regeneriert. In Schritt 4 wird der Durchbruch von Sdule 2 auf Sdule 3 geleitet.
AnschliefSend wird Sdule 2 gewaschen, eluiert und regeneriert. Im sechsten Schritt des
Zyklus wird der Durchbruch nach Erreichen der sc1 auf Sdule 1 geleitet. Ein Zyklus der
PCC ist das Beladen, die Elution und die Regeneration aller drei Sdulen. Der ndchste

Zyklus startet erneut mit Schritt 1.

D D Waschen/ | ! R D :
Feed 1: Feed b EIut|0n i Rege:ranon; : i .
Wasteﬁ Produkt Waste ! 1 Waste
. ol Waschen/ : . Rt
Feed ' : Feed D Elution : : Regeneration |:
Waste Wasteé EProduktd—LlJ EWaste«—Lll :
Waschen/ : : . o
Elut|on i Regenerat|on :
! Produkt | ! Waste +— e

Abbildung 2.7: Schematische Abbildung einer 3C-PCC (3 Sdulen PCC), adaptiert nach [25].

Generell miissen bei der PCC folgende Kriterien beachtet werden:

1. Switching Condition 1 (scl): ist eine prozessspezifische Grofie, die den Produkt-
durchbruch mit einem vordefinierten Verlust angibt.

2. Switching Condition 2 (sc2): ist eine prozessspezifische Grofie, die die festgelegte
Sattigung der Sdule definiert.

3. Sc2 muss so gewdhlt werden, dass es nicht zum Produktdurchbruch auf nachfol-

genden Sdulen kommt [33].
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4. Die Regenerationszeit muss kleiner als die Beladungszeit sein.

5. Die Anzahl der verwendeten Saulen ist prozessspezifisch und abhéngig von der
Durchbruchskurve und dem Desorptionsprozess des Produktes [69].

6. Das verwendete Analysensystem muss die Detektierbarkeit des Produkts ge-
wihrleisten [25].

Die Periodic Counter-Current Chromatographie bietet viele Vorteile gegeniiber der
Batch-Chromatographie. Dennoch sind in Tabelle 2.2 auch bestehende Nachteile auf-
gefiihrt. Die PCC findet vor allem Anwendung bei der Aufreinigung monoklona-
ler Antikorper. Generell konnen aber alle Tragermaterialien, die auch fiir die Batch-
Chromatographie eingesetzt werden, in der PCC genutzt werden, um verschiedene

Aufreinigungsstrategien zu gewéhrleisten.
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2.2.3.1 Membranadsorber

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine PCC-Einheit etabliert werden, die anstatt mit konven-
tionell gepackten Sdulen mit Membranadsorbern betrieben wird. Die Membranchro-
matographie hat sich als vielversprechende Alternative zur konventionellen Saulen-
Chromatographie zur Reinigung biologischer Molekiile entwickelt [79]. Die Anwen-
dungen reichen dabei von Protein-/Peptidaufreinigung, DNA- und Virenentfernung,
Virenaufreinigung bis hin zur Endotoxinabreicherung, wobei mit ca. 45 % die Auf-
reinigung von Proteinen und Peptiden im Fokus steht [80]. Schon Mitte der 1990er
Jahre kamen die ersten membranbasierten Ionenaustauscher auf den Markt [81] und
werden sowohl im Labor- als auch Produktionsmafistab genutzt [82, 83, 84, 85, 86]. Die
FDA hat 2001 einen pharmazeutischen Produktionsprozess zugelassen, in dem Mem-
brananionaustauscher der Firma Sartorius AG (Deutschland) zum Einsatz kommen
[80].

Membranadsorber bieten im Vergleich zu konventionellen Chromatographiemateria-
lien (Beads, Harze oder Gele) einige Vorteile. Durch die Eliminierung der Poren und
Funktionalisierung mit Liganden an der Membranoberflache ist der Massentransport
zu den Bindungsstellen mafsgeblich auf Konvektion zuriickzufithren und nicht auf
Porendiffusion [84]. Dies fiihrt zu einem schnelleren Bindungsverhalten der Mole-
kiile. Deshalb konnen hohere Flussraten genutzt werden, und die Prozesszeit kann
somit reduziert werden. Generell ist die Kapazitdt bei Membranadsorbern unabhan-
gig von der Flussrate und ermdoglicht somit hohere Durchsétze [87], was insbesondere
tiir gering-konzentrierte Produktstrome interessant ist. Des Weiteren weisen Membra-
nadsorber eine hohe mechanische Stabilitdt und eine starke Salz- und pH-Toleranz
auf [88]. Da die Kapazitit abhdangig von der Membranoberflache ist, konnen Prozes-
se einfach vom Labormafsstab in den Produktionsmafistab (Up-Scale) und umgekehrt
(Down-Scale) iibertragen werden [89]. Membranadsorber konnen mit verschiedenen
Liganden funktionalisiert werden, je nach gewiinschter Auftrennungsmethode sind
starke und schwache Ionenaustauschermembranen, Affinititsmembranen (Protein A,
IMAC) und Hydrophobe Interaktionsmembranen (HIC) erhaltlich [81].
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2.3 Verwendete Modellproteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Modellproteine eingesetzt. Die Un-
tersuchung der modifizierten Tiefenfilter wurde mit Candida antarctica lipase B (CalB)
durchgefiihrt. Das bindre Modellsystem aus den Proteinen Bovine Serum Albumin
(BSA) und Lysozym diente der Validierung der PCC-Anlage, um anschlieflend die
erworbenen Kenntnisse auf die reale Trennaufgabe von CalB aus E.-coli-Lysat zu {iber-

tragen.

2.3.1 Candida antarctica lipase B (CalB)

Candida antarctica lipase B (CalB) (EC 3.1.1.3) gehort zu der Familie der Serinhydrolasen
und besteht aus 317 Aminosduren, die zu einem 33 kDa grofien Polypeptid verkniipft
sind. CalB ist ein globuldres Protein (30 A x40 A x50 A) und weist, wie fiir Hydrolasen
typisch, eine a,-Faltung auf (Abbildung 2.8) [90].

Abbildung 2.8: Dreidimensionale Struktur der Candida antarctica lipase B (CalB). Die Sekun-
déarstrukturen (a-Helices und p-Faltbldtter) sind in griin, und die katalytische
Triade (Ser105, Asp187, His224) ist in rot dargestellt [91].

17
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Dieses Faltungsmuster besteht aus sieben g-Faltbladttern, die von zehn a-Helices umge-
ben sind. Die katalytische Triade besteht aus den Aminosduren Serin (Ser105), Aspara-
gin (Asp187) und Histidin (His224). CalB besitzt kein Deckel (Lid), somit ist das aktive
Zentrum frei zugadnglich. Da auflerdem keine Oberflachenaktivierung vorgenommen

werden muss, wird CalB in der Industrie oft verwendet [90].

Weitere vorteilhafte Eigenschaften von CalB sind unter anderem das breite Substrat-
spektrum (Triacylglyceride, Ester, Amide und Thiole), die hohe pH- und Temperatur-
stabilitdt (bis 60 °C) sowie die Aktivitdt in wassrigen und organischen Losemitteln [92].
Der theoretische isoelektrische Punkt (pI) von CalB liegt bei pH 6. Allerdings ist in
Abbildung 2.9 zu sehen, dass CalB in einem breiten Bereich (pH 5 - pH 8) ungeladen
vorliegt. Damit ldsst sich auch die pH-Stabilitat von pH 3 - pH 10 erkldren. Zuriickzu-
fiihren ist das auf die besondere Verteilung der Aminosduren im Enzym. CalB besitzt
im Bereich von pH 5 - pH 8 keine titrierbaren Seitenketten. Deshalb &ndert sich die
Gesamtladung nicht, und die Nettoladung ist null. Dadurch, dass nur ein Histidin im
aktiven Zentrum vorliegt, kommt es zu einer pKa-Verschiebung von pH 6,3 zu pH 8,

und die Lipase CalB wird zusitzlich stabilisiert [93].
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Abbildung 2.9: Verlauf der berechneten Nettoladung von CalB in Abhédngigkeit des pH-Wertes
[91].
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CalB ist eine der meistgenutzten Lipasen der Biokatalyse [94] und eignet sich fiir eine
Vielzahl industriell relevanter Veresterungs- und Umesterungsreaktionen. CalB findet
Anwendung in der Waschmittelindustrie zur Entfernung von Fettflecken oder auch in
der Lebensmittelindustrie zur Entfernung des strengen Aromas aus Schafs- und Ziegen-
milchprodukten [95, 96] und in der Herstellung von L-Menthol oder Fruchtestern [97].
In der pharmazeutischen Industrie wird CalB in der Synthese von 1,3-funktionalisierten
Indan-Derivaten eingesetzt, die als Bestandteil von HIV-1-Proteaseinhibitoren und als

Polyamidderivat fiir die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen dienen [98].

CalB ist kommerziell von verschiedenen Herstellern (c-Lecta GmbH (Deutschland),
Sigma Aldrich (USA), Fermenta Biotech Limited (Indien)) sowohl in reiner Form als
auch als Immobilisat erhéltlich. Die chromatographische Aufreinigung erweist sich
aufgrund des breiten pl-Bereichs als schwierig, sodass bisher keine optimale One-
Step Strategie entwickelt werden konnte. Verschiedene Aufreinigungsstrategien sind in
Tabelle 2.3 zusammengefasst. Hauptsachlich wurde die Trennung anhand der Ladung
(IEX) verwendet. In diesem Fall muss aufSerhalb des pI-Bereiches (< pH 5 und > pH 8)

gearbeitet werden.
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Tabelle 2.3: Ubersicht von publizierten One-Step Aufreinigungsstrategien von CalB

Methode

Details

Nachteile

Quelle

AEX °
o

B-AC °

CEX °

HIC °

Kommerzielle CalB
Bindung bei pH 8,5
Elution mit 1 M NaCl
Aufreinigungsfaktor: 1,38
Wiederfindung: 47,3 %

CalB aus P. pastoris GS115
Bindung bei pH 7
Elution bei pH 3
Reinheit: 91 %
Wiederfindung: 73 %
Ausbeute: 87 %

CalB aus P. pastoris X-33
Bindung bei pH 3
Elution bei pH 5,5
Aufreinigungsfaktor: 1,5
Ausbeute: 53 %

CalB aus E. coli
Bindung bei pH 8

(Hochsalzbedingung)

Elution bis 0 M

Ammoniumacetat

Aufreinigungsfaktor: 1,29
Wiederfindung: 23 %

e Geringe Ausbeute

e Geringe Kapazitat

e Niedriger pH

o Geringe Wiederfindung

[99]

[100]

[93]

[101]

* AEX: Anionenaustauschchromatographie, B-AC: Biomimetische Affinitats-

chromatographie, HIC: Hydrophobe Interaktionschromatographie, CEX: Kationen-

austauschchromatographie

20



2 Theoretische Grundlagen

2.3.2 Lysozym

Lysozym (3.2.1.17) gehort zu den Glykosidasen und ist ein verbreitet vorkommendes
Enzym. Lysozym kommt in Wirbeltieren (Organen, Geweben, Sekreten), aber auch
in Wirbellosen, Bakterien, Bakteriophagen und Pflanzen vor. Das Enzym hat ein Mo-
lekulargewicht von 14,3 kDa und einen pl von pH 11,35. Das Enzym ist stabil bei
hoheren Temperaturen und einem breiten pH-Bereich (pH 6 - pH 9), wobei das Akti-
vitdtsmaximum bei pH 6,2 liegt. Lysozym ist ein bakteriolytisches Enzym und findet
Anwendung beim Zellaufschluss von grampositiven Bakterien, da Lysozym die Pepti-
doglykanschicht hydrolysieren kann [102, 103]. Durch das vielfaltige Wissen {iber das

Enzym Lysozym wird es haufig als Modellprotein eingesetzt.

Abbildung 2.10: Dreidimensionale Struktur von Lysozym (PDB ID: 4YOP) [104].

2.3.3 Bovine Serum Albumin (BSA)

Serum Albumine (SA) gehoren zu der Gruppe der globuldren Proteine und sind ein
Hauptbestandteil des Blutplasmas von Sdugetieren. SA sind multifuntionelle Proteine
mit einer hohen Kapazitidt Liganden (Wasser, Kationen, Fettsduren, Hormone, Pharma-

zeutika uvm.) zu binden [105].
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Das Bovine Serum Albumin (BSA) besteht aus 583 Aminosduren, die iiber 17 Cy-
steinreste quervernetzt sind und ein Molekulargewicht von 66,4 kDa ergeben. Die
Aminosdurekette besteht aus drei homologen, strukturell unterschiedlichen Doménen
(I, II, III), die herzformig angeordnet sind (Abbildung 2.11). BSA hat einen pI von
pH 4,7. Durch den geringen Anteil an den unpolaren Aminoséuren (Isoleucin, Methio-
nin und Tryptophan) sowie an der polaren Aminosdure Glycin und den hohen Anteil
an ionischen Aminosduren wie Glutaminsdure und Lysin hat BSA eine hohe negative
Nettoladung bei einem neutralen pH-Wert [105, 106, 107].

Abbildung 2.11: Dreidimensionale Struktur von BSA (PDB ID: 3V03) [108].

BSA ist gut charakterisiert und wird auch wegen seiner Eigenschaften (gute Loslichkeit
bis 40 g/L , hohe Stabilitidt, Stabilisator fiir labile Enzyme) und der geringen Kosten als

Standardprotein fiir biochemische Anwendungen verwendet [109].

BSA und Lysozym eignen sich aufgrund ihrer stark differenzierenden Merkmale (pI
und Molekulargewicht) ideal als Modellsubstanzen fiir ein einfaches binédres Trenn-
problem. Abbildung 2.12 zeigt die Titrationskurven von BSA und Lysozym sowie die
isoelektrischen Punkte (pI), bei denen Proteine ungeladen vorliegen. Mit Hilfe dieser
Grafik konnen Voriiberlegungen fiir die Methodenentwicklung einer Aufreinigungs-

strategie getroffen werden.
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Abbildung 2.12: Titrationskurve von BSA und Lysozym, adaptiert nach [110].



3 Untersuchung von modifizierten
Tiefenfiltern zur Enzymaufreinigung

In diesem Kapitel werden konventionelle Tiefenfilter beschichtet und hinsichtlich ihres
Potenzials zur spezifischen Bindung von Enzymen untersucht, sodass sie iiber ihre
Klarungsfunktion hinaus fiir die chromatographische Aufreinigung verwendet wer-
den konnen. Nach der erfolgten Bindung des Enzyms sollen katalytische Umsetzungen
durchgefiihrt werden. Die verschiedenen Filter unterscheiden sich aufgrund ihrer Po-
lyelektrolytbeschichtung, die mit der Layer-by-Layer-Technologie aufgebracht wurde.
Dabei wird die beste Beschichtung hinsichtlich der Bindungskapazitdt des Modellen-
zyms CalB und der Enzymaktivitdt (Umsatzverhalten) bestimmt. Untersucht werden
verschiedene Konditionen wie Temperatur, pH-Wert und Ionenstidrke des Puffersys-
tems. Des Weiteren werden die Langzeitstabilitédt bei verschiedenen Lagerbedingungen
sowie das Verhalten bei mehrfachen Umsetzungsreaktionen evaluiert. Aufierdem wird
die Haltbarkeit der Tragermaterialien untersucht. Nach Bestimmung der optimalen
Beschichtung wird das Modellprotein CalB aus E.-coli-Lysat aufgereinigt, um seinen

praktischen Einsatz im Bereich der Produktisolierung zu testen.
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3 Untersuchung von modifizierten Tiefenfiltern zur Enzymaufreinigung

3.1 Verwendung von modifizierten
Tiefenfilterschichten

Konventionelle, zellulosebasierte Tiefenfilterscheiben mit einem Durchmesser von
142 mm und einer Fliche von ca. 160 cm? wurden von der Sartorius Stedim Biotech
GmbH (Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Weitere Spezifikationen der verwende-
ten Tiefenfilter (Typ D) sind 0,4 ym nominale Abscheiderate, eine Dicke von 3,9 mm,
49 % w/w Gehalt an Filterhilfsmittel und mittlerer Wasserdurchfluss von 60 L/m?/min
bei Ap 100 kPa. Die BET-Oberflache (Brunauer-Emmett-Teller) betrdgt 454,9 m?.

Die Oberfliache des Standard-Tiefenfilters Typ D wurde von Surflay Nanotec GmbH
(Deutschland) mit der Layer-by-Layer-Technologie modifiziert, die auf der Aufbrin-
gung von Polyelektrolyt-Multilayern auf geladenen Oberflidchen basiert. Die verschie-
denen Beschichtungen sowie deren Eigenschaften sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt [11].
Die Wechselwirkungen zwischen der Lipase CalB und den Filtern kénnen entweder auf
kovalenter Bindung oder Physisorption und/oder ionischen Wechselwirkungen basie-
ren, ausgehend von der gewéhlten Beschichtung. An Tiefenfilter, die mit Polyethylen-
imin (PEI), Polyallylamin-Hydrochlorid (PAH) oder Poly(Natrium-4-styrolsulfonat)
(PSS) beschichtet wurden, kann CalB aufgrund von Physisorption und/oder ionischen
Wechselwirkungen binden. Des Weiteren wurden mit PEI- oder PAH-beschichtete Tra-
ger mit Glutaraldehyd aktiviert. Es ist bekannt, dass durch diese Vernetzung die mecha-
nische und thermische Stabilitdt von Enzymen verbessert wird. An diese beschichteten
Tiefenfilter kann CalB kovalent binden. Nach der Modifikation der Tiefenfilter wurden
Stanzlinge mit einem Durchmesser von 25 mm mit einer Oberfliche von 490 mm? und
einer BET-Oberfliche von 13,93 m? vorbereitet. Die Stanzlinge wurden fiir Applikati-

onstests und Screenings im analytischen Mafistab verwendet.
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Tabelle 3.1: Ubersicht der Eigenschaften der verschiedenen modifizierten Tiefenfilter [11]

Beschichtung Polyelektrolytmenge Oberflichen- Interaktion
[mg/g Filter] ladung

PEI 18,6 kationisch Physisorption,
ionisch

PAH 9,6 kationisch Physisorption,
ionisch

PSS 17,2 anionisch Physisorption,
ionisch

PAH/PSS 9,6/22,3 anionisch Physisorption,
ionisch

PAH/PSS/PAH 9,6/22,3/11,3 kationisch Physisorption,
ionisch

PEI/PSS/PEI 18,6/32,1/17,3 kationisch Physisorption,
ionisch

PEI aktiviert mit - kationisch kovalent

Glutaraldehyd

PAH aktiviert mit - kationisch kovalent

Glutaraldehyd

PEI: Polyethylenimin, PAH: Polyallylamin-Hydrochlorid, PSS: Poly(Natrium-
-4-styrolsulfonat)

In Abbildung 3.1 ist eine konfokale Fluoreszenzaufnahme sowie die dazugehorige
Transmissionsaufnahme gezeigt. Das fluoreszierende, kationische PEI bindet an den
Standard-Tiefenfilter Typ D, sowohl an die Oberfldache der Zellulosefasern als auch an

die kleinen Teilchen des Filterhilfsmittels Kieselgur.
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“

¥,

40x g 5693V~ Zdon)

Abbildung 3.1: (a) Konfokale Fluoreszenzaufnahme von fluoreszierendem Polyethylenimin.
Das PEI ist an die Komponenten (Kieselgur und Zellulose) des Standardfilters
Typ D gebunden. Die groflen Fasern stellen die Zellulose dar, und die kleinen
Teilchen sind Kieselgur. (b) Identisches Bild wie (a) als Transmissionsaufnahme.
Die Bilder (a und b) wurden mit einem Zoom von 40 x aufgenommen und haben
eine Grofse von 250 x 250 ym [11].

Um die verschiedenen Beschichtungen zu testen, wurden die Filter in einen speziell an-
gefertigten Halter gespannt und im Durchfluss mit der Enzymldsung durchstromt. Der
Aufbau, bestehend aus einer Mischkammer, einer Peristaltikpumpe, dem Halter mit
Tiefenfilter und einer UV/Vis-Messkammer, ist in Abbildung 3.2 gezeigt. Die Messkam-
mer, bestehend aus einer Durchfluss-Quarzglaskiivette (1 cm Schichtdicke) und einem
Cary 50 UV-Visible Spectrophotometer von Variant (USA) wurde genutzt, um die Ab-
reicherung des Enzyms aus der Losung bei einer Wellenldnge von 280 nm Online zu
verfolgen. Um ein weiteres Beurteilungskriterium bei der Bewertung der Beschichtun-
gen zu haben, wurde nach erfolgter Absorption, ein para-Nitrophenolacetat (p-NPA)
Aktivitatsassay durchgefiihrt (vgl. Anhang B.1.1). Dafiir wurde der gleiche Aufbau
verwendet, allerdings mit einer Durchfluss-Quarzglaskiivette mit 0,1 cm Schichtdicke,

und das entstehende Produkt der Reaktion wurde bei 405 nm vermessen.
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Abbildung 3.2: Schema des Versuchsaufbaus zur Durchstromung der Tiefenfilter mit UV/Vis-
Messstelle zur Verfolgung der Proteinkonzentration sowie des Aktivitdtsnach-
weises von CalB [11].

