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Vorwort
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Zusammenfassung

Die chromatographische Reinigung von Proteinen aus Fermentdionslésungen hat sich von
einer in der Anfangszeit mehr empirischen Verfahrensweise zu einer etalierten Technologie
entwickelt. Wahrend friher nur die Gewinnung des Proteins (unabhdngig von der
quantitativen Ausbeute) im Vordergrund stand, wird heute eine maximale Ausbeute bei der
Durchflihrung der grofdtechnischen chromatographischen Trennprozesse angstrebt.

Das wichtigste Element einer Chromatographieanlage ist das Trdgermedium oder das Gel,
auf welchem die jeweilige Trennung durchgefiihrt wird. Das Tragermaterial muss zur Abtren

nung eines gewulnschten Proteins besonderen Anforderungen genigen:

Eine gute Selektivitat fir das zu Zielprotein
Eine ausreichende mechanische Stabilitat (Druckstabilitat)
Chemische Stabilitét (insbesondere gegeniber alkalischen Lésungen)

Nichtdenaturierende Wechselwirkungen mit Proteinen

o B 0N~

Eine hohe spezifische Bindungskapazitat (auch als dynamische

Proteinbindungskapazitat bezeichnet)

Die gleichzeitige Erfullung aller Parameter erscheint nicht mdglich, da sich einige dieser
Kriterien gegenseitig ausschlielen. So ist z.B. ein sehr hydrophiles Gel haufig nicht stail
genug, da der Vernetzungsgrad der Polymerketten untereinander zu gering ist. Die mecha
nisch stabileren PolystyrolDivinylbenzolgele sind jedoch zu hydrophob, so dass sie nicht
ohne nachfolgende Derivatisierungen, welche die Biokompatibilitdt erhéhen,zur Reinigung
von Proteinen verwendet werden kénnen.

Die dynamische Proteinbindungskapazitat von Gelen charakterisiert die Bindungskapazitat
von Tragermaterialien unter Prozessbedingungen. Sie ist keine Konstante, sondern nimmt
mit steigendem linearem Fluss ab. Ursache dafur ist der zeitraubende Diffusionsprozess der
Proteine in den Poren. Man verwendet deshalb makropadse Gele mit mittleren
Porendurchmessern von mehr als 100 nm, welche die Diffusion weniger behindern. Doch mit
zunehmender Porengréfle nimmtauch die verfligbare Oberflache fir die Funktionalisierung
mit Liganden ab, wodurch die spezifische Bindungskapazitat wiederum einschrankt wird.
Eine Losung dieser Probleme ist die Kombination eines mechanisch stabilen Tragerpartikels
als Kern mit einer hydrophilen Polymerbeschichtung. Die Herstellung solcher
Beschichtungen erfordert die Verwendung von speziellen Derivatisierungstechniken: Pfropf
polymerisationen, die von der Geloberflache gestartet oder zur Geloberflache Ubertragen
werden kdénnen. Vom Autor wurden Polymerisationsverfahren entwickelt, welche die

Beschichtung sowohl von Gelen als auch von Membranen mit 2,3Epoxypropylmethacrylat
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ermoglichen. Durch nachfolgende polymeranaloge Reaktionen konnten verschiedene
Tragermaterialien hergestellt werden.Ein Teil dieser Gele ist kommerzialisiert.
Polymerbeschichtete Tragermaterialien haben Vorteile gegenliber den nach herkémmlichen
Verfahren beschichteten Trégern. Neben der Verbesserung der mechanischen Stabilitat
kann eine hohe dynamische Bindungskapazitat auf einer kleinen Oberflache realisiert
werden. Das ist bei der chemischen Modifikation von Membranen wesentlich, da diese
grundsatzlich kleine spezifische Oberflachen besitzen. Durch die polymere Beschichtung der
Oberflachen konnten Membranadsorber mit vergleichsweise hoher Bindungskapazitat
hergestellt werden.

Bei polymermodifizierten Trdgermaterialien Ubernehmen die gebundenen Polymerketten die
Funktion eines hydrophilen Spacers. (Ein Spacer unterbindet den Kontakt von Proteinen mit
der Oberfldche und erhdht gleichzeitig die Selektivitéat.) Dadurch ertbrigt sich die Einfuhrung
des sonst in der Affinitdtschromatographie Ublichen Spacers mit sechs Kohlenstoffatomen in
einer aliphatischen Kette.

Die Herstellung von polymermodifizierten Tragermaterialien efordert jedoch die Einhaltung
bestimmter Randbedingungen bei ihrer Herstellung:

Die Masse des Beschichtungspolymers von polymermodifizierten Tragermaterialien durch
[&uft ein Optimum und ist eine Funktion der Wechselwirkungen des Basismaterials mit dem
Pfropfpolymer. Beim Uberschreiten eines Grenzwertes der Masse des Beschichtungs
polymers kommt es zur Ausbildung einer porenfillenden, ionischen Hydrogelstruktur.
Dieses ionische Hydrogel ist die Voraussetzung fir die Realisierung einer hohen
Gleichgewichtsproteinbindungskapazitat, da sie eine Adsorption der Proteine im gesamten
Porenraum und nicht nur in einer Monolage auf der spezifischen Oberflache des Sorbens
ermoglicht.