3.2 Aufreinigung der Candida antarctica lipase B mit
Tiefenfiltern

Fiir die nachfolgenden Versuche wurde lyophilisierte rekombinante Lipase B (Han-
delsname CalB lyo, 5.000 U/g) von c-Lecta GmbH (Deutschland) verwendet. Die Lipase
aus C. antarctica wurde durch mikrobielle Fermentation mit Pichia pastoris hergestellt.
Standardproteinldsungen mit einer CalB-Konzentration von 0,83 mg/mL wurden in
dem gewiinschten Puffersystem hergestellt. Die Tiefenfilter wurden zundchst in dem
zu testenden Puffer equilibriert. Anschlieflend wurden die Filter in die Halter einge-
spannt und mit 20 mL der Standardproteinlosung mit einer Flussrate von 0,81 mL/min
durchstromt, bis keine Absorptionsanderung mehr detektierbar war. Wahrenddessen
wurden in regelméfligen Abstanden Offline-Proben fiir die Gesamtproteinbestimmung
nach Bradford gesammelt (vgl. Anhang B.2.3). Der Aktivititsnachweis der gebunden

Lipase wurde ebenfalls im dynamischen System fiir 15 min durchgefiihrt.

28
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3.2.1 Einfluss verschiedener Immobilisierungskonditionen

Zur Bewertung der verschiedenen Beschichtungen wurden die Filter mit Standardpro-
teinlosung durchstromt. Die Pufferbedingungen variierten hinsichtlich der Eigenschaf-
ten der beschichteten Tiefenfilter. Fiir die kationisch beschichteten Tiefenfilter wurde
20 mM MES-Puffer mit pH 7 und fiir die anionische Beschichtung 20 mM Acetatpuffer
mit pH 4 verwendet. Die kovalente Bindung der CalB an die Glutaraldehyd-aktivierten
Trager wurde mit 20 mM Tris bei pH 8 durchgefiihrt. Die Auswahl der Puffersysteme
erfolgte hinsichtlich der genannten pI-Region von CalB. Wenn pl > pH, ist CalB ne-
gativ geladen und kann an kationische Oberfldchen binden. Wenn pl < pH, dann ist
CalB positiv geladen und kann an anionische Oberflichen binden. Wegen des breiten
isoelektrischen Bereichs weicht der gewéhlte pH-Wert mehr als 1 pH-Einheit zum pl
von CalB ab.

Die Bindungskapazitidt von CalB bei den verschiedenen Filtertypen ist in Abbildung 3.3
dargestellt. Die Kapazitat (berechnet auf Basis der BET-Oberfldache) variiert zwischen
0,35 - 1,00 mg/m?, wobei mit den anionischen Beschichtungen (PSS und PAH/PSS) die
besten Ergebnisse erzielt wurden. Das schwéchste Bindungsverhalten wurde auf dem
nicht beschichteten Standardfilter Typ D und durch Physisorption und ionische Wech-
selwirkungen auf kationischen Oberflachen erhalten. Ebenfalls in Abbildung 3.3 ist die
spezifische Aktivitdt in Units pro Gramm gebundenes Enzym angegeben. Die hochste
Aktivitat weist die PAH/PSS-Beschichtung mit 122,82 + 8,37 U/g gebundenes Enzym
auf. Fiir die weiteren Versuche wurden Tiefenfilter mit einer PAH/PSS-Beschichtung
verwendet, da mit dieser Beschichtung sowohl die hochste Bindungskapazitit als auch

die hochste Aktivitit erzielt werden kann.

Ein Zusammenhang zwischen der Menge an beschichtetem Polyelektrolyt und der
Menge an gebundenem Enzym kann nicht beschrieben werden. Die berechnete Fla-
chenbedeckung auf Basis der BET-Oberfldche variiert zwischen 0,1 - 0,34 % und basiert
auf dem Langmuir-Absorptionsmodell. Daher kann erwartet werden, dass CalB in ei-
ner einzigen Schicht und nicht in Multilayern bindet. Eine Diffusionsbeschrankung des

Enzymsubstrats kann daher ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.3: Vergleich des unbeschichteten Tiefenfilters Typ D mit verschiedenen
Polyelektrolyt-beschichteten Filtern anhand der Bindungskapazitit und der
spezifischen Aktivitat [11].

Der Einfluss der Ionenstirke bei der Bindung von CalB an den anionischen PAH/PSS-
beschichteten Tiefenfilter wurde untersucht. Dafiir wurde Acetatpuffer mit pH 4 mit
tiinf verschiedenen Ionenstarken zwischen 10 mM und 200 mM als Bindungsputffer ver-
wendet. Die Ionenstdrke soll eine ausreichende Pufferkapazitiat gewéhrleisten, um eine
Prazipitation von CalB zu verhindern. In Abbildung 3.4 sind die Bindungskapazitiaten
und die Aktivitdten dargestellt. Bis zu einer Molaritdt von 100 mM sind kaum ersicht-
liche Unterschiede in der Kapazitdt zu erkennen. Bei hoheren Molaritdten (200 mM)
nimmt die Bindungskapazitit drastisch ab (ca. 30 %). Beziiglich der spezifischen Ak-
tivitit wurden die besten Ergebnisse bei einer Ionenstirke von 20 mM erzielt. Eine
Erhohung der Ionenstdrke fiihrt zu einer Abnahme der Aktivitat um fast 50 %. Zusam-

menfassend fiihrt eine niedrige Ionenstarke von 20 mM zu der hochsten Kapazitat und
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spezifischen Aktivitdt. Schon Bastitida et. al. zeigte, dass die Adsorption von Lipasen
bei geringen Ionenstdrken ein gangbarer Weg zur Aufreinigung der meisten Lipasen
ist [111].

1,25 150
[ Kapazitat
[ Axtivitat |
1,00 — — 120
€
>
N
(0
= 0,75 -90 _
= e g2
25 3
g £ X c
Y = < S
0,50 — — 60 3
(o]
Ry
2
0,25 — 30
0,00 Lo
10 mM 20 mM 50 mM 100 mM 200 mM
lonenstarke

Abbildung 3.4: Einfluss der Ionenstéarke (10 mM - 200 mM) auf die Bindungskapazitidt und die
spezifische Aktivitat [11].

3.2.2 Langzeitstabilitat bei verschiedenen Lagerbedingungen

Nach erfolgter Beladung von CalB auf PAH/PSS-beschichtete Tiefenfilter wurden die
Filter in 20 mM Acetatpuffer mit pH 4 bei 4 °C oder Raumtemperatur (RT) gelagert.
Zusitzlich wurden Filter nach erfolgter Beladung bei 30 °C fiir 24 h getrocknet und
dann bei Raumtemperatur gelagert. Die Beladungskapazitit betrug bei allen Filtern
0,95 mg/m?. Die Enzymaktivitit wurde 1 Tag, 3 Tage, 1 Woche und 4 Wochen nach
Beladung/Trocknung mit dem p-NPA Assay analysiert. Dariiber hinaus wurden die
Lagerlosungen auf den Gesamtproteingehalt mittels Bradford-Assay untersucht, um

desorbierende Proteine zu detektieren.
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Die Ergebnisse in Abbildung 3.5 zeigen, dass die spezifische Aktivitat signifikant klei-
ner ist, wenn die Filter getrocknet werden. Uber die Zeitspanne von 4 Wochen ist der
Aktivitdtsverlust am geringsten, wenn die Filter in Puffer bei 4 °C gelagert werden.
Die Halbwertszeit ist die Zeit, nachdem die Hailfte der anfanglichen Enzymaktivitat
verloren geht. Sie wurde auf Grundlage der Daten iiber einen Zeitraum von 28 Tagen

berechnet:
e Lagerung in Puffer (4 °C): 108 Tage
e Lagerung in Puffer (RT): 39 Tage
e Lagerung nach Trocknung: 50 Tage

Leaching-Effekte desorbierender Proteine konnten mittels Bradford-Assay nicht detek-

tiert werden.
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Abbildung 3.5: Vergleich der spezifischen Aktivitit iiber 28 Tage nach Lagerung der beladenen
Tiefenfilter in Puffer bei 4 °C, bei Raumtemperatur (RT) oder nach Trocknung
[11].
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Des Weiteren wurde die Mehrfachverwendbarkeit von beladenen Filtern mittels Ak-
tivitatsbestimmung erprobt. Hierbei wurde untersucht, ob wiederholte Reaktionen
zu einem Aktivitdtsverlust fithren. Die Beladungskapazitit betrug bei allen Filtern
0,95 mg/m?. In Abbildung 3.6 ist zu sehen, dass es zu einer Abnahme der Aktivi-
tat um 39,5 % bei 3-facher Verwendung kommt. Bei 4-facher Verwendung geht nach

Berechnung 50 % der Anfangsaktivitit verloren.
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Abbildung 3.6: Auswirkung von Mehrfachverwendbarkeit der Tiefenfilter auf die spezifische
Aktivitat.

3.2.3 Haltbarkeit von Tragermaterialien

Da die beschichteten Filter, mit denen eine kovalente Bindung zur CalB erzielt werden
kann, nur eine begrenzte Haltbarkeit aufweisen, wurden neu gefertigte und bereits
ein Jahr alte Tiefenfilter miteinander verglichen. Die Beladung erfolgte mit 20 mM
MES Puffer bei pH 8. Als Qualitdtsmerkmal wurde die Bindungskapazitit sowie die
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spezifische Aktivitdt ermittelt, die in Abbildung 3.7 dargestellt sind. Sowohl die PEI-
beschichteten und mit Glutaraldehyd-aktivierten als auch die PAH-beschichteten und
mit Glutaraldehyd-aktivierten Tiefenfilter konnen nach einem Jahr deutlich weniger
CalB binden. So kommt es zu Kapazitdtsverlusten von 10,87 % bei den aktivierten
PAH- und zu 20 % bei den aktivierten PEI-Filtern. Auch die spezifische Aktivitat ist
bei den neu produzierten Filtern hoher. Dabei fillt auf, dass mit 8,37 % Aktivitatsver-
lust die aktivierte PAH-Beschichtung robuster ist als die aktivierte PEI-Beschichtung
(42,32 %).
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Abbildung 3.7: Alterung der mit Glutaraldehyd-aktivierten Polyelektrolytbeschichtungen und
der Einfluss auf die Bindungskapazitdt und die spezifische Aktivitat.
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3.3 Aufreinigung von CalB aus E.-coli-Lysat

Nach den Versuchen mit der Standardproteinlosung wurden die Tiefenfilter, die in der
Regel zur Klarung von Zellkulturbriihe gedacht sind, eingesetzt, um CalB direkt aus

E.-coli-Lysat zu binden (Direct Capture).

Jeweils 20 mL Kulturbriihe wurde die gleiche Menge CalB zugefiigt, wie bei den Ver-
suchen mit Puffer (¢ = 0,83 mg/mL), da die Proteinexpression in E. coli kein 16sliches
Protein, sondern hauptsachlich Inclusion Bodies lieferte. Vor jedem Bindungsversuch
wurde die optische Dichte (OD) bestimmt. Die Bindungsbedingung der Losungen lag
bei pH 4, damit CalB an die PAH/PSS-beschichteten Tiefenfilter binden kann. Die Er-
gebnisse in Abbildung 3.8 zeigen die Bindungskapazitiat sowie die spezifische Aktivitat
der aufgeschlossenen Kulturbriihe (*) und des zellfreien Uberstandes. Die Bindungska-
pazitit schwankt um einen Mittelwert von 0,82 mg/m?. Im Vergleich zur Bindungska-
pazitdt mit Standardprotein ist diese um etwa 15 % niedriger. Das Direct Capture war
erfolgreich bei einem niedrigen Gehalt an Biomasse (ODgy = 2). Mit Erhohung der Bio-
massekonzentration wurden die Filter wihrend der Immobilisierung verblockt, und
es konnte keine Aktivitditsmessung durchgefiihrt werden. Die Gesamtproteinbestim-
mung der gesammelten Offline-Proben zeigten, dass kein Protein an die modifizierten

Tiefenfilter binden konnte.

Vergleicht man die ermittelten Werte der spezifischen Aktivitit des zellfreien Uber-
stands, kann festgestellt werden, dass die Aktivitdt mit steigender Biomassekonzen-
tration sinkt. Denn mit steigender Biomassekonzentration steigt gleichermafien die
Konzentration an Wirtsproteinen (Host Cell Proteins, HCP), die mit der CalB um die
Bindungsstellen an den Tiefenfiltern konkurrieren. Die hochste Aktivitdt konnte bei

einer durchschnittlichen Biomassekonzentration (ODgy = 5) erreicht werden.
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Abbildung 3.8: Vergleich der Bindungskapazitit und der spezifischen Aktivitat von CalB aus
aufgeschlossenem Zelllysat (*) und zellfreiem Uberstand. Die optische Dichte
(OD) wurde vor dem Ultraschall-Zellaufschluss bestimmt [11].

3.4 Fazit

Die innovative Kombination unterschiedlicher Polyelektrolytbeschichtungen (PEI, PAH,
PSS, Glutaraldehyd), die mittels Layer-by-Layer-Technologie auf Tiefenfilter aufge-
bracht wurden, bietet eine neue Applikation der Enzymaufreinigung. Besonders fiir
industriell relevante Enzyme ist die Bindung an Tiefenfilter und die damit entstan-
dene Moglichkeit, katalytische Reaktionen im Durchfluss durchzufiihren, interessant.
Die verschieden beschichteten Tiefenfilter wurden anhand der Fahigkeit, Candida an-
tarctica lipase B zu binden, und der daraus resultierenden spezifischen Aktivitat der
Lipase, charakterisiert. Die anionischen PAH/PSS-beschichteten Tiefenfilter konnten,
bei einer niedrigen Ionenstirke von 20 mM Acetatpuffer mit pH 4, die meiste CalB

mit der daraus resultierenden hochsten Aktivitit binden. Die Ionenstirke der Puffer-
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systeme hatte nur bei hoheren Molaritdten (200 mM) einen negativen Einfluss auf die
Bindungskapazitdt. Die PAH/PSS-beschichteten Tiefenfilter wurden hinsichtlich der
Langzeitstabilitdt bei verschiedenen Lagerbedingungen untersucht. Dabei fiihrt die
Lagerung in Puffer bei 4 °C zur geringsten Abnahme der spezifischen Aktivitit. Die
Halbwertszeit dieser Lagermethode liegt bei 108 Tagen. Trusek-Holownia und Nowo-
ryta zeigten, dass Lipasen aus C. antarctica, die an/in Membranen gebunden sind, eine
Halbwertszeit zwischen 15 Stunden und 10 Tagen, abhédngig von den verwendeten
Membranen (Polyamid, Polypropylen, Zellulose), haben. Die hochste Halbwertszeit
konnte mit Polypropylen-Membranen und die niedrigste mit Zellulose-Membranen
erreicht werden [112]. Mit der PAH/PSS-Beschichtung konnte im Vergleich dazu ei-
ne 10,8-fach langere Halbwertszeit erreicht werden. Des Weiteren wurde die Mehr-
fachverwendbarkeit von beladenen Tiefenfiltern untersucht. Nach 4-fachem Gebrauch
ist die spezifische Aktivitit um 50 % gesunken. Die Lipase wird durch die Bindung
an die Tiefenfilter stabilisiert und kann durch die Bindung an eine Matrix mehrfach
genutzt werden. Dariiber hinaus kénnen Synthesen durch die Entfernung des Bioka-
talysators ziigig gestoppt werden. Das verhindert, dass das Hauptprodukt mit dem
Enzym kontaminiert wird. Das Direct Capture, das Binden von CalB aus zellfreiem
Uberstand, konnte erfolgreich mit PAH/PSS-beschichteten Tiefenfiltern durchgefiihrt
werden. Diese Technik ist eine zeitsparende und giinstige Methode, produzierte Enzy-
me fiir katalytische Umsetzungen schnell aufzureinigen und gleichzeitig die Vorteile
der Bindung an einen Trager zu nutzen. Die Haltbarkeit von Tragermaterialien wurde
bei den Glutaraldehyd-aktivierten Tiefenfiltern untersucht. Dabei wurden neue Filter
mit einem Jahr alte Filter verglichen. Wie vermutet, weisen diese Filtertypen nur ei-
ne begrenzte Haltbarkeit auf. Die Bindungskapazitidt und die Enzymaktivitdt nahmen
drastisch ab. Die aktivierte PAH-Beschichtung ist mit ca. 10 % Kapazitits- und ca. 9 %
Aktivitatsverlust die robustere Beschichtung. Aufgrund der Vielfalt der beschichteten
Tiefenfilter ist ein breiter Einsatz fiir die industrielle Nutzung moglich. Die Kosten- und
Zeitersparnis durch die Lipase-Isolation macht diese Anwendung fiir grofitechnische

Biokatalysen und biotechnologische Anwendungen interessant [113].
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4 Periodic Counter-Current
Chromatographie

In diesem Kapitel wird die Etablierung einer Periodic Counter-Current Chromato-
graphie beschrieben. Die PCC soll einen konventionellen Einsatz der Chromatogra-
phie durch periodische Verwendung seriell, zyklisch angeordneter Membranadsorber-
Einheiten ermoglichen. Anstelle von konventionellen, partikelbasierten Chromatogra-
phiesdulen werden in dieser Anlage Membranadsorber genutzt. Die verfahrenstech-
nische Installation der einzelnen Komponenten und die damit zusammenhdngende
Automatisierung werden erldutert. Die Anlage wird charakterisiert und eine grundle-
gende Testung und Validierung anhand der Trennung von BSA und Lysozym durch-
gefiihrt. Danach wird die PCC-Anlage fiir die Trennung von dem Enzym CalB aus

E.-coli-Lysat verwendet.

4.1 Etablierung einer PCC-Einheit

4.1.1 State of the Art

Das Unternehmen GE Healthcare Bio-Sciences (Schweden) meldete am 8. Mai 2011 ein
Patent (US 7,901,581 B2) an, das eine semi-kontinuierliche chromatographische Metho-
deist, welche auf der SMB beruht [68]. Die Erfinder M. Bryntesson, M. Hall und K. Lacki
stellen ein Verfahren vor, in dem mindestens drei in Reihe geschaltete Adsorbentien
fiir das Binden der Zielkomponente genutzt werden. Diese Periodic Counter-Current

Chromatographie, wurde bereits in Kapitel 2.2.3 vorgestellt. GE Healthcare bietet ein
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kommerziell erhéltliches System, die Akta pcc fiir kontinuierliche Chromatographie,
an. Das im Labormafstab betriebene System auf Plattform der Akta avant kann je nach
Konfiguration mit 3 Sdulen (3C-PCC) oder 4 Sdaulen (4C-PCC) betrieben werden. Das
Akta pcc System kann mit Flussraten bis zu 75 mL/min betrieben werden und bietet
fiir jede Sdule UV-Detektoren (280 nm Festwellenldnge) an. Aufierdem werden der
Druck, die Konduktivitdt und der pH-Wert detektiert. Auch fiir den Produktionsmafi-
stab bietet GE Healthcare geeignete Systeme an. Die Prozesssteuerung wird mit der

Systemsteuerungssoftware Unicorn durchgefiihrt.

Die Vorteile, ein eigenes PCC-System aufzubauen, sind primér die Kosteneinsparun-
gen. Das im Folgenden erlduterte Set-up kostet 10 % des kommerziellen Systems. Des
Weiteren kann auf Komponenten verzichtet werden, die fiir die Fragestellung irrele-
vant sind, wie die pH-Wert- und Konduktivitidtsdetektion. Andere Komponenten, wie
die Spektrometer und die Lichtquelle, konnen UV/Vis-Bereiche scannen und nicht nur
bei einer Festwellenldnge messen. Das in dieser Arbeit aufgebaute System mit 3 Sdulen
ist handlich und somit portabel und kann aufierdem einfach modifiziert werden, z. B.
tiir den Gebrauch von 4 Sdulen. Da die aufgebaute PCC-Einheit nicht fiir kommerzielle

Zwecke eingesetzt wird, steht diese nicht in Konflikt mit dem oben genannten Patent.

4.1.2 Planung und Aufbau der Versuchsanlage

In Abbildung 4.1 ist die Verschaltung der PCC-Anlage gezeigt, um das Konzept einer
PCC-Einheit zu realisieren. Links sind die Reservoirs des Feeds und der Puffer (A1 und
B1), die iiber die Pumpe (P1) ins System eingespeist werden. Uber die Mischkammer
konnen die Puffer gemischt werden, um beispielsweise verschiedene Elutionsprofile zu
realisieren. Die Ventile ermoglichen die Umsetzung des Prinzips der PCC. Die Ventile E1
bis E6 werden fiir die Phasen Equilibrierung, Waschen und Elution genutzt, die direkt
zum Fraktionssammler fithren. Die Ventile F1 bis F8 sind fiir die Beladung mit dem
Feedstrom zustandig. Lediglich die Ventile M1 bis M7 kommen wahrend des Prozesses
sowohl in Kontakt mit dem Feed als auch mit den Puffern. Dieser komplexe Aufbau
erlaubt einerseits die Beladung eines einzelnen Membranadsorbers, andererseits auch
die Beladung der Membranadsorber in Reihe. Die Ventile F7 und F8 ermdglichen hierbei

den zyklischen Betrieb, der Grundlage der Periodic Counter-Current Chromatographie.
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Der Aufbau besteht aus drei Membranadsorbern mit je einem nachfolgendem UV/Vis-

Detektor, die mafsgeblich fiir die Umschaltbedingungen der Ventile verantwortlich
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Abbildung 4.1: Schaltplan der PCC-Anlage.
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Abbildung 4.2 zeigt ein Foto der PCC-Anlage, bestehend aus einer peristaltischen Mehr-
kanalpumpe mit vier Kanilen von Ismatec (Deutschland). Die Kanile kénnen separat
angesteuert werden, um den Feed, den Laufpuffer (A1) und den Elutionspuffer (B1)
zu fordern. Die maximale Pumprate ist abhdngig vom verwendeten Pumpschlauch. In
dieser Konfiguration werden Pumpschlduche mit einem Innendurchmesser (iD) von
1,22 mm verwendet, die eine maximale Pumprate von 8,6 mL/min ermoglichen. Die
Pumprate, die maximal pro Kanal mit diesem Pumpentyp erreicht werden kann, ist
35 mL/min. In der Mischkammer von Hitachi (Japan) konnen die Puffer fiir die Elution
gemischt werden. In der Mitte der Abbildung sind in einem Gestell die 21 3-Wege-
Magnetventile von The Lee Company (USA) verbaut sowie drei Membranadsorber
Sartobind® von Sartorius (Deutschland), die anstelle von gepackten Sdulen verwendet
werden. Die verwendeten Membranadsorber bestehen aus 15 gewickelten Schichten
mit einer Gesamtfldche von je 75 cm? und einem Totvolumen von 2,1 mL. In der Mitte
der Abbildung befinden sich drei Durchfluss-Quarzglaskiivetten von Hellma Analy-
tics (Deutschland) mit einer Schichtdicke von 10 mm, die zur UV-Messung dienen.
Die Schichtdicke ist dazu geeignet, niedrigkonzentrierte Proteinldsungen bis zu einer
Absorption von 1,5 rel. Absorptionseinheiten (AU) bei einer Wellenldnge von 280 nm
zu messen (Lambert-Beer’sches Gesetz). Neben den Durchflusskiivetten befinden sich

drei Spektrometer sowie die Deuterium-/Halogenlichtquelle, mit der Wellenldngen von

230 nm - 2.500 nm erzeugt werden kénnen.

Pumpe
Mischkammer
Membranadsorber
Ventile
Durchflusskivetten

UV-Spektrometer

Fraktionssammler

00 N O B WN P

Lichtquelle

Abbildung 4.2: Konfiguration der PCC-Anlage mit Peristaltikpumpe, Mischkammer,
Durchfluss-Quarzglaskiivetten, Membranadsober, 3-Wege-Ventile, UV-
Spektrometer, Deuterium/Halogen-Lichtquelle und Fraktionssammler.
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Der Aufbau der Lichtquelle mit den Lichtleitern und den Spektrometern ist in Ab-
bildung 4.3 gezeigt. Die STS-UV Spektrometer von Ocean Optics (USA) decken den
Messbereich von 190-650 nm ab. Das Gerit bietet neben einer kompakten Bauweise
(40 x 42 x 24 mm) den Vorteil, dass es einfach und schnell zu verwenden ist (Plug
and Play). Des Weiteren sind die Messungen thermisch {iber einen weiten Tempera-
turbereich stabil. Bei den folgenden Versuchen werden die aromatischen Seitenketten
(Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin) von Proteinen bei 280 nm detektiert, weshalb nur
die Deuteriumlampe als Lichtquelle verwendet wird. Der Fraktionssammler von Bio-
Rad (USA) ermoglicht das Sammeln von Proben bis zu einem Volumen von je 5 mL.
Die Pumpe, die Ventile, die Spektrometer und der Fraktionssammler werden {iiber ein
Steuerprogramm bedient (vgl. Kapitel 4.1.3).

Peak detection
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74-UV-MP fiber
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,i":'i"_‘w?_ ‘ fiber, OCF-  (installed in CUV-
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‘q ler |

> |

le3 |

Abbildung 4.3: Aufbau der UV/Vis Detektion mit den Lichtleitern, den drei Spektrometern und
der Lichtquelle von Ocean Optics.

Single fiber,
QP400-2-5R-BX

In Tabelle 4.1 sind die verwendeten Bauteile, die Anzahl bzw. Lange sowie das Totvolu-
men aufgefiihrt. Das Gesamttotvolumen der PCC betragt 22 mL. Das Totvolumen von
der UV-Messung in den Durchflusskiivetten bis zum Fraktionssammler betrégt fiir alle
drei Messstellen 3 mL, wodurch die Beprobung durch den Fraktionssammler verein-
facht wird. Diese Verzogerung von der UV-Messung bis zur Fraktionierung wurde in

dem Steuerprogramm hinterlegt.
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4.1.3 Automatisierung der Anlage

Die Kommunikation der verschiedenen Teile der Anlage erfolgt iiber ein TCP/IP-
Netzwerk und Modbus-Protokolle. Dabei besteht der zentrale Bestandteil der Kom-
munikation aus zwei Modbus-Servern. Der eine Modbus-Server ist fiir die Ansteue-
rung der Spektrometer zustindig und lauft auf einem Raspberry Pi Computer. Der
zweite Modbus-Server {ibernimmt die Ventilansteuerung und die Steuerung des Frak-
tionssammlers und lduft auf dem Feldbuskoppler. Die gesamte Kommunikation der
Programme bzw. der Gerite wird iiber das python™-Skript (Client) geregelt, welches
auf dem Linux Mini Computer ODROID C1+ lduft. In Tabelle 4.2 sind die einzelnen

Komponenten und deren Beschreibung aufgelistet.

Tabelle 4.2: Bauteileliste der Steuereinheit

Komponente Beschreibung Hersteller
Raspberry Pi 2 Model B Linux Mini Computer/ Raspberry Pi Foundation
Einplatinencomputer

Feldbuskoppler 750-352  Ansteuerung der IO-Module WAGO

16 Kanal DO 750-1504 16 Kanal Ausgangsmodul WAGO

8/8 Kanal DO/DI 750-1506 8 Kanal Ausgang/ WAGO
8 Kanal Eingangsmodul
ODROID C1+ Linux Mini Computer/ Hardkernel
Einplatinencomputer
MDR-60-24 Stromversorgung 24 V Mean Well
MDR-10-5 Stromversorgung 5 V Mean Well
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Mithilfe der Programmiersprache python™ wurde ein Steuer-Skript (vgl. Anhang C.1)
geschrieben, das auf dem Linux Rechner lduft. In diesem Skript sind die einzelnen
Komponenten (Ventile, Pumpe, Spektrometer und Fraktionssammler) eingebunden,
um diese fiir den automatisierten Betrieb anzusteuern. Die ausgelesenen Messwerte
rechnet das Programm in die Absorption um. Neben dem Hauptskript gibt es ein
Skript, das den grundsétzlichen Ablauf des Prinzips der PCC steuert. Das Skript ist in
verschiedene Blocke unterteilt, die parallel oder in Abhédngigkeit voneinander ablau-
fen. In der Programmstruktur werden zunéchst die verschiedenen Phasen (Beladung,
Waschen, Elution und Regeneration) definiert. Dabei werden die bendtigten Ventilein-
stellungen und die Pumpraten der einzelnen Kanile festgelegt. Diese Phasen werden
dann so kombiniert, dass ein automatisierter kontinuierlicher Ablauf der Aufreinigung
gewdhrleistet ist. Des Weiteren werden auch die Switching Conditions (sc1 und sc2)
festgelegt, die als Kriterium dienen, in die ndchste Phase zu gelangen. Diese Switching
Conditions beruhen dabei auf der UV-Messung der Spektrometer bei 280 nm und den

tibermittelten Daten.
Grundsétzlich besteht dieser Ablauf aus folgenden Phasen:

0. Initialisierung aller Komponenten: alle Gerdte werden zuriickgesetzt und neu

gestartet
e Beladung Membranadsorber 1 (MA1) bis sclpmai
e Beladung MA1 und MAZ2 bis sc2ya;

Beladung MA2 bis sclya, + Waschen und Elution von MA1
Beladung MA2 und MA3 bis sc2y1a2 + Elution und Equilibrierung von MA1
Beladung MA3 bis sclyiaz + Waschen und Elution von MA2
Beladung MA3 und MA1 bis sc2y1a3 + Elution und Equilibrierung von MA2
Beladung M A1 bis sclya; + Waschen und Elution von MA3
Beladung MA1 und MA2 bis sc2y1a1 + Elution und Equilibrierung von MA3

AL T o e

Die Phase 0 wird nur zu Beginn ausgefiihrt. Wenn Phase 6 durchlaufen wurde, ist ein

Zyklus beendet, und der nidchste Zyklus wird in Phase 1 gestartet.
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Die Visualisierung der Anlage wurde mit Hilfe der Software ProfiLab-Expert 4.0 von
Abacom (Deutschland) erstellt. So konnen die Hardwaregerate (Pumpe, Spektrometer,
Ventile) iiber eine Bedienoberfliche manuell gesteuert werden. Die Signale werden

dabei simultan erfasst, verarbeitet und ausgegeben.

In Abbildung 4.4 ist die Bedienoberfliche (Anlagenbild), sowohl fiir die manuelle
Schaltung der Ventile als auch der Zustandsanzeige im automatisierten Betrieb, ge-
zeigt. Wenn die Ventile geschaltet sind (Symbol leuchtet griin), ist das Ventil in der
Stellung n.c. (normally closed). Wenn das Symbol grau ist, ist das Ventil in der Stellung

n.o. (normally opened); dies sind die beiden moglichen Ventilstellungen der 3-Wege-
Ventile.
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Abbildung 4.4: Manuelle Bedienoberfliche zur Schaltung der Ventile, erstellt mit ProfiLab-
Expert 4.0.

Die Bedienoberfldche der Spektrometer, die in diesem Fall bei 280 nm messen, ist in

Abbildung 4.5 gezeigt. Oben werden die gesetzte Integrationszeit sowie ein Zihler
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der einzelnen Messungen gezeigt. Darunter sind die drei Spektrometer aufgefiihrt.
Da die verwendeten Spektrometer auch bei Dunkelheit ein Sensorsignal (Rauschen)
ausgeben, muss dieser Wert von den Messwerten subtrahiert werden. Dafiir muss
einmalig vor Messbeginn fiir jedes Spektrometer der Dark-Button geklickt werden.
Des Weiteren kann tiber diese Oberfldache eine Referenz mit Wasser oder Puffer (Blank)
gesetzt werden. Darunter werden die aktuellen Absorptionsmesswerte gezeigt, die
mithilfe des ProfiSignal Programms in eine Messdatenbank aufgenommen werden.
Die Messwerte werden dabei sowohl in eine Tabelle geschrieben als auch graphisch
zur online-Verfolgung dargestellt. Die Messdaten konnen nach erfolgten Versuchen

ausgelesen und analysiert werden.
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Abbildung 4.5: Manuelle Bedienoberfliche zum Festlegen des Dark- und des Referenzwertes,
erstellt mit ProfiLab-Expert 4.0.

4.1.4 Charakterisierung der PCC

Um das Prinzip der PCC erfolgreich durchfiihren zu kénnen, muss die Detektierbarkeit
der Standardproteine mit dem Messsystem gewdhrleistet sein. Dazu miissen zunéchst
die Integrationszeit sowie die Nachweis- und Bestimmungsgrenze der Spektrometer
bestimmt werden. So kann sichergestellt werden, dass im linearen Bereich des Detektors

gemessen wird, um eine Ubersteuerung zu vermeiden.
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4.1.4.1 Bestimmung der Integrationszeit

Die Integrationszeiten der STS-UV Spektrometer konnen zwischen 10 us - 10 s variiert
werden. Die Integrationszeit bestimmt, wie schnell die Spektren auf Absorptionsén-
derungen reagieren konnen. Je kleiner die Integrationszeit, desto schneller kénnen
Anderungen erfasst werden, aber desto geringer ist auch die Messgenauigkeit. Das
hat verrauschte Spektren zur Folge. Bei lingeren Integrationszeiten konnen hinge-
hen kleine Schwankungen der Absorption nicht erfasst werden. Das fiihrt zu weniger
Rauschen und Messausreifiern. Um die optimale Integrationszeit zu bestimmen, wird
das Standardprotein BSA in einem Konzentrationsbereich von 0 bis 10 g/L variiert.
Die Integrationszeiten werden im Bereich von 50 ms - 400 ms fiir die verschiedenen
Proteinkonzentrationen untersucht. Die Messergebnisse sind in Abbildung 4.6 darge-
stellt. Der lineare Messbereich der UV-Messung bei 280 nm endet bei 2,5 g/L BSA. Die

Messpunkte der verschiedenen Integrationszeiten variieren um maximal 8 %.

A280
[AU]

f T T
0 2 4 6 8 10

BSA-Konzentration [g/L]

Abbildung 4.6: Untersuchung unterschiedlicher Integrationszeiten von 50 - 400 ms bei der Mes-
sung verschiedener BSA-Konzentrationen bei einer Wellenldnge von 280 nm
[114].
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Bei Betrachtung des linearen Bereichs (vgl. Abbildung 4.7) und insbesondere des nied-
rig konzentrierten Bereichs liefert die Integrationszeit von 200 ms die hochste Sensitivi-
tat. Die niedrigsten Konzentrationen (0,0625 g/L und 0,125 g/L) kénnen mit den anderen
Integrationszeiten nicht richtig abgebildet werden, sodass fiir weitere Versuche 200 ms
Integrationszeit gewdhlt wurde, da diese Zeit die beste Auflosung und Empfindlichkeit

auch im gering konzentrierten Bereich liefert.
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Abbildung 4.7: Darstellung des linearen Messbereichs der verschiedenen Integrationszeiten
sowie Zoom des niedrig konzentrierten Proteingehalts [114].

4.1.4.2 Ermittlung der Nachweis- und Bestimmungsgrenze

In den Qualitatsrichtlinien der ICH (International Council for Harmonisation of Tech-
nical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) wird die Validierung von
analytischen Verfahren beschrieben. Die Nachweisgrenze (LOD: limit of detection)
und die Bestimmungsgrenze (LOQ: limit of quantification) konnen anhand der Kali-
brationsgeraden bestimmt werden. In Abbildung 4.8 sind die Kalibrationsgeraden fiir

alle drei Spektrometer fiir die Proteine BSA, Lysozym und CalB gezeigt.
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Abbildung 4.8: Kalibrationsgeraden aller drei Spektrometer fiir die Standardproteine BSA, Ly-
sozym und CalB. Anhand des linearen Bereichs werden die Nachweis- und
Bestimmungsgrenzen berechnet [114].

Aus den Messungen im linearen Bereich konnen die Qualitdtsmerkmale LOD und LOQ

berechnet werden, die in Tabelle 4.3 zusammengefasst sind.

3,3 - Standardabweichung der niedrigsten Konzentration

LOD = (4.1)

Steigung der Kalibrationsgeraden

10 - Standardabweichung der niedrigsten Konzentration

LOQ = (4.2)

Steigung der Kalibrationsgeraden

Tabelle 4.3: Nachweisgrenze (LOD) und Bestimmungsgrenze (LOQ) der Standardproteine BSA,
Lysozym und CalB fiir die UV-Messung bei 280 nm mit den STS-UV Spektrometern
der PCC-Anlage

BSA Lysozym  CalB
Grenze

[g/L] [g/L] [g/L]
LOD 0,101 0,012 0,047
LOQ 0,305 0,035 0,143
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4.1.5 Fazit

In diesem Abschnitt wurde die verfahrenstechnische Installation der 3C-PCC-Anlage
mit Membranadsorbern beschrieben. Die Kommunikation der einzelnen Komponen-
ten der Anlage (Ventile, Spektrometer, Pumpe und Fraktionssammler) lduft {iber ein
Modbus-Server. Mit einem python™-Skript kénnen diese Komponenten gesteuert wer-
den. Fiir den automatisierten Ablauf des Prinzips der PCC wurde ein gesondertes
python™-Skript geschrieben, das die einzelnen Phasen der Aufreinigung steuert. Mit
Hilfe der Software ProfiLab Expert wurde eine Bedienoberfldche fiir den manuellen
Betrieb erstellt.

Nach erfolgter Inbetriebnahme der Anlage wurde die optimale Integrationszeit der
Spektrometer bei einer Wellenldnge von 280 nm bestimmt. Die hochste Sensitivitédt bei
der Messung verschiedener BSA-Konzentrationen (0,0625 g/L - 10 g/L) konnte mit ei-
ner Integrationszeit von 200 ms erzielt werden. Bei Betrachtung der Kalibrationskurven
der drei Standardproteine BSA, Lysozym und CalB konnten die linearen Messberei-
che definiert werden. Anhand des linearen Messbereichs konnte fiir alle Proteine die

Nachweis- und Bestimmungsgrenze berechnet werden.
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4.2 Validierung der PCC-Einheit fur die Trennung von
BSA und Lysozym

In diesem Abschnitt wird die Validierung mit Hilfe der Trennung einer BSA-Lysozym-
Mischung gezeigt. Beide Proteine sind kommerziell erhéltlich und durch ihre Eigen-
schaften (vgl. Kapitel 2.3) eignen sie sich fiir erste Versuche an der PCC-Anlage. Bei
dem bindren Gemisch stellt BSA das Produkt und Lysozym die Verunreinigung dar.
Zunéchst wird auf die Methodenentwicklung eingegangen und anschlieflend die Uber-

tragung der Aufreinigungsstrategie auf die PCC-Anlage beschrieben.

4.2.1 Methodenentwicklung zur Trennung von BSA und Lysozym

Mithilfe der Titrationskurven von BSA und Lysozym, die in Abbildung 2.12 (vgl. Ka-
pitel 2.3.3) gezeigt sind, wurden erste Voriiberlegungen fiir die Methodenentwicklung
getroffen. Um eine Trennung beider Proteine zu gewihrleisten, sollten sie unterschied-
liche Nettoladungen aufweisen. Als pH-Wert des Puffersystems wurde pH 7 gewdhlt,
sodass BSA negativ geladen ist und an einen Anionenaustauscher binden kann und
Lysozym positiv geladen ist und an einen Kationenaustauscher binden kann. Fiir die
folgenden Versuche wurde ein starker Anionenaustauscher (Sartobind® Q 75) mit quar-
terndren Ammoniumliganden gewéhlt, sodass BSA bindet und Lysozym durchbricht,
um das Prinzip der PCC mit der aufgebauten Anlage zu testen. Folgende Bedingungen

wurden fiir die Versuche verwendet:

AEX-Membranadsorber Sartobind® Q MA75

Flussrate: 5 mL/min

Bindungspuffer: 20 mM Phosphat-Puffer mit pH 7,0

Elutionspuffer: 20 mM Phosphat-Puffer mit pH 7,0 und 1 M NaCl
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4.2.1.1 Bindungsexperiment

Mit dem FPLC System Akta pure 25 L von GE Healthcare (Schweden) wurde eine
geeignete Aufreinigungsmethode entwickelt. In Abbildung 4.9 ist das Chromatogramm
der Bindungsexperimente sowie die dazugehorige SDS-PAGE dargestellt. Mit diesem
Bindungsversuch wurde gezeigt, dass die Theorie mit der Praxis tibereinstimmt und
BSA an den Membranadsorber bindet. Lysozym stellt die Verunreinigung dar und
bindet aufgrund der positiven Gesamtladung nicht. Die Konzentrationen der beiden
Proteine wurden fiir dieses Experiment so gewdhlt, dass die Verunreinigung hoher
konzentriert vorliegt als das Produkt. Es wurden 1 g/L BSA und 4,8 g/L Lysozym in
20 mM Phosphat-Puffer mit pH 7,0 verwendet. Die Methode wurde zweimal mit jeweils

5 mL Probenvolumen durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit zu tiberpriifen.

Wihrend der Probenaufgabe bricht Protein durch, das nicht an den Membranadsorber
bindet. Die SDS-PAGE (vgl. Anhang B.2.1) zeigt, dass es sich hierbei um Lysozym
(Bande bei 14 kDa) handelt und nicht um das Zielprotein BSA. Erst wahrend der Elution
mit steigendem Salzgradienten wird bei ca. 0,3 M NaCl das Zielprotein BSA in einem
Peak mit einer kleinen Schulter (Tailing) eluiert und ist in der SDS-PAGE bei 66 kDA
sichtbar. Neben den Banden der eingesetzten Proteine sind weitere Banden sichtbar, die

aufgrund des technischen Reinheitsgrades der verwendeten Proteine erkladrbar sind.
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Abbildung 4.9: Links ist das Chromatogramm der Bindungsexperimente dargestellt. Die Pro-
benaufgabe betrug jeweils 5 mL mit 1 g/L BSA und 4,8 g/L Lysozym in 20 mM
Phosphat-Puffer mit pH 7,0 an Sartobind® Q. Rechts ist das Gel der SDS-PAGE
mit Coomassie-Farbung gezeigt. Die Probenaufgabe betrug: 5 uL Unstained
Protein Molecular Weight Marker (ThermoFisher Scientific) und jeweils 10 uL
der Nullprobe (0), des Durchbruchs (003A1) und des Peaks (003A4 - 003B1)
[114].

Geringe Unterschiede der Chromatographieldufe sind lediglich in der Elution zu er-
kennen, die mithilfe der Analytik nicht weiter bestatigt werden konnten. Die Wieder-
findung liegt bei 94 %. Somit konnte gezeigt werden, dass mit einem AEX-Membran-
adsorber die Auftrennung von BSA und Lysozym erfolgreich ist (Proof of Concept),
sodass im folgenden Abschnitt die benétigten Durchbruchkurven zur Ermittlung der

Switching Conditions fiir die PCC aufgezeichnet werden konnen.

4.2.1.2 Kapazitatsbestimmung

Um die maximale Bindungskapazitdt des Membranadsorbers Sartobind® Q MA75
(Membranfliche: 75 cm?) fiir BSA zu bestimmen, wurde eine Durchbruchskurve an
der Akta pure aufgenommen. Die Probenaufgabe der BSA-Losung (c = 4,9 g/L) wurde
solange durchgefiihrt, bis das UV-Signal einen konstanten Endwert (UV,,.«) erreichte.
Die Konzentration am Ausgang entspricht dann der Konzentration am Eingang der

Saule.
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In Abbildung 4.10 ist die Durchbruchskurve von BSA gezeigt. Nach Erreichen von
90 % Durchbruch steigt das Signal langsam an, bis schliefSlich UV ., erreicht wird.
Durch die Bauweise des Membranadsorbers mit dem engen Ein- und Auslass wird
die Proteinlosung ungleichméfiig verteilt, wodurch diese Zeitverzogerung zustande
kommen kann. Die dynamische Bindungskapazitit bei 10 % des Durchbruchs (DByj)
betragt 54,2 mg pro Membranadsorber und die statische Bindungskapazitat (maximale

Kapazitit) 73,5 mg pro Membranadsorber.

1,0 e e e
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0,6
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[-]
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Abbildung 4.10: Normierte Durchbruchskurve von 4,9 g/L. BSA an Sartobind® Q bei einer
Flussrate von 5 mL/min [114].

4.2.1.3 Bestimmung der Doppeldurchbruchskurve

Die Doppeldurchbruchskurve wird an der PCC-Anlage und nicht mithilfe der Akta
pure bestimmt. Da die Schichtdicken der UV-Messzellen sich um den Faktor 5 (PCC:
10 mm und Akta: 2 mm) unterscheiden, miissen die Proteinkonzentrationen angepasst
werden. Des Weiteren miissen auch die linearen Messbereiche der einzelnen Proteine
berticksichtigt werden (vgl. Abbildung 4.8).
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Die Proteinlosung mit 1 g/L BSA und 0,25 g/L Lysozym wird auf die Membranadsorber
der PCC-Anlage appliziert. Die Steuerung der Komponenten erfolgt fiir die Aufnahme
der Durchbruchskurve manuell. In Abbildung 4.11 ist der Doppeldurchbruch zu sehen.
Zundchst bricht die Verunreinigung Lysozym durch, und mit steigender Sattigung
der Bindungsstellen des Membranadsorbers mit Zielprotein bricht BSA durch. Zur
Bestimmung von UV, wird die Proteinlosung direkt in die Messkiivette injiziert;
diese betrdgt 1,098 AU.

1,24

0,9
AUV

0,6

Az&o
[AU]
1
1
1
|
C

Lysozym

0,3+

0,0 T T T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20

Prozesszeit [min]

Abbildung 4.11: Chromatogramm der Doppeldurchbruchskurve von 1 g/L BSA und 0,25 g/L
Lysozym bei 5 mL/min an Sartobind® Q zur Bestimmung der Switching Con-
ditions [114].

Anhand der aufgenommenen Doppeldurchbruchskurve wird fiir UViyso,ym ein Wert
von 0,581 AU ermittelt. Die Differenz AUV zwischen UV, und UViysym betrdgt
0,517 AU. Mithilfe von AUV werden die Switching Conditions (scl und sc2) berech-
net:

sc1=0,1-AUV + UV ysozym = 0,1-0,517 AU + 0,581 AU = 0,630 AU (4.3)

sc2=0,7- AUV + UViysozym = 0,7 - 0,517 AU + 0,581 AU = 0,940 AU (4.4)
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In Anlehnung an Warikoo et. al. entspricht Switching Condition 1 (sc1l) dem DBy
(dynamische Bindungskapazitit bei 10 %) und Switching Condition 2 (sc2) 70 % der
dynamischen Bindungskapazitat[25].

4.2.2 Transfer auf die PCC-Anlage

Nachdem die Aufreinigungsmethode entwickelt und die Switching Conditions be-
stimmt wurden, muss der automatisierte Ablaufplan mit der Software python™ pro-
grammiert werden. In dem Programm werden zunéchst die Switching Conditions
tibertragen. Die Pumpe und der Fraktionssammler werden initialisiert. Die Programm-
struktur ist in Phasen unterteilt, welche Beladung, Waschen, Gradientenelution und
Regeneration definieren. Die Definition enthélt dabei die benétigten Ventileinstellun-
gen, die Nutzung der Kanile der Pumpe sowie die Pumpraten. Die definierten Phasen
werden dann so kombiniert, dass das Prinzip der PCC erfiillt wird. Als Kriterium, um in
die nachste Phase zu gelangen, dient der von den Spektrometern tibermittelte Wert fiir
die UV-Messung bei 280 nm (sc1 und sc2). Das python™-Skript fiir die Aufreinigung
istim Anhang C.2 hinterlegt.

In Tabelle 4.4 ist der Ablauf fiir die Trennung von BSA und Lysozym zusammenge-
fasst. Dabei sind das Beladen eines Membranadsorbers und das Waschen, die Elution
und die Regeneration des ndchsten Membranadsorbers zeitlich synchronisiert. Um die
zweiphasige Beladung auf die drei Phasen Waschen, Elution und Regeneration anzu-
passen, werden die Pumpraten variiert. Wahrend der Beladung wird mit 5 mL/min
und wéahrend des Waschens, der Elution und der Regeneration mit 8,6 mL/min ge-
pumpt. Des Weiteren werden auch Pausenzeiten eingefiigt, die auf die Trennaufgabe
zugeschnitten sind. Ein Zyklus ist definiert als Beladung, Elution und Regeneration

aller drei Membranadsorber und dauert 46 min.
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Tabelle 4.4: Ablauf der Phasen fiir die automatisierte Aufreinigung von BSA und Lysozym mit
der PCC-Anlage

Beladung Waschen, Elution, Dauer
Regeneration
Waschen MA3
MA1 bis scl
Elution MA3
MAT1 bis sc2 )
Regeneration MA3
Waschen MA1
MAZ2 bis scl _ )
Elution MA1 46 min
MAZ2 bis sc2 _
Regeneration MA1
Waschen MA2
MA3 bis scl
Elution MA2
MA3 bis sc2 .
Regeneration MA2

Dieser Ablauf wurde zunéchst auf Fehler getestet, um dann im Langzeitbetrieb au-
tomatisiert die Aufreinigung von BSA und Lysozym durchzufiihren. Fiir das Lang-
zeitexperiment wurden 1,7 L der Proteinlosung (cgsa = 1 g/L und cpyso,ym = 0,25 g/L)
eingesetzt. Zusédtzlich wurden 2,5 L Bindungs- und Elutionspuffer benétigt. In 5,5 h
wurden tiber 7 Zyklen 1,44 g BSA aufgereinigt.

In Abbildung 4.12 sind die sieben Zyklen des Langzeitversuchs sowie der erste Zy-
klus als Vergrofierung dargestellt. Im ersten Zyklus unterscheiden sich die Durch-
bruchskurven der Membranadsorber hinsichtlich der UV-Messdaten des Plateaus der
Verunreinigungen. Dieser Unterschied kann durch unterschiedliches Equilibrieren der
Membranadsorber zustande kommen. Ab dem zweiten Zyklus liegt die Differenz im
Rahmen der Abweichung der Spektrometer von 4 %. Da der lineare Bereich von BSA
nur bis 1,25 rel. AU geht, kann tiber die unterschiedlichen Hohen der Elutionspeaks
kein Riickschluss auf die Proteinkonzentration getroffen werden. Der Versuch musste
nach 7 Zyklen abgebrochen werden, da das Erreichen von sc2 zum Produktdurchbruch

auf den nachfolgendem Membranadsorber fiihrte (vgl. Kapitel 2.2.3).
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Abbildung 4.12: Links ist das Chromatogramm des ersten Zyklus vergrofiert dargestellt. Rechts
ist das Chromatogramm des PCC-Langzeitversuch mit 7 Zyklen zur Aufreini-
gung von BSA gezeigt. Aufreinigung von 1,7 L Proteinlosung aus 1 g/L BSA
und 0,25 g/L Lysozym in 5,5 h. Feed-Volumenstrom: 2,5 mL/min, Puffer A und
B: 8,6 mL/min [114].

Exemplarisch wurden die Zyklen 1 und 6 mittels Bradford-Assay und SDS-PAGE analy-
siert. Hierfiir wurden die Proben von dem Waschschritt und dem Elutionspeak vereint.
In Abbildung 4.13 ist das mit Coomassie gefdarbte Gel gezeigt. In den Elutionsproben
aller Membranadsorber beider Zyklen sind klare Banden bei der Grofse von BSA zu
erkennen. Aufgrund des technischen Reinheitsgrades sind auch noch weitere Verunrei-
nigungen zu sehen, die bei den gleichen Bedingungen eluieren wie das BSA. Lysozym
ist zu keiner Zeit des Prozesses in den Elutionsfraktionen detektierbar. Wahrend des
Waschens wird die verbleibende Feed-Losung (Gemisch aus BSA und Lysozym) aus
dem Membranadsorber gespiilt, sodass in den Waschfraktionen Banden beider Pro-
teine detektiert werden. Im Waschschritt geht somit Produkt verloren. Diesen Verlust
konnte man durch einen sogenannten Interconnected Wash verhindern. Dabei wird die
Waschfraktion auf einen Membranadsorber geleitet, und das Produkt kann an die frei-
en Bindungsstellen binden. Das hitte allerdings Umbaumafinahmen der PCC-Anlage

zur Folge.
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Abbildung 4.13: Gel der SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung zum Langzeitversuch mit BSA
und Lysozym. Dargestellt sind Zyklus 1 und Zyklus 6 im Vergleich. W: Wasch-
schritt, P: Elution von BSA, MA: Membranadsorber. Auftrag von 5 uL der
0 Probe und Elution, 10 uL der Waschschritte und 3 uL Unstained Protein
Molecular Weight Marker (ThermoFisher Scientific) [114].

Die Ergebnisse der Proteinanalytik nach Bradford sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst.
Beim ersten Zyklus unterscheiden sich die Konzentrationen der Peaks um ca. 30 %. Die-
se Abweichung tritt auf, da die Beladungszeiten der Membranadsorber, aufgrund der
unterschiedlichen UV-Werte der Durchbruchskurven von Lyoszym, unterschiedlich
lang sind. Das UV-Signal des dritten Membranadsorbers ist nach oben verschoben.
Somit wird sc2 schneller erreicht, und weniger BSA kann binden. Auch in Zyklus 6 tre-
ten Abweichungen von 15 % auf, die zum einen von den Abweichungen der einzelnen
Spektrometer (Unterschied von 4 %) und zum anderen von der Messungenauigkeit der
Proteinanalytik hervorgerufen werden. Der Standardfehler der Analytik setzt sich aus
der Standardabweichung der Steigung und des y-Achsenabschnitts der Kalibrationsge-
raden zusammen und betragt 20 %. Obwohl Schwankungen der Proteinkonzentration

wihrend der Elution auftreten, geht kein Produkt verloren.
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Tabelle 4.5: Gesamtproteinbestimmung nach Bradford der gesammelten fraktionierten Proben
vom Waschen und der Elution. Vergleichend dargestellt Zyklus 1 und Zyklus 6

Probe Gesamtproteinkonzentration
[g/L]
0 2,87

W MA2 1,58
Zyklus 1

P MA2 14,73

W MA3 1,49

P MA3 12,61

W MA1 1,38

Zyklus 6

Diese Aufreinigungsmethode liefert eine Wiederfindung von 85 % mit einem Aufkon-
zentrierungsfaktor der vereinten Proben von 12,6 - 17,6. Die Ausbeute betrdgt 1,44 g
und kann durch die Ergdnzung des Interconnected Wash auf 1,5 g maximiert werden.
Aufgrund der Switching Condition 1 bei 10 % kommt es zu einem Produktverlust
von 0,2 g, der durch Verdndern der Switching Condition ebenfalls minimiert werden

kann.

Die Abbildung 4.14 zeigt die Uberlagerung der Durchbruchskurven der Zyklen 1 und
6. Der Fokus liegt dabei auf dem Produktdurchbruch von BSA, da anhand dieser Kurve
Aussagen tiber die Kapazitit der einzelnen Membranadsorber getroffen werden kon-
nen. Nach Herstellerangaben kann der verwendete Membranadsorber Sartobind® Q
75 bis zu 100 Mal beladen werden und sollte dann mit 1 M NaOH regeneriert wer-
den. Insgesamt konnen bis zu 1.000 Aufreinigungszyklen durchgefiihrt werden. Dabei
ist davon auszugehen, dass sich diese Angabe auf den Batch-Betrieb bezieht. Durch
das PCC-Prinzip wird in den Versuchen mindestens die 7-fache Menge an Produkt

aufgetragen, wodurch die Leistung schneller abnimmt.
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Abbildung 4.14: Uberlagerung der Durchbruchskurven der einzelnen Membranadsorber von
Zyklus 1 und Zyklus 6 [114].

In Zyklus 6 wird mehr Zeit bendtigt, um die ndchste Switching Condition (sc2) zu
erreichen. Das ist ein Anzeichen dafiir, dass die Leistung der Membranadsorber abge-
nommen hat. Die Regeneration mit 1 M NaCl ist demnach nicht ausreichend, um stark
gebundene Molekiile zu entfernen. Um die Anzahl der Zyklen zu verldngern, sollten
ein Cleaning in Place (CIP) Vorgang mit 1 M NaOH zwischen jeweils drei Zyklen bei

der Aufreinigung von BSA eingebaut werden.

4.2.3 Fazit

In diesem Abschnitt wurde die PCC-Anlage anhand einer einfachen Trennaufgabe von
BSA und Lysozym getestet. Die Methodenentwicklung wurde an dem FPLC-System
Akta pure 25 L durchgefiihrt. Dabei bindet BSA bei pH 7 an den AEX-Membranadsorber
Sartobind® Q 75, wihrend Lysozym als Verunreinigung durchbricht. Mittels eines Salz-
gradienten bis 1 M NaCl eluiert das Zielprotein und resultiert in einer Wiederfindung

von 99 %.

Anhand der Durchbruchskurve von BSA konnte eine dynamische Bindungskapazitit

von 54,2 mg und eine statische Bindungskapazitdt von 73,5 mg ermittelt werden.
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Nachdem die Methode etabliert wurde, konnte diese erfolgreich auf die PCC tibertra-
gen werden. Dazu musste die Konzentration der eingesetzten Proteine angepasst wer-
den, da die UV-Durchflusskiivetten der FPLC und der PCC unterschiedliche Schicht-
dicken besitzen. Damit wurde sichergestellt, dass die Switching Conditions wéahrend
des Betriebs detektiert werden konnten. In dem Langzeitversuch konnten 1,7 L Feed-
Losung (cgsa = 1 g/L, Crysozym = 0,25 g/L) innerhalb von 5,5 Stunden aufgereinigt wer-
den. Die Methode liefert eine Wiederfindung von 85 %. Die Verluste an Zielprotein
kommen aufgrund der festgelegten Switching Condition (sc1) sowie des Verlusts der
Feed-Losung wahrend des Waschens zustande. Mit einem Interconnected Wash, dem
Transfer der Waschfraktion auf einen freien Membranadsorber, konnte dieser Verlust
minimiert werden. Des Weiteren konnen die Switching Conditions variabel an das
jeweilige Trennproblem angepasst werden, sodass mit einem fritheren Umschalten
weniger Zielprodukt verloren ginge. Wahrend des Langzeitlaufs konnte beobachtet
werden, dass die Leistung mit der Zeit abnimmt. Mit einem CIP-Schritt (z.B mit 1 M
NaOH) im Abstand von jeweils drei Zyklen kéonnten die Membranadsorber besser

regeneriert werden.

Die in diesem Kapitel erlangten Erkenntnisse werden genutzt, um die Aufreinigung
von Candida antarctica lipase B (CalB) aus E.-coli-Lysat mit der PCC-Anlage umzuset-

zen.
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4.3 Aufreinigung von CalB mit der PCC-Einheit

Nachdem die Auftrennung eines bindren Gemischs (BSA und Lysozym) erfolgreich mit
der PCC-Anlage durchgefiihrt wurde, wird in diesem Abschnitt auf eine reale Trenn-
aufgabe eingegangen. Hierfiir wurde die industriell relevante Candida antarctica lipase
B aus E.-coli-Lysat aufgereinigt. DNA und HCP stellen somit die Verunreinigungen
dar, die mit der CalB um Bindungsstellen konkurrieren konnen. In der Literatur sind
verschiedene Aufreinigungsmethoden beschrieben (vgl. Tabelle 2.3), die aber Nachteile
hinsichtlich der Kapazitdt oder der Wiederfindung haben. Die Kationenaustauschchro-
matographie erweist sich aufgrund des breiten pI-Bereichs der CalB (vgl. Abbildung
2.9) als schwierig, da die CalB nur bei niedrigem pH-Wert (pH < 5) binden kann.
Deshalb soll in dieser Arbeit eine zuverldssige Aufreinigung mit einer Anionenaus-
tauschermembran Sartobind® Q 75 entwickelt werden. Fiir die Methodenentwicklung
wurden zundchst kommerzielle CalB und anschlieflend Lysat mit hinzugefiigter CalB
verwendet. Zuletzt wurde die entwickelte Methode fiir die Aufreinigung von CalB aus

Lysat auf die PCC-Anlage tibertragen und im Langzeitbetrieb durchgefiihrt.

4.3.1 Methodenentwicklung

Um die Bindung an die AEX-Membran zu gewdéhrleisten, muss CalB eine negative
Nettoladung tragen. Des Weiteren muss die Aktivitdt der CalB bei der Wahl des Puf-
fersystems berticksichtigt werden. CalB weist bis pH 10 eine hohe Aktivitit auf, sodass

folgende Bedingungen fiir die Versuche verwendet wurden:

AEX-Membranadsorber Sartobind® Q MA75

Flussrate: 5 mL/min

Bindungspuffer: 20 mM Tris-HCl mit pH 8,5

Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCl mit pH 8,5 und 1 M NaCl
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4.3.1.1 Bindungsexperimente

Im Lysat enthaltene DNA, die negativ geladen ist, bindet auch den Membranadsorber,
kann aber mit 1 M Salz vom Membranadsorber eluiert werden, was bei der Uber-
tragung auf die PCC beriicksichtigt werden muss. Mit dem FPLC-System Akta pure
25 L von GE Healthcare (Schweden) wurde eine geeignete Aufreinigungsmethode ent-
wickelt. In Abbildung 4.15 sind das Chromatogramm der Bindungsexperimente mit
kommerzieller CalB von c-Lecta GmbH (Deutschland) sowie das dazugehorige Gel der
SDS-PAGE gezeigt. Die aufgegebene Menge CalB (0,75 mg) wurde so gewdhlt, dass die
gesamte Proteinmenge an den Membranadsorber bindet. Die Elution erfolgte mit ei-
nem linearen Gradienten (bis 1 M NaCl), die in einem hohen Peak (Fraktionen 1B5 und
1B6) mit breitem Tailing (Fraktionen 1B7 bis 1C4) resultierte. CalB eluierte bei ca. 0,2 M
Ionenstdrke des Elutionspuffers. In dem silbergefarbten Gel weisen die Fraktionen 1B5
bis 1B8 eine Bande der Grofie von CalB auf. Die Fraktionen ab 1B10 enthalten kein
Zielprotein mehr und sind Verunreinigungen, die aufgrund des technischen Reinheits-
grades von CalB zu erklédren sind. Die resultierende Wiederfindung der Methode liegt
bei 63 %.
Cond B Ago
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Abbildung 4.15: Links ist das Chromatogramm des Bindungsversuchs dargestellt. Die Proben-
aufgabe betrug 5 mL mit 0,15 g/L CalB in 20 mM Tris-HCl mit pH 8,5 an
Sartobind® Q. Rechts ist das Gel der SDS-PAGE mit Silberfiarbung gezeigt.
Die Probenaufgabe betrug: 10 uL Probe und 5 uL Unstained Protein Molecular
Weight Marker (ThermoFisher Scientific) [114].
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Da sichergestellt wurde, dass CalB unter den oben verwendeten Bedingungen an den
Membranadsorber bindet, wurde im ndchsten Experiment versucht, die Elution von
CalB in einem scharfen Peak zu gewdhrleisten. Dafiir wurde eine Stufenelution bei
0,2M, 0,5M und 1 M NaCl (20 %, 50 % und 100 % des Elutionspuffers) durchgefiihrt.
In Abbildung 4.16 sind das Chromatogramm der angepassten Methode mit Stufenelu-
tion sowie das dazugehorige Gel gezeigt. Zur weiteren Beurteilung wurden auch eine

Gesamtproteinanalytik sowie ein Aktivitdtsassay durchgefiihrt.

Cond B Azso
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Abbildung 4.16: Links ist das Chromatogramm der Stufenelution (20, 50, 100 % Elutionspuffer)
abgebildet. Die Probenaufgabe betrug 5 mL mit 0,3 g/L CalB in 20 mM Tris-HCl
mitpH8§,5an Sartobind® Q. Rechtsist das Gel der SDS-PAGE mit Silberfarbung
dargestellt. Die Probenaufgabe betrug: 10 uL Probe und 5 uL Unstained Protein
Molecular Weight Marker (ThermoFisher Scientific) [114].

Die Elutionsstufe bei 0,2 M Ionenstirke fithrt zu einem scharfen Peak mit hoher Akti-
vitdt. Die letzte Fraktion des Elutionspeaks (1B6) weist eine geringere Menge an CalB
auf. Bei der zweiten Elutionsstufe bei 0,5 M NaCl (50 % des Elutionspuffers) eluieren
lediglich Verunreinigungen, die keine Aktivitit aufweisen. Bei der letzten Elutionsstu-
fe mit 1 M Ionenstdrke (100 % des Elutionspuffers) werden kaum Proteine detektiert;
dennoch ist die Elution bei 1 M NaCl fiir spatere Experimente mit Lysat wichtig, um

DNA und stark bindende Wirtsproteine zu eluieren.
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Die Methode liefert eine Wiederfindung von 99,99 %, und die in der kommerziellen
CalB enthaltenden Verunreinigungen konnten erfolgreich separiert werden. Die Akti-

vitdt im Peak liegt um 20 % hoher als in der Nullprobe.

Anschlieflend wurde diese Methode fiir die Aufreinigung von CalB aus E.-coli-Lysat
getestet. Daftir wurden 150 g/L Biofeuchtmasse (BFM) einer E. coli Rosetta 2 (DE3)
pLysS Kultur mit Ultraschall (vgl. Anhang B.4.4) aufgeschlossen und anschlieflend
die Zelltriimmer abzentrifugiert und das Lysat filtriert. Dann wurden 0,3 g/L CalB
hinzugeftigt. In Abbildung 4.17 sind das Chromatogramm und das dazugehorige Gel
der SDS-PAGE dargestellt.

Cond B Aso
[mS/em] [%] [AU]
100 1,0

Waschen Stufenelution

80+ 038

<

Probenaufgabe

T

60

40

1
1
1
1
1
1
1
1
1
:
1
, 0,6
1
1
1
1
. 0,4
1
1
1
1
0,2
g(mi‘mmm T B oo T TN BTHO 0,0

T
<L O —
20 40 © g OO

204

Séaulenvolumen [mL]

Abbildung 4.17: Links ist das Chromatogramm der Stufenelution (20, 50, 100 % Elutionspuf-
fer) gezeigt. Die Probenaufgabe betrug 5 mL von 0,3 g/L CalB in Lysat an
Sartobind® Q. Rechts ist das Gel der SDS-PAGE mit Silberfarbung dargestellt.
Die Probenaufgabe betrug: 10 uL Probe und 5 uL Unstained Protein Molecular
Weight Marker (ThermoFisher Scientific) [114].

Bei der ersten Elutionsstufe bei 0,2 M Ionenstirke eluiert CalB in einem scharfen Peak
mit Tailing. Im silbergefarbten Gel ist zu sehen, dass CalB hochrein im Vergleich zur
Nullprobe vorliegt. Lediglich in der ersten Fraktion Al sind andere Banden sichtbar.
In allen Fraktionen des ersten Peaks ldsst sich eine Lipase-Aktivitdt bestimmen. Das
Aktivitaitsmaximum liegt bei 98 % der Nullprobe. Anhand der Gesamtproteinanalytik
konnte eine Wiederfindung von 99,33 % ermittelt werden. In den Fraktionen des zwei-
ten und dritten Peaks kann keine Aktivitit bestimmt werden, und auch im Gel sind

lediglich Verunreinigungen sichtbar.
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Um diese Methode auf die PCC zu iibertragen, wurde sie vereinfacht, indem nur eine
zweistufige Elution bei 0,2 M und 1 M NaCl (20 % und 100 % des Elutionspuffers)
durchgefiihrt wurde. Bei 1 M NaCl kann davon ausgegangen werden, dass alle Verun-

reinigungen und DNA eluieren und keine CalB verloren geht.

4.3.1.2 Kapazitatsbestimmung

Um die maximale Bindungskapazitit des Membranadsorbers fiir CalB zu bestimmen,
wurde eine Durchbruchskurve aufgenommen, die in Abbildung 4.18 gezeigt ist. Die
Beladung mit CalB-Losung (c = 0,11 g/L) wurde bis zum Erreichen von UV, durch-
gefiihrt. Die dynamische Bindungskapazitdt DBy betrdgt 4,2 mg und die statische
Bindungskapazitit 6,3 mg. Im Vergleich zu BSA kann nur eine wesentlich geringere
Menge CalB (Faktor 10 kleiner) an den Membranadsorber binden, was aufgrund von

Abschirmungseffekten (shielding) der Liganden durch CalB auftreten kann.

clc,
-]

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Prozesszeit [min]

Abbildung 4.18: Normierte Durchbruchskurve von 0,11 g/L CalB an Sartobind® Q bei einer
Flussrate von 5 mL/min [114].
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4.3.1.3 Bestimmung der Doppeldurchbruchskurve

In Abbildung 4.19 ist die Doppeldurchbruchskurve zur Bestimmung der Switching
Conditions gezeigt. Die Feed-Losung wurde fiir die Verwendung an der PCC-Anlage
angepasst und bestand aus Lysat mit 0,15 g/L BFM und 0,3 g/L CalB in 10 mM Tris-
HCL mit pH 8,5. Wie im vorherigen Versuch wurden scl bei 10 % und sc2 bei 70 %
festgelegt.

0,75
0’60 J--"-"-"-""-"-""-"""""/"""3""~""~"/"/"/¥"/¥°>"7>¥7/¥7°0°/ /T~ ////0/=- Uvmax
0,45 sc2

A280
[AU]

0,30

0,15

Verunreinigung

0,00

Prozesszeit [min]

Abbildung 4.19: Chromatogramm der Doppeldurchbruchskurve von Lysat mit 0,150 g/L. BFM
und 0,3 g/L CalB in 20 mM Tris-HCI mit pH 8,5 an Sartobind® Q zur Bestim-
mung der Switching Conditions [114].

Anhand der aufgenommenen Doppeldurchbruchskurve wird fiir UVyernreinigung €in
Wert von 0,07 AU ermittelt. Die Differenz AUV zwischen UV . und UVyerunreinigung
betrdagt 0,55 AU. Mithilfe von AUV werden die Switching Conditions (scl und sc2)

berechnet:
sc1=0,1- AUV + UVverunreinigung = 0,1 - 0,550 AU + 0,070 AU = 0,125 AU (4.5)

52 =0,7 - AUV + UVverunreinigung = 0,7 - 0,550 AU + 0,070 AU = 0,455 AU (4.6)
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4.3.2 Transfer auf die PCC-Anlage

Nachdem die Switching Conditions bestimmt wurden, muss der automatisierte Ab-
laufplan mit der Software pythonTM programmiert werden, wie schon zuvor fiir die
Aufreinigung von BSA. In dem Programm werden die Switching Conditions hinter-
legt sowie die einzelnen Phasen fiir Beladung, Waschen, Elution und Regeneration
definiert. In Tabelle 4.6 sind die bendtigten Phasen fiir die Aufreinigung von CalB zu-
sammengefasst. Dabei sind das Beladen eines Membranadsorbers und das Waschen,
die zweistufige Elution (20 % und 100 % des Elutionspuffers) und die Regeneration
des nidchsten Membranadsorbers zeitlich aufeinander abgestimmt. Um den Ablauf
zu synchronisieren, wurden die Pumpraten der einzelnen Phasen angepasst. Da die
Kapazitit des Membranadsorbers, CalB zu binden, niedrig ist, wurde die Pumpra-
te der Feed-Losung auf 2,5 mL/min herabgesetzt, damit die Beladungszeit langer als
die Regenerationszeit ist. Wahrend des Waschens, der Elution und der Regeneration
wird mit 8,5 mL/min gepumpt. Des Weiteren werden auch Pausenzeiten eingefiigt, die
auf die Trennaufgabe zugeschnitten sind (vgl. Anhang C.3). Ein Zyklus ist definiert als

Beladung, Elution und Regeneration aller drei Membranadsorber und dauert 70 min.

Tabelle 4.6: Ablauf der Phasen fiir die automatisierte Aufreinigung von CalB aus Lysat mit der

PCC-Anlage
Beladung Waschen, Elution, Regeneration =~ Dauer
Waschen MA3
MA1 bis scl
Elution MA3 bei 0,2 M NaCl
_ Elution MA3 bei 1 M NaCl
MAT1 bis sc2 )
Regeneration MA3
Waschen MA1
MAZ2 bis scl
Elution MA1 bei 0,2 M NaCl
70 min
) Elution MA1 bei 1 M NaCl
MAZ?2 bis sc2 )
Regeneration MA1
Waschen MA2
MA3 bis scl
Elution MA2 bei 0,2 M NaCl
) Elution MA2 bei 1 M NaCl
MA3 bis sc2

Regeneration MA2
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Dieser Ablauf wurde zundchst auf Fehler getestet, um dann im Langzeitbetrieb au-
tomatisiert die Aufreinigung von CalB aus Kulturiiberstand durchzufiihren. Fiir das
Langzeitexperiment wurden 0,9 L der Feed-Losung (0,15 g/L BFM und 0,3 g/L) ein-
gesetzt. Zusdtzlich wurden 3 L Bindungs- und Elutionspuffer benétigt. In 6 Stunden
wurden {iiber fiinf Zyklen 0,22 g CalB aufgereinigt.

In Abbildung 4.20 sind die fiinf Zyklen des Langzeitversuchs sowie der erste Zyklus
als Vergrofserung dargestellt. Der charakteristische Doppeldurchbruch ist bei diesem
Experiment schwerer erkennbar, obwohl die Konzentrationen des Lysats und der CalB
angepasst wurden. Das Verunreinigungsplateau fillt gering aus, da die in dem Lysat
enthaltenen HCP an den Membranadsorber binden. In der Produktdurchbruchskurve
sind somit neben dem Produkt noch Verunreinigung vorhanden, die an den Membra-
nadsorber binden. Die Aufreinigung von CalB mit einem AEX-Membranadsorber kann

tiber fiinf Zyklen betrieben werden.

Die zweistufige Elution liefert bei der ersten Elutionsstufe (0,2 M NaCl) den Produkt-
peak und bei der zweiten Elutionsstufe (1 M NaCl) den Verunreinigungspeak. Ab dem
dritten Zyklus eluieren allerdings die Peaks so dicht hintereinander, dass sie nicht mehr
unterschieden werden kénnen. Bis zum vierten Zyklus ist der Doppeldurchbruch bei
allen Membranadsorbern sichtbar; allerdings sind die Kurven stark verbreitert. Das
heifit, dass die Beladungszeit der Membranadsorber bis zum Erreichen von sc2 steigt,
was wiederum dazu fiihrt, dass die verbleibende Zeit fiir die Elution verkiirzt werden

muss. Daraus resultiert die Uberlagerung der beiden Elutionspeaks.
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Abbildung 4.20: Links ist das Chromatogramm des ersten Zyklus vergrofiert dargestellt. Rechts
ist das Chromatogramm des PCC-Langzeitversuch mit 5 Zyklen zur Aufreini-
gung von CalB aus E.-coli-Lysat gezeigt. Aufreinigung von 0,9 L Feed-Losung
aus 0,15 g/L BFM und 0,3 g/L hinzugefiigter CalB in 6 h. Feed-Volumenstrom:
2,5 mL/min und Puffer A und B: 8,6 mL/min [114].

Exemplarisch wurden die Zyklen 1 und 5 mittels Bradford und SDS-PAGE analysiert.
Hierfiir wurden die Proben der einzelnen Phasen vereint. In Abbildung 4.21 ist das
silbergefarbte Gel dargestellt mit den Fraktionen des Waschens (W) und der Elution
(E20 und E100). Aufgrund technischer Probleme fehlen die Waschfraktion und die erste
Elutionsstufe des ersten Membranadsorbers im ersten Zyklus. Die Elutionsfraktionen
bei 0,2 M Ionenstirke weisen intensive Banden auf Hohe des CalB-Standards auf.
Bei der zweiten Elutionsstufe eluieren, wie erwartet, lediglich Verunreinigungen. In
Zyklus 5 nehmen die Verunreinigungen, die zusammen mit dem Produkt bei 0,2 M
NaCl eluieren, zu. Zusammen mit den verbreiterten Durchbriichen kann das auf eine
Abnahme der Leistung der Membranadsorber hindeuten. Starker bindende Proteine
und DNA konnten durch die Elution mit 1 M NaCl nicht von der Membran eluiert
werden, wodurch die Leistung iiber die Zyklen abnimmt. Ein zusédtzlicher Cleaning
in Place (CIP) Schritt nach jedem Zyklus konnte die Membranen wieder regenerieren.
Wiéhrend des Waschschritts geht Zielprotein verloren. Diese Problematik wurde bereits
wihrend der Aufreinigung von BSA thematisiert. Durch eine technische Anderung der
PCC-Anlage konnte dieser Verlust durch die Einfiihrung eines Interconnected Wash
minimiert werden. Dabei wird Zielprotein wahrend des Waschens auf einen freien

Membranadsorber geleitet.
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Abbildung 4.21: Gel der SDS-PAGE mit Silberfarbung des Langzeitversuchs mit CalB. Darge-
stellt Zyklus 1 und Zyklus 5 im Vergleich. W: Waschschritt, E20: Elution von
CalB bei 0,2 M NaCl (20 % Elutionspuffer), E100: Elution der Verunreinigun-
gen bei 1 M NaCl (100 % Elutionspuffer), MA: Membranadsorber. Probenauf-
gabe von 10 uL Probe und 5 uL Unstained Protein Molecular Weight Marker
(ThermoFisher Scientific) [114].

In Tabelle 4.5 sind die Ergebnisse der Gesamtproteinanalytik und des Aktivitdtsassays
zusammengefasst. Die Proben des Produktpeaks weisen Konzentrationen zwischen
0,24 g/L und 0,3 g/L Protein auf und zeigen eine vergleichbare Aktivitdt zur Nullpro-
be.

Tabelle 4.7: Ergebnisse der Gesamtproteinanalytik nach Bradford und des Aktivitdtsassays der
ersten Elutionsstufe bei 0,2 M NaCl. Vergleichend dargestellt sind Zyklus 1 und

Zyklus 5
Probe Gesamtproteinkonzentration Aktivitat
[g/LI [U]
0 0,37 15,9
~ MAL nb. nb.
Zyklus1 MA2 0,27 19,7
MA3 0,30 18,5
- mMal o4 145
Zyklus5 MA2 0,31 17,7
MA3 nb. n.b.

*n.b.: nicht bestimmt, aufgrund technischer Probleme bei der

Fraktionierung
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Generell wird durch die Ergebnisse sichtbar, dass CalB in hoher Reinheit eluiert wird.
Die Gesamtausbeute betrdgt 0,22 g, was einer Wiederfindung von 80 % entspricht.
Durch die Realisierung des Interconnected Wash kénnten weitere 10 % CalB gewonnen
werden. Weiteren Produktverlust konnte man durch das Herabsetzen der Switching

Condition 1 minimieren.

In Abbildung 4.22 sind die Durchbruchskurven der Zyklen 1 und 5 iiberlagert. Die
Durchbriiche der Verunreinigungen decken sich in beiden Zyklen. Beim Betrachten der
Produktdurchbriiche ist zu erkennen, dass die Leistung stark sinkt, da das UV-Signal
langsamer ansteigt, und somit die Switching Condition 2 zu einem spéteren Zeitpunkt
erreicht wird. Das hat, wie bereits beschrieben, Auswirkungen auf die kontinuierliche
Aufreinigung, da die Zeit fiir das Waschen, die Elution und die Regeneration verkiirzt
wird. Des Weiteren fiihrt das spatere Erreichen der sc2 zu einem Produktdurchbruch auf
dem nachfolgenden Membranadsorber, was zu einem Abbruch des Langzeitversuchs

fiihrt, da das Prinzip der PCC nicht mehr gewihrleistet werden kann.

0,6

MA1 MA2 MA3

A280
[AU]
(=}
w
I

0,0 \

Zyklus 5

Abbildung 4.22: Uberlagerung der Durchbruchskurven der einzelnen Membranadsorber von
Zyklus 1 und Zyklus 5 [114].

4.3.3 Fazit

In diesem Abschnitt wurde die PCC-Anlage fiir die Aufreinigung eines realen Auf-
reinigungsproblems genutzt. Die Methodenentwicklung wurde zunéchst fiir kommer-
zielle CalB an dem FPLC-System Akta pure 25 L durchgefiihrt. Anschliefend wurde

die Methode mit Lysat wiederholt, welches mit CalB versetzt war. Die Fermentation
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des E.-coli-Stamms lieferte eine zu geringe Ausbeute; deshalb wurde das Lysat mit
kommerzieller CalB angereichert. CalB bindet bei 20 mM Tris-HCI mit pH 8,5 an den
AEX-Membranadsorber Sartobind® Q 75. Mit einer zweistufigen Salzelution eluiert
das Zielprotein bei 0,2 M NaCl und die Verunreinigungen bei 1 M NaCl. Diese Metho-
de liefert einen scharfen Produktpeak mit einer Wiederfindung von 99 %. Die Aktivitat

der Elutionsfraktion ist um 20 % hoher als die der Nullprobe.

Anhand der Durchbruchskurve, die mit reiner CalB durchgefiihrt wurde, konnten eine
dynamische Bindungskapazitdt von 4,2 mg und eine statische Bindungskapazitiat von

6,3 mg ermittelt werden.

Diese vielversprechende Methode wurde nach Bestimmung der Switching Conditions
auf die PCC-Anlage tibertragen. In dem Langzeitversuch konnten mit der PCC 0,9 L
Feed-Losung (0,15 g/L BFM und 0,3 g/L CalB) innerhalb von 6 h aufgereinigt werden.
Die Methode liefert eine Wiederfindung von 80 %. Die Verluste an Zielprotein kommen
aufgrund der festgelegten Switching Condition (scl) sowie des Verlusts der Feed-
Losung wihrend des Waschens zustande. Uber den Verlauf der Zyklen nahm die
Leistung stark ab. Problematisch sind dabei stark bindende Komponenten des Lysats,
wie HCP und DNA. Durch einen CIP-Schritt nach jedem Zyklus z. B. mit 1 M NaOH
konnten diese Bestandteile von den Membranadsorbern gelost werden. Die Methode
zur Aufreinigung von CalB mit der PCC erweist sich als praktikabel; allerdings wéren

Chromatographiemethoden, die selektiv CalB binden, vorteilhaft.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue Applikationen der Enzymauf-
reinigung untersucht. Zum einen wurden modifizierte Tiefenfilter und zum anderen
eine kompakte kontinuierliche Chromatographie Anlage fiir die Aufreinigung des Mo-

delproteins Candida antarctica lipase B (CalB) verwendet.

Untersuchung von modifizierten Tiefenfiltern zur Enzymaufreinigung

Im ersten Teilprojekt wurden zellulosebasierte Tiefenfilter, die in der pharmazeuti-
schen, biotechnologischen Industrie sowie in der Lebensmittelindustrie zum Einsatz
kommen, mit verschiedenen Polyelektrolyten (PEI, PAH, PSS, Glutaraldehyd) vom Pro-
jektpartner Surflay GmbH beschichtet. Diese Filter wurden charakterisiert hinsichtlich
ihrer adsorptiven Eigenschaften bei der Enzymaufreinigung. Durch die Bindung an die
Tiefenfilter konnen Enzyme stabilisiert und fiir den wiederholten Gebrauch zuganglich
gemacht werden. Des Weiteren wurde die Aktivitdt des gebundenen Enzyms CalB mit
einem p-NPA Assay analysiert, um die beste Beschichtung zu ermitteln. Die besten
Ergebnisse hinsichtlich der Bindungskapazitdt und der Enzymaktivitit liefern Tiefen-
filter mit einer anionischen PAH/PSS-Beschichtung. Die besten Bindungsbedingungen
konnten bei einer geringen Ionenstiarke und niedrigem pH-Wert erzielt werden: Mit ei-
nem 20 mM Acetatpuffer mit pH 4. Die Lagerung der beladenen PAH/PSS Filter bei 4 °C
in Puffer fiithrte zu der geringsten Abnahme der Enzymaktivitdt und resultiert in einer
Halbwertszeit von 108 Tagen. Im Vergleich zu in der Literatur beschriebenen Metho-
den konnte so eine 10,8-fach langere Halbwertszeit erreicht werden. Nach mehrfachen
Umsetzungsreaktionen verliert die gebundene CalB an spezifischer Aktivitidt. Nach 4-
fachem Gebrauch ist die Aktivitdt um 50 % gesunken. Des Weiteren wurde die Alterung

beschichteter Tiefenfilter anhand der Glutaraldehyd-aktivierten Trager untersucht. Da-
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5 Zusammenfassung und Ausblick

bei wurden neue Filter mit einem Jahr alte Filter verglichen. Diese Beschichtung weist
eine begrenzte Haltbarkeit auf, wodurch es zu bis zu 10 % Bindungskapazitits- und
bis zu 9 % Aktivitatsverlusten kommt. Dartiiber hinaus wurde die Verwendung der
Tiefenfilter fiir die Aufreinigung aus Kulturbriihe (Direct Capture) ohne anschliefiende
Elution der Lipase getestet. Dabei konnen Verfahrensschritte eingespart werden, da
direkt nach der Bindung der Enzyme eine Umsetzungsreaktion durchgefiihrt werden
kann. Das Direct Capture konnte erfolgreich mit zellfreiem Uberstand durchgefiihrt

werden, bis zu durchschnittlichen Biomassekonzentrationen von ODgyy = 7.

Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von modifizierten Tiefenfiltern eine
technische Losung darstellt, um Enzyme aufzureinigen, zu binden und so in biokata-
lytischen Prozessen einzusetzen. Der Einsatz der Tiefenfilter beim Direct Capture ist
nur begrenzt moglich; durch Vergroéflern der nominellen Abscheiderate konnte ein Ver-
blocken der Filter hinausgezogert werden. Fiir Anwendungen mit anderen Enzymen

miisste die optimale Oberflachenmodifikation der Tiefenfilter neu evaluiert werden.

Periodic Counter-Current Chromatographie

Im zweiten Teilprojekt dieser Arbeit wurde eine Periodic Counter-Current Chromato-
graphie-Anlage aufgebaut und in Betrieb genommen. Die modulare, kompakte Ein-
heit wurde charakterisiert und anhand einer einfachen Trennaufgabe einer bindren
Mischung aus BSA und Lysozym getestet. Die Methodenentwicklung der Aufreini-
gungsstrategie wurde an einem FPLC-System (Akta pure 25 L, GE Healthcare) durch-
gefiihrt. Das Produkt BSA bindet bei 20 mM Phosphat Puffer mit pH 7 an den AEX-
Membranadsorber Sartobind® Q MA75. Das Produkt (BSA) eluiert unter steigendem
Salzgradienten (1 M NaCl). Die entwickelte Methode liefert eine dynamische Bindungs-
kapazitat (DB10) von 54,2 mg und liegt damit nur knapp 10 % unter den Hersteller-
angaben (60 mg). Die Wiederfindung des Produkts liegt bei tiber 99 %. Die Methode
konnte erfolgreich fiir den Langzeitbetrieb mit der PCC angepasst werden, sodass die
Testung der Anlage mit der einfachen Aufreinigungsaufgabe abgeschlossen werden
konnte. In Tabelle 5.1 ist die kontinuierliche Aufreinigung der Aufreinigung im Batch-

Modus gegeniibergestellt.
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Tabelle 5.1: Vergleich der Aufreinigung von BSA mit der PCC-Anlage oder im Batch-Betrieb
PCC Batch

e mind. 85 % Wiederfindung ® 99 % Wiederfindung

¢ Aufreinigung von BSA: 0,262 g/h e Aufreinigung von BSA: 0,139 g/h
e Pufferverbrauch: 0,455 L/h e Pufferverbrauch: 0,278 L/h

Bei der Aufreinigung mit der PCC kann in der gleichen Zeit fast doppelt so viel BSA
aufgereinigt werden. Wenn man allerdings noch die Versatzzeit berticksichtigt, also die
Zeit, die benotigt wird, um einen neuen Batch-Lauf zu starten, ist die PCC im Vergleich
noch effektiver. Auch der Pufferbedarf kann durch die gesteigerte Kapazitatsausschop-

fung um ca. 40 % minimiert werden.

Die Einstellungen und Erkenntnisse aus dieser Trennaufgabe wurden im Anschluss
dazu genutzt, um die Aufreinigung einer realen Trennaufgabe von CalB aus E.-coli-
Lysat durchzufiihren. Fiir die Methodenentwicklung an der Akta pure 25 L wurde
kommerzielle CalB verwendet. Durch den breiten pl-Bereich von CalB lieferten bishe-
rige Aufreinigungstrategien keine optimalen Ergebnisse. Bei der entwickelten Strate-
gie bindet CalB bei 20 mM Tris-HCl Puffer mit pH 8,5 an den AEX-Membranadsorber
Sartobind® Q MA75. Die zweistufige Elution bei 0,2 M NaCL (20 % des Elutionspuffers)
und bei 1 M NaCl (100 % des Elutionspuffers), liefert eine Wiederfindung von 99 % in
der ersten Elutionsstufe. Die Verunreinigungen eluieren bei 1 M NaCl. Die Aufnahme
der Durchbruchskurve ergab eine dynamische Bindungskapazitdt von 4,2 mg und eine
statischen Bindungskapazitdt von 6,3 mg. Die maximal gebundene Menge CalB liegt
weit unter der gebundenen Menge an BSA, was aufgrund von Abschirmungseffekten

(shielding) der Liganden durch CalB auftreten kann.

Im Vergleich zu in der Literatur beschriebenen Aufreinigungsstrategien von CalB (Ta-
belle 5.2), weist die entwickelte Methode bessere Eigenschaften in Wiederfindung, Ak-
tivitit und Aufreinigungsfaktor auf. Die Reinheit konnte aufgrund der Silberfarbung

nicht bestimmt werden, jedoch wurde sie visuell als hoch bewertet.
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Tabelle 5.2: Vergleich von publizierten One-Step Aufreinigungsstrategien von CalB mit der
entwickelten Methode

Methode  Wiederfindung Aktivitit Reinheit Aufreinigungsfaktor

AEX [99] 47 % 18,8 TU - 1,38
B-AC [100] 73 % - 91 % -

CEX [93] - - - 1,5

HIC [101] 23 % 90U - 1,29

AEX 97 % 91U hoch bis zu 4,0

Da die Kultivierung des E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS Stamms mit dem pET-26b(+)
Vektor und dem Insert fiir CalB nicht ausreichend l6sliches Zielprodukt lieferte, wurde
das Lysat mit kommerzieller CalB versetzt. Die Aufreinigung lieferte hochreine Pro-
duktpeaks mit einer hohen Aktivitat. Die Methodenentwicklung konnte erfolgreich auf
die Aufreinigung von CalB aus Lysat adaptiert werden, sodass im nédchsten Schritt der
Langzeitbetrieb mit der PCC durchgefiihrt werden konnte. In Tabelle 5.1 ist die kontinu-
ierliche Aufreinigung von CalB der Aufreinigung im Batch-Modus gegentibergestellt.
Auch bei der Aufreinigung von CalB aus E. coli kann man durch die Verwendung der
PCC-Anlage sowohl ca. 30 % der Zeit, als auch 30 % des Pufferbedarfs einsparen.

Tabelle 5.3: Vergleich der Aufreinigung von CalB mit der PCC-Anlage oder im Batch-Betrieb
PCC Batch

e mind. 80 % Wiederfindung ® 99 % Wiederfindung

e Aufreinigung von CalB: 0,037 g/h e Aufreinigung von CalB: 0,025 g/h
e Pufferverbrauch: 0,5 L/h e Pufferverbrauch: 0,341 L/h

Sowohl bei der Aufreinigung von BSA als auch bei der von CalB kommt es zu Produkt-
verlusten von 10 - 15 % wéhrend des Waschens der Sdule. Mit der Einfiihrung eines
Interconnected Wash kénnten diese Verluste minimiert werden. Fiir diese Anderung in
der Methodik ist eine Ergdnzung der PCC-Anlage notig und durchaus empfehlenswert.

Weiteren Produktverlust kann man durch die Anderung der Switching Condition 1 er-

79



5 Zusammenfassung und Ausblick

reichen, indem frither der Durchbruch auf den folgenden Membranadsorber geleitet
wird. Wahrend der Langzeitversuche ist die Abnahme der Performance der Membran-
adsorber sichtbar. Da die Sdulen weit {iber die dynamische Bindungskapazitat beladen
werden, miissen diese frither regeneriert werden. Deshalb sollte ein CIP-Schritt mit
1 M NaOH eingefiihrt werden; dadurch wiirden auch stark bindende Verunreinigun-

gen und DNA von der Membran eluiert werden.

Da die Anlage fiir die Aufreinigung aus Kulturbriihe entwickelt wurde, eignen sich
Aufreinigungsmethoden, die das Produkt spezifisch binden konnen. Dies kann durch
die Aufreinigung mittels Affinititschromatographie erreicht werden, wenn das Ziel-
protein einen Aufreinigungs-Tag (z. B. His-Tag) besitzt. Damit bietet sich auch die
Aufreinigung von monoklonalen Antikérpern mit einer Protein A Sdule an. In der
Literatur ist fast ausschliefilich die Aufreinigung von monoklonalen Antikérpern mit
der PCC zu finden. Wenn IEX- oder HIC-Membranadsorber verwendet werden sollen,
empfiehlt es sich, sekretierte Proteine aufzureinigen, da die Probleme, die durch das

Binden von DNA und HCP entstehen, geringer sind.

Die in dieser Arbeit aufgebaute Anlage wurde so konzipiert, dass sie einfach erweiter-
bar ist. So ist es moglich weitere online Analytik, wie Konduktivitédts- oder pH-Wert-
Messung, in das System zu integrieren. Eine Erweiterung um eine vierte Sdule wére
ebenfalls moglich, um grofiere Flexibilitdt in Bezug auf die Schaltzeiten zu erreichen.
Neben der Proteindetektion bei 280 nm sind die verwendeten Spektrometer in der
Lage, Wellenldngenbereiche zu scannen, um spezifische Absorptionsmaxima einzelner
Produkte zu erfassen. Die Anlage konnte auch umgertistet werden, um fluoreszierende

Proteine zu detektieren.
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A.1 Chemikalien

Tabelle A.1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Herstellerangaben

Chemikalien Hersteller, Land
Agar Sigma-Aldrich Corporation, USA
Ammoniumsulfat Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland

Ammominumperoxodisulfat (APS)
a-Lactose Monohydrat
p-Mercaptoethanol

Calciumchlorid Dihydrat
Coomassie Brilliant Blau G250
D(+)-Glucose Monohydrat
Dimethylsulfoxid

Essigsdure

Ethanol

Formaldehyd

Glycerin

Harnstoff

Hefeextrakt

iso-Propanol
Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kanamycin

Kobalt(II)-chlorid Hexahydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Merck KGaA, Deutschland

Fluka (Sigma Aldrich), USA

AppliChem GmbH, Deutschland
AppliChem GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
AppliChem GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Fluka (Sigma Aldrich), USA

AppliChem GmbH, Deutschland

Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Fluka (Sigma Aldrich), USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
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Tabelle A.1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Herstellerangaben

Chemikalien

Hersteller, Land

Kupfer(Il)-chlorid
Kupfer(Il)-Sulfat Pentahydrat
L-Ascorbinsaure
Magnesiumsulfat Heptaydrat
Manganchlorid Tetrahydrat
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriummetabisulfit
Natriummolybdat Dihydrat
Natriumphosphat Dihydrat
Natriumselenit
Nickel(II)-chlorid Hexahydrat
Ortho-Phosphorséure (85 %)

para-Nitrophenolacetat

Quick Start™ Bradford Protein Assay

Rotiphorese 40 (37,5:1)
Salzsaure (37 %)
Silbernitrat

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

TRIS

TRIS/HC1
Trypton/Pepton

Tween 20

Urea

Zinkchlorid

Zinksulfat Heptahydrat

Fluka (Sigma Aldrich), USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Fluka (Sigma Aldrich), USA
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Merck KGaA, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA
Riedel-de Haen (Sigma Aldrich), USA
Fluka (Sigma Aldrich), USA

Riedel-de Haen (Sigma Aldrich), USA
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA
Bio-Rad, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Fluka (Sigma Aldrich), USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA
Sigma-Aldrich Corporation, USA

Fluka (Sigma Aldrich), USA

AppliChem GmbH, Deutschland
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A.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle A.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangaben

Verbrauchsmaterial

Hersteller, Land

Einwegspritzen (1 mL - 50 mL)
Falcons (15 mL und 50 mL)
Kantilen

Membranadsorber, Sartobind® Q75
Mikrotiterplatte, 96 Well
Nitrilhandschuhe
Pipettenspitzen (versch. Grofsen)
PVDF Immun-Blot-Membran
Reaktionsgefdfie (1,5 mL - 2 mL)
Sterilfilter (Luer-Lock)

Vicaspin 20 (10000 MWCO PES)

Omnifix B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Corning Inc., USA

B. Braun, Deutschland

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Deutschland
Brand, Deutschland

Ansell Healthcare LLC, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Bio-Rad, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Deutschland
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Deutschland

Tabelle A.3: Verwendete Gerédte mit Herstellerangaben

Gerit Hersteller, Land

Analysenwaage ED224S Sartorius Stedim Biotech GmbH, Deutschland
Autoklav, Systec V-150 Systec, Deutschland

Cary 50 Scan UV-Visible Varian, Schweiz

Durchflusskiivette, 10 mm
FPLC-System, Akta Pure 25 L
Frenchpress ML-11

Heraeus Fresco 21 Centrifuge
Heraeus Multifuge X1R Centrifuge
IKA KS 400 ic control

IP High Precision Pump
Kolbenhubpipetten
Magnetriihrer C-Mag HS7
Multiskan Go

Multiskan Spectrum

Reinstwasseranlage Arium 611

Helma GmbH & Co. KG, Deutschland

GE Healthcare, Schweden

Microfluidics, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Ismatec, Schweiz

Eppendorf AG, Deutschland

IKA Werke GmbH & Co. KG, Deutschland
Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Sartorius Stedim Biotech GmbH, Deutschland
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Tabelle A.3: Verwendete Gerdte mit Herstellerangaben

Gerat Hersteller, Land
Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad, USA
Sicherheitswerkbank, Hera Safe Thermo Scientific, USA

Spektrophotometer, NanoDrop 1000

Ultraschallsonde, Labsonic

PeqLab-Biotechnologie, Deutschland
B. Braun, Deutschland

Tabelle A.4: Verwendete Software mit Herstellerangaben

Software Hersteller, Land

UNICORN 6 GE Healthcare Life Sciences, Schweden
OriginLab OriginLab, USA

Corel DRAW X6 Corel, Deutschland

SkantIlt™ Thermo Scientific, USA

GelAnalyzer Freeware GelAnalyzer

ProfiLab-Expert 4.0 Abacom, Deutschland

python™

Python Software Foundation, USA

A.3 Kulturmedien, Puffer, Reagenzlosungen

Kulturmedien
LB-Medium (Lysogeny Broth)

LB-Agar

TB-Medium (Terrific Broth)

10 g/L Natriumchlorid,
10 g/L Trypton,
5 g/L Hefeextrakt

10 g/L Natriumchlorid,
10 g/L Trypton,

5 g/L Hefeextrakt,

15 g/l Agar

12 g/L Trypton,

24 g/I. Hefeextrakt,
5 g/L Glycerin,
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Glycerinlosung fiir Cryokulturen (2x)

Antibiotikum Stammldsung (1000x)

Puffer
Lysispuffer

0,2 M Acetatpuffer mit pH 4,0

0,2 M Acetatpuffer mit pH 5,0

0,2 M MES Puffer mit pH 7,0

0,2 M Tris-HCI Puffer mit pH 8,0

TGS Puffer mit pH 8,3

Kaliumphosphat Laufpuffer

Kaliumphosphat Elutionspuffer

Tris Laufpuffer

0,17 M KH, POy,
0,72 M K;HPO,

80 % (v/v )Glycerin,
20 % (v/v) ddH,O

25 mg/mL Kanamycin

6 M Urea,

10 mM Metabisulfit,

10 mM p-Mercaptoethanol,

10 mM Ascorbinsaure

12,01 g/L Essigsdure,
6,8 g/L Natriumchlorid

12,01 g/L Essigsdure,
0,82 g/L Natriumchlorid

39,04 g/L MES (Pufferan)
31,52 g/L Tris-HCI)

25 mM Tris,

192 mM Glycin,

0,1 % SDS

0,02 M KH,PO,4 mit pH 7,0

0,02 M KH,PO, mit pH 7,0,
1 M Na(Cl

0,02 M Tris-Base mit pH 8,5
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Tris Elutionspuffer

50 mM Phosphatpuffer mit pH 7,4

Reagenzlosungen

p-NPA Aktividtsassay

CalB-Stammlosung

Losungen fiir die SDS-PAGE
Polyacrylamid Sammelgel (6 %)

Polyacrylamid Trenngel (12 %)

Polyacrylamid Trenngel (15 %)

0,02 M Tris-Base mit pH 8,5,
1 M NaCl

81,8 mL 50 mM Na,HPO,,
18,2 mL 50 mM KH,PO,

Losung A: 20 mM p-NPA in
Dimethylsulfoxid
Losung B: 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,4)

111,27 g/L in 50 mM Kaliumphosphat-
puffer (pH 6,8)

750 ul Polyacrylamid/Bisacrylamid,
300 ul SDS (1 %),

630 ul 1,5 M Tris-HCl mit pH 6,8,
3,770 mL ddH,O,

10 ul TEMED,

10 ul APS (25 %)

1,5 mL Polyacrylamid/Bisacrylamid,
0,5 mL SDS (1 %),

1,4 mL 1,5 M Tris-HCI mit pH 8,8,
1,6 mL ddH,0,

10 ul TEMED,

10 ul APS (25 %)

3 mL Polyacrylamid/Bisacrylamid,
0,8 mL SDS (1 %),

2mL 1,5 M Tris-HCl mit pH 8,8,
2,08 mL ddH,0O,
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Lammli-Probenpuffer (2x)

SDS-Probenputffer (2x)

Firbeldsungen

Coomassie Farbelosung

Fixierer

Farmers Reducer

Silbernitrat-Losung

Natriumcarbonat-Losung

Formaldehyd-Losung

5 % Essigsdure-Losung

8 ul TEMED,
32 ul APS (25 %)

125 mM Tris-H(C],
4 % SDS,
0,004 % Bromphenolblau

800 ul Lammli-Probenpulffer,
100 ul Glycerin (20 %),
100 ul B-Mercaoptoethanol (10 %)

376 mL ddH,0,

48 mL H3POy (85 %),

40,8 g (NH4),S0O4,

490 mg Coomassie G-250,
82 mL Methanol

45 % ddH,O0,
45 % Ethanol,

10 % Essigsdure

0,1 % Kaliumhexacyanoferrat(III),
0,1 % Natriumthiosulfat

0,1 % Silbernitrat

2,5 % Natriumcarbonat

300 ul Formaldehyd,
100 mL 2,5 % Natriumcarbonat-Losung

5 % Essigsdure
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A.4 Biomolekiule, Vektoren, Zellen

Biomolekiile

CalB

Bovine Serum Albumin (BSA)

Lysozym

Unstained Protein Molecular Weight Marker
Prestained Protein Molecular Weight Marker

Zellen

E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS

Vektoren

pET-26b(+) [Cat. No. 69862-3]

c-Lecta GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, USA
Fluka Chemie (Sigma-Aldrich), USA
Thermo Scientific, USA

Thermo Scientific, USA

Merck Millipore, Deutschland

Novagen, USA

Die folgende adaptierte Gensequenz fiir die Lipase aus C. antarctica (LF 058) wurde
tiber die Schnittstellen Ndel und Xhol in den Expressionsvektor pET-26b(+) kloniert
(Abbildung A.1) und vom Institut fiir Biochemie der Universitdt Greifswald bereitge-

stellt.

CATATGCTAC
GCTGGATGCG
AACCGATCCT
GACTCGAACT
GATCTCACCA
ACATGGTCAA
CTTCCAGTGC
GACCTTCTTC
CGCCAGACTA
GTTAGTGCAC
CGCACTGCGT
TGTACTCGGC
CTGGACTCAT
GTGTGGTCCG
TCTCCTACGT
CGTAGTGCAG
TCTGACTCCA
CTGCAGCCAT
CCATACGCCC
CACCCCCTGA

CTTCCGGTTC
GGTCTGACCT
TCTGGTCCCA
GGATTCCGCT
CCGCCGTTCA
CGCCATCACC
TTGGCTGGTC
CCAAGTATCC
CAAGGGCACC
CATCCGTATG
AACGCAGGTG
GACCGACGAG
CCTACCTGTT
CTGTTCGTCA
CGTCGGTCGT
ACTATGGCAT
GAGCAAAAGG
CGTGGCGGGT
GCCCATTTGC
CTCGAG

GGACCCTGCC
GCCAGGGTGC
GGTACCGGCA
GTCAACGCAG
TGCTGAACGA
GCGCTGTACG
CCAGGGTGGT
GTTCCAAGGT
GTCCTGGCCG
GCAGCAAACC
GTCTGACCCA
ATCGTTCAGC
CAACGGTAAG
TCGACCATGC
TCCGCCCTGC
TACGGACTGC
TCGCCGCGGC
CCAAAGCAGA
AGTAGGCAAA

TTTTCGCAGC
TTCGCCATCC
CCACAGGTCC
TTAGGTTACA
CACCCAGGTC
CTGGTTCGGG
CTGGTTGCAC
CGATCGTCTT
GCCCTCTGGA
ACCGGTTCGG
GATCGTGCCA
CTCAGGTGTC
AACGTCCAGG
AGGCTCGCTG
GCTCCACCAC
AACCCTCTTC
TGCGCTGCTG
ACTGCGAGCC
CGTACCTGCT

CGAAGTCGGT
TCGGTCTCCA
ACAGTCGTTC
CACCGTGCTG
AACACGGAGT
CAACAACAAG
AGTGGGGTCT
ATGGCCTTTG
TGCACTGGCG
CACTGACCAC
ACCACCAACC
CAACTCGCCA
CACAGGCCGT
ACCTCGCAGT
GGGCCAGGCT
CAGCCAATGA
GCGCCGGAAG
AGACCTGATG
CCGGCATCGT
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pET-26b(+) sequence landmarks

T7 promoter 361-377
TT7 transcription start 360

pelB coding sequence 224-289
Multiple cloning sites

(Ncol- Xhol) 158-225
His*Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72

lacI coding sequence 764-1843
pBR322 origin 3271

Kan coding sequence 3986-4798
f1 origin 4894-5349

Dra lll(5118)
BspM 1(268)
- Nde 1(288)
g —— Xba 1(326)
SgrA 1(433)
Sph 1(589)

ApaB [(798)

Miu 1(1114)
' Bel It128)

sSma lazeny/ /[ &
2 =

S g\

Cla I4108)) |2 =1
Nrd goray. | > \QHgStE :'“295)
& || Bmg I(1323)
L PET-26b(+) i) gt

(5360bp) R

&yl
BssH I1(1525)

sl

Hpa I(1620)

PshA 1(1959)

Bsi 1(3388]
(3359) Pfl1108 I(2001)
BspLU11 1(3215) Fsp 1(2196)
Sap 1(3099) ) Psp5 li(2221)
Bst1O7 lseey /[ T
Tth111 1(2960) |

BspG 1(2741)

Abbildung A.1: Vektorkarte des Expressionsvektors pET-26b(+) von Novagen (USA).
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B.1 Enzymimmobilisierung

Zunidchst werden die Tiefenfilter in Puffer (MES-Puffer mit pH 7, Acetatpuffer mit pH
4 oder Tris-Puffer mit pH 8) equilibriert, dann werden sie in die speziell angefertigten
Halter eingespannt. Der Aufbau (vgl. Abbildung 3.2) besteht aus einer Mischkam-
mer, einer Peristaltikpumpe, dem Halter fiir die Filter und einer UV/Vis-Messkammer
(Quarzglaskiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm). Die Enzymlosung besteht aus
20 mL Puffer mit einer CalB-Konzentration von 0,83 mg/mL. Die Filter werden im
Kreislauf mit der Enzymldsung mit einer Flussrate von 0,81 mL/min durchstromt. Die
Abreicherung an Enzym in der Lésung wird mit dem Spektrophotometer Cary 50 Scan
von Varian (USA) bei 280 nm verfolgt, bis keine Anderung der Absorption festge-
stellt werden kann. Periodisch wurden Offline-Proben fiir die Gesamtproteinanalytik

gesammelt.

B.1.1 Enzymaktivitatsassay mit p-NPA

Zur Aktivitatsbestimmung von Candida antarctica lipase B (CalB) wird ein Assay mit
para-Nitrophenolacetat (p-NPA) durchgefiihrt. Der Test kann in 96-Well-Platten oder

im Durchfluss mit den Tiefenfiltern erfolgen.

Fiir die Messung in Mikrotiterplatten werden 200 uL 50 mM Phosphatpuffer mit pH 7,4,
5 uL Probe und 10 uL Substratldsung in das Well gegeben. Durch die hydrolytische
Spaltung des Substrats kann das Produkt para-Nitrophenol (p-NP) bei 405 nm detek-

tiert werden. Die Proben werden fiinfmal in dreimintitigem Abstand vermessen. Die
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Signalintensitdt vom jeweiligen Puffer (Blank) wird von den zu vermessenden Pro-
ben substrahiert. Anhand der Steigung der Extinktion kann eine Geradengleichung
erstellt werden, die das Umsetzungsverhalten von Substrat zu Produkt angibt. Die
Enzymaktivitdt wird in Units pro Volumen Probe angegeben. Eine Unit entspricht ei-
nem Substratumsatz von einem pmol Substrat pro Minute. Die benétigten Losungen

konnen Abschnitt A.3 enthommen werden.

Fiir die Bestimmung im Durchfluss wird der Aufbau aus Abbildung 3.2 verwendet.
Einzige Anderung ist die Verwendung einer Durchfluss-Quarzglaskiivette mit einer
Schichtdicke von 0,1 cm. Der Reaktionsansatz bestehend aus 20 mL 50 mM Phosphat-
puffer mit pH 7,4 und 1 mL p-NPA Substratlosung wird in einem Gefafs mit Alufolie
vor Lichteinwirkung geschiitzt. Die Substratlosung wird im Kreislauf durch die mit
CalB immobilisierten Tiefenfilter mit einer Flussrate von 0,81 mL/min gepumpt. Die
Messung erfolgt iiber 15 Minuten in einem Intervall von 0,04 Minuten bei 405 nm.
Die Signalintensitit des Puffers wird vor jeder Messung als Blank gesetzt. Anhand der
Steigung der Extinktion kann eine Geradengleichung erstellt werden, die das Umset-

zungsverhalten von Substrat zu Produkt angibt.

B.2 Proteinanalytik

B.2.1 SDS-PAGE

Zur qualitativen Beurteilung der Chromatographie-Laufe wurden die Proteine mit
einer diskontinuierlichen SDS-PAGE aufgetrennt. Die benétigten Losungen fiir das
Sammel- und Trenngel konnen Abschnitt A.3 entnommen werden. Fiir die Auftrennung
von CalB werden 15 % Trenngele und fiir die Auftrennung von BSA und Lysozym 12 %

Trenngele verwendet.

Die Proben wurden im gleichen Verhiltnis mit SDS-Probenpuffer (A.3) versetzt und bei
95 °C fiir 10 min gekocht. Die Proben (3 -10 uL) und der Proteinmarker (5 uL) werden
auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteingemische erfolgt zunéchst bei
100 V, nach Durchlaufen des Sammelgels bei 150 V in TGS-Pulffer.

91



B Methoden

B.2.2 Farbemethoden der SDS-PAGE Gele

B.2.2.1 Coomassie Farbung

Zur Anfirbung der Proteinbanden im Polyacrylamidgel wird das Gel tiber Nacht bei
Raumtemperatur in der Coomassie Farbelosung (A.3) unter Schiitteln inkubiert. Am
ndchsten Tag wird das Gel bis zur vollstindigen Entfarbung des Hintergrundes mit
Wasser gewaschen. Die Gele wurden dann eingescannt und mit der Software GelAna-

lyzer ausgewertet.

B.2.2.2 Silberfarbung

Fiir eine sensitivere Visualierung der Proteinbanden wird die Silberfarbung verwendet.
Das Gel wird fiir mindestens 20 min in Fixierer unter Schiitteln inkubiert. Anschlieflend
wird das Gel zweimal kurz mit Wasser gewaschen, um es dann fiir 2,5 min in Farmers
Reducer zu schwenken. Bis zur vollsindigen Entfarbung wird das Gel mit Wasser
gewaschen. Dann wird das Gel fiir 30 min in der Silbernitrat-Losung inkubiert und
anschlieffend erneut zweimal mit Wasser und einmal mit Natriumcarbonat-Losung
gewaschen. Die Entwicklung wird durch Zugabe der Formaldehyd-Losung gestartet.
Durch Zugabe der Essigsdure-Losung kann die Entwicklung bei gewiinschter Inten-
sitdit der Banden gestoppt werden. AnschliefSfend werden die Gele eingescannt. Alle

benotigten Losungen sind in A.3 aufgefiihrt.

B.2.3 Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Zur Gesamtproteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford wurde das Quick Start™
Bradford Protein Assay Reagenz von Bio-Rad (USA) verwendet. Es werden jeweils
20 uL der Probe und 300 uL des Bradford-Reagenz in das Well einer Mikrotiterplatte
gegeben. Die Platte wird 30 s geschiittelt und fiir 5 min im Multiskan GO inkubiert.
Anschliefiend werden die Proben bei 595 nm gemessen. Die Signalintensitidt vom je-
weiligen Puffer (Blank) wird von den zu vermessenden Proben subtrahiert. Anhand

einer Standardgeraden mit CalB, BSA oder Lysozym wird die Proteinkonzentration
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bestimmt. Zur Berechnung der Ergebnisse der vermessenen Proben wurden die in

Abbildung B.1 dargestellten Kalibrationsgeraden verwendet.

0,75 s
e BSA
= CalB
0,60 - A A |ysozym
Vasn= 3,995 + 0,026
0,45 -
<= Yous= 1,767 - 0,011

0,30

0,15

yLysozym

=0,521 + 0,008

Fp-

L L L B
0,3 0,4 0,5

Konzentration [g/L]

0,6

0,7

0,8

Abbildung B.1: Kalibrationsgeraden fiir Lysozym (0,0125 g/L - 0,75 g/L), CalB (0,0125 g/L - 0,2
g/L) und BSA (0,0125 g/L - 0,2 g/L).

B.3 Chromatographie

B.3.1 lonenaustauschchromatographie

Die Entwicklung der chromatographischen Methoden wurden an dem FPLC-System

Akta pure 25 L von GE Healthcare durchgefiihrt. Fiir die Ionenaustauschchromatogra-

phie wurde ein Anionenmembranadsorber Sartobind® Q 75 von Sartorius verwendet.

Die Flussrate bei allen Experimenten betrug 5 mL/min. Zundchst wurde der Membra-

nadsorber mit Laufpuffer fiir 15 CV (CV: column volume) equilibriert, dann erfolgte

die Probenaufgabe. Ungebundene Proteine wurden durch einen Waschschritt tiber 10

CV von der Membran gewaschen. Uber 20 CV wurde mittels eines linearen Gradienten

unter steigender Salzkonzentration (bis 1 M NaCl) eluiert. Dann wurde ein High Salt
Wash mit 1 M NaCl iiber 5 CV durchgefiihrt, bevor der Membranadsorber tiber 5 CV
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mit Laufpuffer re-equilibriert wurde. Die Elution wurde dann fiir jedes aufzureinigende
Protein optimiert und gegebenenfalls eine Stufenelution eingefiihrt. Die verwendeten
Puffer sind in Kapitel A.3 aufgelistet. Fiir die Aufreinigung von BSA wurde ein Kali-
umphosphatpuffer mit pH 7 und fiir die Aufreinigung von CalB ein Tris-Puffer mit pH

8,5 verwendet.

B.3.2 PCC-Einheit

Vor Verwendung der PCC-Anlage wurden einige Vorbereitungen getroffen. Die Metho-
de zur Aufreinigung des Zielproteins wurde bereits entwickelt und die Konzentration
der Feed-Losung an den Messbereich der PCC-Anlage angepasst. Alle Puffer wurden
bereits angesetzt: Puffer A, Puffer B und die Feed-Losung. Dann werden folgende

Schritte der Reihenfolge nach durchgefiihrt:

e Anschalten der Lichtquelle (Deuterium), Schalter auf close

e Mischkammer anschalten

e Fraktionssammler anschalten, 82 Tropfen einstellen
(entspricht 3 mL Fraktionen)

e Pumpschlduche einspannen und Pumpe anschalten:
Puffer A = Kanal 1, Puffer B = Kanal 2, Feed = Kanal 3

e Spektrometer Programm oceanopticsspeccontrol bzw. Photometer ocean optics
offnen

e Spektrometer starten in putty
e Putty 6ffnen: Hostname 10.115.1.166, STS Load, Open
e Passwort: tciewerk
e Starten mit ./start_spectrometer

e Das Programm modulare fplc 2.1 starten und Handsteuerung anschalten
(blinkt rot)

e Ventile priifen

e Das System manuell mit Puffer A fiillen (Schlduche A, B und Feed in Flasche
mit Puffer A)
Achtung! Die Schlduche konnen abplatzen, wenn Luft im System ist

e Die Membranadsorber (MA) einbauen (niedriger Fluss)

e Die MA manuell equilibrieren und den dark setzen, dann den Schalter an
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der Lichtquelle auf open und die reference im Spektrometer Programm
oceanopticsspeccontrol bzw. Photometer ocean optics setzen

Achtung! In putty kontrollieren, ob die reference gesetzt wurde

UV max bestimmen, indem die Feed-Losung in die Kiivette injiziert wird

e nach der Messung wieder durch Puffer A ersetzen und spiilen bis keine Luft
mehr im System ist

Aufnahme des Durchbruchs der Verunreinigung mit den MA durch manuelle
Ansteuerung der Pumpe und Ventile

e Die Feed-Losung wird auf je einen MA aufgetragen bis ein konstantes Plateau
der Verunreinigung erreicht wird

e Wiederholung fiir alle MA (oder je nach Aufwand fiir einen MA)

Problem: UV-Spektrometer sind nicht identisch, Standardabweichung: 4 %
Wenn UV . und UVverunreinigung bekannt sind, wird AUV errechnet:

AUV = UV ax - UVverunreinigang

Anschliefsend werden die Switching Conditions 1 und 2 berechnet, je nach
Trennaufgabe werde diese angepasst (vgl. Kapitel 2.2.3)

WiInSCP wird geoffnet

e Hostname: 10.115.1.166, Passwort: tcifplc

scl und sc2 werden in der aktuellen Datei ablauf3_bsalys.py in angepasst,

die Methode wird nochmals {iberpriift, evtl. Pausen anpassen

Die Handsteuerung im Programm modulare fplc 2.1 wird ausgeschaltet (wichtig!),
alle Ventile sind grau

Datenaufzeichnung im Spektrometer Programm oceanopticsspeccontrol bzw.
Photometer ocean optics in Grafik und Tabelle (Alt + C) stoppen

Der Versuch kann gestartet werden, indem die Datei modulare_FPLC_14.py
gestartet wird

e Datei modulareFPLC_14.py wéhlen und mit putty 6ffnen

e Passwort: tcifplc

e Der Versuch wird mit ./start gestartet (man sieht nicht, was das

Programm macht)

o Mit pythonTM modulare_FPLC_14.py kann verfolgt werden, was das
Programm macht (Verfolgung von Fehlern; wird empfohlen)

Die Datenaufzeichnung wird manuell im Spektrometer Programm

oceanopticsspeccontrol bzw. Photometer ocean optics gestartet, dazu wird der
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Record Button im Reiter Tabelle und Grafik gedrtickt
e Die Tabelle kann mit Alt + C geloscht werden
e Der Fraktionssammler kann maximal 80 Proben a 3 mL sammeln
e Wenn diese Tubes befiillt sind, miissen diese ausgetauscht werden
e Die andere Moglichkeit ist, den Schlauch in den waste zu hangen
e Der Versuch wird beendet, indem die Datei modulareFPLC_14.py mit
Strg + C gestoppt wird
e Die Pumpe muss manuell gestoppt werden, und die Regeneration
sowie das Waschen der Membranadsorber werden manuell im Modus Handsteuerung
des Programms Modulare FPLC durchgefiihrt
e Die Daten werden gespeichert, indem die Tabelle als .txt-Datei exportiert wird

e Rechtsklick auf Tabelle, Exportieren

B.4 Proteinexpression

B.4.1 Transformation mittels Hitzeschock-Methode

Das bereitgestellte Plamid mit der Gensequenz fiir CalB wurde mittels der Hitzeschock-
Methode in E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS transformiert. Es wurden 2 uL Vektor-DNA
(CNanodrop = 124,7 ng/uL) zu 50 uL Bakteriensuspension gegeben und fiir 30 min auf Eis
inkubiert. AnschliefSend erfolgte der Hitzeschock fiir 30 s bei 42 °C. Dann wurde die
Bakteriensuspension auf Eis gelagert und 250 uL vorgewadrmtes (37 °C) SOC-Medium
(Super Optimal Broth) dazugegeben. Anschlieffend wird die Bakteriensuspension bei
37 °C und 225 rpm fiir eine Stunde inkubiert. Die Suspension wurde auf LB-Agarplatten
mit Kanamycin unverdiinnt und in verschiedenen Verdiinnungsreihen (1/10 und 1/100)
ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden gepickt,

Glycerin-Stammkulturen erstellt und auf Proteinexpression untersucht.
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B.4.2 Glycerin-Stammkultur

Ein 100 mL Schiittelkolben mit 25 mL LB Medium und Kanamycin wurde mit einer
Einzelkolonie E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS angeimpft und bei 37 °C und 180 rpm
kultiviert. Bei Erreichen einer ODgy = 3,0 wurden 0,5 mL Kulturbrithe mit 0,5 mL 80
% (v/v) Glycerinlosung versetzt und in beschrifteten sterilen Gefrierkulturrohrchen bei
-80 °C gelagert.

B.4.3 Kultivierung im Schuttelkolben

Fiir die Vorkultur werden 20 mL TB-Medium mit 25 ug/mL Kanamycin mit einer
Einzelkolonie von einer Agar-Platte angeimpft und in einem 100 mL Schiittelkolben
mit Schikanen bei 37 °C und 180 rpm {iber Nacht kultiviert. Die 100 mL Hauptkultur
mit TB-Medium in 500 mL Schiittelkolben mit Schikanen wird mit einer Start-OD von
ODgo = 0,1 angeimpft. Die Kultivierung wurde bei 37 °C und 180 rpm durchgefiihrt. Die
Proteinexpression wurde in der exponentiellen Phase bei einer ODgyy zwischen 0,5 und
0,8 mit Isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Die Temperatur wird
auf 20 °C reduziert und die Proteinproduktion erfolgt fiir 24 h. Anschlieffend wurden
die Zellen durch Zentrifugation bei 5.000 xg fiir 15 min und 4 °C geerntet. Das Zellpellet
wurde bis zur weiteren Verwendung bei - 20 °C gelagert. Die Wachstumskurve fiir E.
coli Rosetta 2 (DE3) pLysS ist in Abbildung B.2 gezeigt.
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Abbildung B.2: Wachstumskurve von E. coli Rosetta 2 (DE3) pLysS in TB-Medium im 500 mL
Schiittelkolben mit Schikanen bei 37 °C und 180 rpm.

B.4.4 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Das abzentrifugierte Zellpellet wird gewaschen, erneut abzentrifugiert und dann im
gewlinschten Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgt mit der Ultraschallsonde
(Amplitude = 100 %, Zyklus = 0,6 s), wihrend die Proben auf Eis gelagert werden.

Der Aufschluss erfolgt bei kleinen Probenvolumina (0,3 mL) fiir 3 x fiir 45 s mit 30 s

Pause zwischen den Beschallungen und fiir grofie Probenvolumina (5 mL) fiir 10 x fiir
45 s mit 30s Pause zwischen den Beschallungen. Die Suspension wird anschliefiend

zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
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C Erganzende Daten

C.1 Programmablauf Modulare PCC

—s— coding: cpl252 —s—
Ablaufsteuerung fuer die modulare FPLC
erledigt :

2016 — 1.0 Grundgeruest; funktioniert
20.10.2016 — 1.1 Neue Klasse photometer
31.10.2016 — 1.2 Klasse pumpe erweitert
07.12.2016 - 1.3 Fraktionssammler eingebunden
12.12.2016 - 1.4 Neues Ventil V_F8

import mbclient_11 as mbclient
import Ismatec21 as ismatec
import logging

import time

import collections as col

###  KONSTANTEN  ###

ABLAURNAME = "ablauf3bsalys.py"

H#HHHAHRAHAHHHHHAFHAHH

logging .basicConfig(level = logging .DEBUG,
format = "%(asctime)s.[%(levelname)-8s].%(message)s",
datefmt = "%d.%m. %Y %d:%M%S")

class pumpe:
ni=0 # Instanz—Zaehler
def __init__(self ,port, kanal):
if pumpe.ni == 0: # Erste Instanz
pumpe.isma = ismatec.ismatec(port)
pumpe. isma . kanalmodus (1)
pumpe.ni = pumpe.ni +1
self.kanal = kanal
logging . info ("Neue.Pumpen—Instanz:_.Nr."+str (pumpe.ni)+"_Port."+port+"_Kanal."+str (kanal))
logging.info ("Pumpenversion:."+pumpe.isma.version(self.kanal))

de

=N

start(self):
pumpe.isma.start(self.kanal)

=N

def stop(self):

pumpe.isma.stop (self.kanal)

de

-

speedmodus(self):
pumpe. isma . speedmodus ( self . kanal)
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de

de

de

de

de

=N

N

-

=N

N

speed (self ,v):
pumpe.isma.speed (self.kanal,v)

ratemodus(self):
pumpe.isma.ratemodus(self.kanal)

rate(self ,r):
pumpe.isma.rate (self.kanal,r)

rechts (self):
pumpe.isma.direction (self.kanal, 'r")

links (self):
pumpe.isma.direction (self.kanal,’1")

class ventil:

ni=0

de

de

de

de

de

de

f

-

=N

f

=N

f

3*

Instanz—Zaehler
__init__(self ,ip, bit):
if ventil.ni==0: # erste Instanz
ventil.fbk = mbclient. client(ip,502)
ventil . fbk.start ()
self.bit = bit
ventil.ni = ventil.ni + 1
logging.info ("Neue.Ventil-Instanz:_.Nr."+str(ventil.ni)+"_IP."+ip+"_.Bit."+str(bit))

no(self):

ventil . fbk.sendBit(self.bit,0)
off (self):

ventil . fbk.sendBit(self.bit,0)

nc(self):
ventil.fbk.sendBit(self.bit,1)
on(self):
ventil . fbk.sendBit(self.bit,1)

status (self):
ventil. fbk.status ()

class photometer:

ni=0

de

de

de

de

f

N

f

-

# Instanz—Zaehler

__init__(self ,ip,nr):
if photometer.ni==0: # erste Instanz

photometer .mbc = mbclient. client (ip,502)

photometer .mbc. start ()
self.nr = nr
photometer.ni = photometer.ni + 1
logging . info ("Neue.Photometer—Instanz:_.Nr."+str (photometer.ni)+"_IP."+ip)

roh(self):
val = photometer.mbc.receiveWord (self.nr+10 + 3)
return val

absorbtion(self):
val = photometer.mbc.receiveWord (self .nr+10 + 2)/1000.0
return val

wait(self ,val , t):
self . fifo = col.deque()

while True: # Erzeugt Liste mit t+1 Elementen
self. fifo.append(self.absorbtion())
if t == 0:
break
t =t-1

time . sleep (1)
while True:
time.sleep (1)
self . fifo.popleft() # aeltestes Element entfernen
self . fifo.append(self.absorbtion())
mean = sum(self.fifo)/len(self.fifo)
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logging . info (str(mean))

if mean >= val:
break
return mean

HHH A Von Oben bitte Finger weg #############

def pause(sec):
time . sleep (sec)

# Konstanten :-—)

FBK_IP = "10.115.1.165"
MBC_IP = "10.115.1.162"
COMPORT = "/dev/ttyUSB0O"
#COMPORT = "coml1”
# Geraeteinstanzen

V_E1 = ventil (FBK_IP,0)
V_F1 = ventil (FBK_IP,1)
V.Ml = ventil (FBK_IP,2)
VM7 = ventil (FBK_IP,3)
V_F6 = ventil (FBK_IP,4)
V_M6 = ventil (FBK_IP,5)
V_E6 = ventil (FBK_IP,6)
V_F7 = ventil (FBK_IP,7)
V_F4 = ventil (FBK_IP,8)
VM5 = ventil (FBK_IP,9)
V_F5 = ventil (FBK_IP,10)
V_M4 = ventil (FBK_IP,11)
V_E5 = ventil (FBK_IP,12)
V_E4 = ventil (FBK_IP,13)
V_F2 = ventil (FBK_IP,14)
V_M3 = ventil (FBK_IP,15)
V_F3 = ventil (FBK_IP,16)
VM2 = ventil (FBK_IP,17)
V_E3 = ventil (FBK_IP,18)
V_E2 = ventil (FBK_IP,19)
V_F8 = ventil (FBK_IP,22)

# WAGO Feldbuskoppler fuer die Ventile
# Controller fuer die STS Spectrometer

Fraksam_EA = ventil (FBK_IP,20)
Fraksam_ES = ventil (FBK_IP,21)

Pump_1 = pumpe (COMPORT, 1)
Pump_2 = pumpe(COMPORT,2)
Pump_3 = pumpe (COMPORT, 3)
Pump_4 = pumpe (COMPORT, 4)

Photometer_1 = photometer (MBC_IP,1)
Photometer_2 = photometer (MBC_IP,2)
Photometer_3 = photometer (MBC_IP,3)

# Ablauf starten

logging.info(’Starte.Ablauf!:.’" + ABLAURNAME)

execfile (ABLAUFNAME)

while True:

print Photometer_1.roh()

print Photometer_1.absorbtion ()

time. sleep (1)
# Testablauf """
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C.2 Programmablauf BSA

# —x— coding: cpl252 —x—
# Beladung MA1 bis MA3

# Switching Conditions eingeben

SC1_1 =
SC2_1 =
SC1.2 =
SC2.2 =
SC1.3 =
SC2_3 =

def Init

0.627
1.005
0.627
1.005
0.627
1.005

0:

Pump_1.stop (

)
Pump_2.stop ()
)

Pump_3. stop (

Pump_4.stop ()

Pump_1.ratemodus ()

Pump_2. ratemodus ()

Pump_3. ratemodus ()

Pump_4.ratemodus ()

Fraks

am_EA .on ()

pause(5)

Fraks

de

-

am_EA . off ()

Stop_Pumps () :

Pump_1. stop (

Pump_3. stop (

)
Pump_2.stop ()
)
)

Pump_4. stop (

de

=N

FeedMA1 () :

Stop_Pumps ()

V_F1

V_M1.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_F4.
V_F5.
V_F7.
V_Fe6.
V_F8.

.no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()

Pump_3.rate (5)

Pump_3.start ()

-

de

FeedMATMA2 () :

Stop_Pumps ()

V_F1

V_M1.
V_M7.

V_M2

V_F3.
V_F2.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_F6.
V_F8.

.no()
no ()
no ()
.no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()

no ()

Pump_3. rate (5)

Pump_3.start ()

def FeedMA2WashMA1 () :
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de

de

-

-

Stop_Pumps ()
.nc()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5
V_F4.
V_F7.
V_E1
V_ML.
V_M7
V_M2.
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (5)
Pump_3.start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()
Fraksam_ES.on ()

FeedMA2EluteMA1 () :
Stop_Pumps ()
.nc ()

V_F1
V_F2.
V_F3.
VM3,
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_F7.
V_E1
V_M1.
V_M7.
VM2,
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (5)
rate (8.6)
Pump_3.start ()

Pump_2.
Pump_2.start ()
FeedMA2MAB3EluteMA1 () :

Stop_Pumps ()
.nc()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_MI1.
V_M7.
V_M2.
V_E2.
V_E3.

no ()
no ()
no ()
no ()

.no()

no ()
no ()

.no()

nc ()

.no()

nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.no()

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()

no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()

.no()

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
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de

de

de

f

f

-

V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (5)
Pump_3. start ()
Pump_2.rate (8.6)
Pump_2.start ()
FeedMA2MA3WashMA1 () :
Stop_Pumps ()

.nc()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_Ml.
V_M7.
V_M2.
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_Fé6.
V_F8.

Pump_3.rate (5)
Pump_3. start ()
rate (8.6)
Pump_1.start ()

Pump_1.

FeedMA3WashMA2 () :
Stop_Pumps ()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()

FeedMA3EluteMA2 () :
Stop_Pumps ()

V_F1.
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()

no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()

.no()

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()

.nc()

nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.nc()

nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
no ()

nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
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de

-

def

V_M5.
V_Mé6
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_M3
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_Eé6.
V_F6
V_F8.
Pump.

Pump_2.start ()

FeedMA3MA1EluteMA2 () :
Stop_Pumps ()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.
V_M5.
V_M6.
V_F6.
V_F7.
V_M7.
V_F8.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_E6.

Pump_3.rate (5)
 3.start ()

Pump_2.rate (8.6)
Pump_2.start ()

Pump.

FeedMA3MA1WashMA2 () :
Stop_Pumps ()
.nc()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.
V_M5.
V_M6.
V_F6.
V_F7.
V_M7.
V_F8.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_E6.

Pump_3.rate (5)
Pump_3.start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()

no ()

.no()

no ()

.nc()

nc ()
ne ()

.nc()

nc ()
no ()
no ()

nc ()

.no()

no ()

.nc()

nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()

.nc()

nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()

nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()

.nc()

nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()

_3.rate(5)

Pump_2.rate (8.6)
Pump_3.start ()

105



C Ergdnzende Daten

def FeedMA1WashMA3() :
Stop_Pumps ()

de

de

-

-

V_F1
V_MI1.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_F4.
V_F5.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_M5.
V_M6.
V_Eé6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.

FeedMA1EluteMA3 () :
Stop_Pumps ()
.no ()

V_F1
V_ML.
V.M7.
VM2,
V_F3.
V_F2.
V_F4.
V_F5.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_M5.
V_Mé.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (5)
rate (8.6)
Pump_3.start ()

Pump_2.
Pump_2.start ()
FeedMATMA2EluteMA3 () :

Stop_Pumps ()
.no()

V_F1
V_ML.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_M3
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.

.no()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()

.nc()

nc ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
nc ()

no ()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()

.nc()

nc ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()

no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()

.no()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.nc()

nc ()

no ()

rate (5)
Pump_3.start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()
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V_E4.nc()
V_E5.nc()
V_M5.nc()
V_M6.nc()
V_E6.no()
V_F6.nc()
V_F8.no()
Pump_3.rate (5)
Pump_3.start ()
Pump_2.rate (8.6)
Pump_2.start ()

def FeedMATMA2WashMA3 () :
Stop_Pumps ()
V_F1l.no()
V_Ml.no()
V_M7.no()
V_M2.no()
V_F3.nc()
V_F2.nc()
V_M3.no ()
V_M4.no()
V_F5.no()
V_F4.no()
V_M5.no()
V_Mé6.no ()
V_F7 .no()
V_El.nc()
V_E2.nc()
V_E3.no()
V_E4.nc()
V_E5.nc()
V_M5.nc ()
V_Mé6.nc ()
V_E6.no()
V_F6.nc()
V_F8.no()
Pump_3.rate (5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()

# Start des Zyklus
print "Starte.den.zyklischen.Prozess"
Init ()

FeedMA1 ()
Photometer_1.wait(SC1_1,3)

FeedMAIMA2 ()
Photometer_1.wait(SC2_1,3)

while True:

FeedMA2WashMA1 ()
pause(188)

FeedMA2EluteMA1 ()
Photometer_2.wait(SC1_2,3)

FeedMA2MABEluteMA1 ()
pause(102)

FeedMA2MA3WashMA1 ()
Photometer_2.wait(5C2_2,3)

FeedMA3WashMA?2 ()
pause(188)
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C.3 Programmablauf CalB

FeedMA3EluteMA2 ()
Photometer_3.wait(SC1_3,3)

FeedMA3MA1EluteMA2 ()
pause(102)

FeedMA3MA1WashMA2 ()
Photometer_3.wait(5C2_3,3)

FeedMATWashMA3 ()
pause(188)

FeedMA1EluteMA3 ()
Photometer_1.wait(SC1_1,3)

FeedMATMA2EluteMA3 ()
pause(102)

FeedMAIMA2WashMA3 ()
Photometer_1.wait(SC2_1,3)

# —x— coding: cpl252 —s—
# Beladung MA1 bis MA3

# Switching Conditions eingeben

SC1_1 = 0.116
SC2_1 = 0.452
SC1_2 = 0.116
SC2_2 = 0.452
SC1.3 = 0.116
SC2_3 = 0.452

def Init():

de

de

-

-

Pump_1. stop ()
Pump_2. stop ()
Pump_3.stop ()
Pump_4.stop ()
Pump_1.ratemodus ()
Pump_2. ratemodus ()
Pump_3. ratemodus ()
Pump_4.ratemodus ()
Fraksam_EA .on ()
pause(5)
Fraksam_EA. off ()

Stop_Pumps () :
Pump_1. stop ()
Pump_2.stop ()
Pump_3. stop ()
Pump_4.stop ()

FeedMA1() :
Stop_Pumps ()
V_F1l.no()
V_Ml.no()
V_M7.no ()
V_M2.no ()
V_F3.no()
V_F2.no()
V_F4.nc()
V_F5.nc()
V_F7.no()
V_F6.nc()
V_F8.no()
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de

de

de

f

f

&N

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()

FeedMAIMA2() :
Stop_Pumps ()
.no ()
V_ML.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_Mé.
V_F7.
V_F6.
V_F8.
Pump_3.rate (2.5)
Pump_3.start ()

V_F1

FeedMA2WashMAL1 () :
Stop_Pumps ()

.nc()
V_F2.
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_F7.

V_F1

V_E1

FeedMA2EluteMA1 () :
Stop_Pumps ()

.nc()
V_F2.
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_F7.

V_F1

V_E1

no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
no ()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.no()
V_M1.
V_M7.
V_M2.
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.
V_F8.
Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()
Fraksam_ES.on ()

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.no()
V_M1.
V_M7.
V_M2.
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()

nc()
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de

-

def

def

V_F8.

no ()

Pump_3.rate (2.5)
Pump_2.rate (1.72)
Pump_1.rate (6.88)

Pump.

3.start()

Pump_2.start ()

Pump_1.start ()

FeedMA2MA3EluteMA1 () :

Stop_Pumps ()

V_F1
V_F2
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_Ml1.
V_M7.
V_M2.
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_Eé6.
V_F6.
V_F8.

.nc()

.no()

no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()

.no()

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3.start ()
Pump_2.rate (8.6)
Pump_2. start ()

FeedMA2MA3WashMA1 () :

Stop_Pumps ()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_MI1.
V_M7.
V_M2.
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_Fé6.
V_F8.

.nc()

no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()

.no()

nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()
no ()

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()

FeedMA3WashMA2 () :
Stop_Pumps ()

V_F1.
V_F2.
V_F3.
V_F4.

nc ()
ne ()
nc ()

no ()
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de

de

=N

=N

V_F5.

V_M5

V_E1

V_E3

V_E6

Pump_3.
Pump_1.
Pump_1.

FeedMA3EluteMA2 () :
Stop_Pumps ()

.nc()
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.
V_M5.
V_Mé6.
V_F7.

V_F1

V_E1

Pump_2.
Pump_1.
Pump_3.
Pump_2.
Pump_1.

FeedMA3MAI1EluteMA2 () :
Stop_Pumps ()

V_F1

V_E1

no ()

.no ()
V_Me6.
V_F7.

no ()
no ()

.nc()
V_E2.

ne ()

.nc ()
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.

nc ()
nc ()
no ()
no ()

.nc()
V_F6.
V_F8.
Pump_3.

no ()
no ()

nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.nc()
V_E2.
V_E3.
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
V_F6.
V_F8.
Pump_3.

nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()
no ()
no ()

.nc()
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.
V_M5.
V_M6.
V_F6.
V_F7.
V_M7.
V_F8.
.nc ()
V_E2.
V_E3.
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_E6.
Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()

Pump_2.rate (8.6)

nc()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()

nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
nc ()

rate (2.5)
start ()
rate (8.6)
start ()

rate (2.5)
rate (1.72)
rate (6.88)
start ()
start ()
start ()
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de

de

de

f

f

-

Pump_2.start ()

FeedMA3MAIWashMA2 () :
Stop_Pumps ()

V_F1
V_F2.
V_F3.
V_F4.
V_F5.
V_M5.
V_M6.
V_F6.
V_F7.
V_M7.
V_F8.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_M3.
V_M4.
V_E4.
V_E5.
V_E6.

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()
FeedMATWashMA3 () :
Stop_Pumps ()

V_F1
V_MI1.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_F4.
V_F5.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_M5.
V_M6.
V_Eé6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)
Pump_1.start ()
FeedMA1EluteMA3 () :
Stop_Pumps ()

V_F1
V_MI1.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_F4.
V_F5.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.

.nc()

nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()

.nc()

nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()

nc ()

.no()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()

no ()

.nc()

nc ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()

.no()

no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()

.nc()

nc ()
no ()
nc ()

nc()
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de

-

def

V_M5.
V_M6.
V_E6.
V_Fé6.
V_F8.

Pump_3.rate (2.5)
Pump_2.rate (1.72)
Pump_1.rate (6.88)
start ()
Pump_2.start ()

Pump_3.
Pump_1.start ()
FeedMATMAZ2EluteMA3 () :

Stop_Pumps ()
.no()

V_F1
V_ML.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_M5.
V_M6.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()
Pump_2.rate (8.6)
Pump_2.start ()
FeedMAIMA2WashMA3 () :
Stop_Pumps ()

V_F1
V_Ml1.
V_M7.
V_M2.
V_F3.
V_F2.
V_M3.
V_M4.
V_F5.
V_F4.
V_M5.
V_M6.
V_F7.
V_E1
V_E2.
V_E3.
V_E4.
V_E5.
V_M5.
V_M6.
V_E6.
V_F6.
V_F8.

Pump_3.rate (2.5)
Pump_3. start ()
Pump_1.rate (8.6)

nc ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()

no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.nc()

nc ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()

.no()

no ()
no ()
no ()
nc ()
nc ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()
no ()

.nc()

nc ()
no ()
nc ()
nc ()
nc ()
nc ()
no ()
nc ()
no ()
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Pump_1.start ()

# Start des Zyklus’

print "Starte.den.zyklischen.Prozess"

Init ()

FeedMAI ()

Photometer_1.wait(SC1_1,3)

FeedMAIMA2 ()

Photometer_1.wait(SC2_1,3)

while True:

FeedMA2WashMAT1 ()
pause(150)

FeedMA2EluteMA1 ()

Photometer_2.wait(SC1_2,3)

FeedMA2MA3EluteMA1 ()

pause(300)

FeedMA2MA3WashMAI ()

Photometer_2.wait(SC2_2,3)

FeedMA3WashMA2 ()
pause(150)

FeedMA3EluteMA2 ()

Photometer_3.wait(SC1_3,3)

FeedMA3MA1EluteMA2 ()

pause(300)

FeedMA3MA1WashMA?2 ()

Photometer_3.wait(5C2_3,3)

FeedMA1WashMA3 ()
pause(150)

FeedMA1EluteMA3 ()

Photometer_1.wait(SC1_1,3)

FeedMATMAZ2EluteMA3 ()

pause(300)

FeedMAIMA2WashMA3 ()

Photometer_1.wait(SC2_1,3)
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D Mitarbeit an Experimenten

Im Rahmen der Promotion betreute Abschlussarbeiten, aus denen Ergebnisse in die

vorliegende Dissertation eingeflossen sind, sind im Folgenden aufgefiihrt.

Funmilola Josephine Heinen, Bachelorarbeit: Produktion der Lipase CalB in E. coli
zur Immobilisierung auf beschichteten Tragermaterialien, im Fach Life Science an der
Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover, 02/2015 - 04/2015.

Insa Haacke, Bachelorarbeit: Produktion und Aufreinigung der Lipase CalB aus E. coli,
im Fach Life Science an der Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover, 02/2016
- 04/2016.

Chantal Marie Bramer, Masterarbeit: Periodic counter-current Chromatographie - Kon-
tinuierliche Aufreinigung von Modellproteinen mit Membranadsorbern, im Fach Phar-
maceutical Biotechnology der Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften Hamburg,
08/2016 - 02/2017.

Die Masterarbeit von Chantal Bramer wurde in Kooperation mit der Hochschule fiir
Angewandte Wissenschaften Hamburg (HAW Hamburg) durchgefiihrt. Dieser Mas-
terarbeit sind Ergebnisse entnommen, die in Kapitel 4 aufgefiihrt und entsprechend

zitiert sind.
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