Die Geschwindigkeit des Transports von Proteinen in porésen Tragern wird jedoch durb
bestimmte Widerstdnde eingeschrankt. Hierbei handelt es sich um den Einfluss der
Reaktionskinetik, der Poren- und Oberflachendiffusion sowie der Filmdiffusion. Die
mathematische Beschreibung des Adsorptionsprozesses kann durch komplexe Modelle
erfolgen, welche numerisch gelést werden mussen. Mit entsprechenden Vereinfachungen,
wie der Annahme irreversibler Isothermen und von jeweils nur einem bestimmenden
Transportmechanismus kénnen einfache analytische Gleichungen abgeleitet werden. Bei der
Analyse der Konzentrations-Zeit-Daten im Batchversuch von polymerbeschichteten
lonenaustauscherpartikeln konnte vom Autor gezeigt werden, dass die Porendiffusion der
bestimmende Transportmechanismus in einem Hydrogel ist.

Die offene Hydrogelstruktur innerhalb einer Patikelpore behindert die Diffusion von
Proteinen mit entgegengesetzter Ladung nicht, schliel3t aber gleichnamig geladene Proteine
aus.



Die dreidimensionale Anordnung der Liganden verkirzt die Diffusionswege in den Poren,
was einen schnelleren Transport inden Poren zur Folge hat. Dieses Verhalten trifft allerdings
nur fir die Batchadsorption zu. Bei der Verwendung polymermodifizierter Tragermaterialien
in gepackten Saulen wird die dynamische Bindungskapazitdt durch die Filmdiffusion der
Proteine in der duReren Polymerhille der Partikel verschlechtert. Jedoch kann durch eine
genaue Abstimmung des Beschichtungsgrades und die Verwendung von sehr hydrophilen
Polymeren dieser Effekt klein gehalten werden.

Durch die Verlagerung der Adsorption in den Auenbereich ar Partikel mittels polymerer
Beschichtungsverfahren kann eine Beschleunigung des Adsorptionsprozesses erreicht
werden. Trotz aller Bemihungen gelingt es jedoch nicht die Diffusionsprozesse in Partikeln
zu unterdricken. Somit sind die Mdglichkeiten beim ,[esign® von porésen Partikeln nahezu
ausgeschopft. Neue Anséatze sind die Verwendung von Tragermaterialien in denen die
Transportprozesse konvektiv sind. Das sind Membranen oder monolithische
Tragermaterialien.

Vom Autor wurden chemisch-modifizierte Membranen mit hoher
Gleichgewichtsbindungskapazitat entwickelt. Die dynamische Bindungskapazitat dieser
Materialien ist unabhangig vom linearen Fluss. Allerdings ist die erfolgreiche Uberfiihrung
solcher Systeme bisher an technologischen Schwierigkeiten gescheitet. Das betrifft
insbesondere die Verfahrenstechnik der Anwendung und die preiswerte Herstellung. Diese
Hurden kénnten aber in Zukunft Gberwunden werden. Insgesamt kann festgestellt werden,
dass es noch einen betréchtlichen Entwicklungsbedarf bei der Herstdlung und Anwendung
von Tragermaterialien flur die Reinigung von Proteinen gibt und die Anforderungen in Zukunft

noch steigen werden.
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1 Einfuhrung

Die Biotechnologie ist keine Entwicklung der letzten Jahrzehnte. Betrachtet man die Wai-

herstellung oder die Herstellung von Kase als biotechnologische Verfahren, so werden die
Stoffwechselprozesse von Zellen schon seit 5000 Jahren zur Herstellung von Dingen des
taglichen Bedarfes genutzt [1]. Die biokatalytischen Eigenschaften von Zellen eméglichen

die Durchfihrung von Reaktionen unter schonenden Bedingungen. In den Zellen sind die
sogenannten Enzyme die Katalysatoren. Enzyme sind Proteine. Diese sind Homopolymere
welche aus 20 essentiellen Aminosduren aufgebaut sind. Die Synthese der Progéine wird in

den Ribosomen jeder Zelle durchgefiihrt und erfolgt nach einem Programm welches in
seinem Muster flr alle Organismen gleich ist. Es war deshalb naheliegend Gene von einem
Organismus in den anderen zu Ubertragen. Das gelang erstmalig im Jahr 198 [2]. Man

bezeichnet diese Verfahrensweise als Gentechnik oder Rekombination.

Die Mdglichkeiten der Gentechnik sind gro3. Es kénnen Proteine von Wirbeltieren in Bakte

rien oder Hefe gezlchtet werden. Diese Zellen wachsen schneller als kdrpereigene Zellen
und exprimieren gréRere Mengen eines Zielproteins. Jedoch nicht nur gentechnisch
hergestellte Enzyme sind in der Biotechnologie von Bedeutung. Den gréten Anteil an
gentechnisch erzeugten Produkten machen Antikdérper und Peptidhormone, hier zum
Beispiel Insulin, aus. Durch gentechnische Verfahren kénnen neue Medikamente gegen
bisher nicht heilbare Krankheiten wie die Alzheimersche Krankheit oder bestimmte Arten von
Krebs hergestellt werden, welche heute noch nicht zur Verfigung stehen. Wahrend es 1982
nur ein zugelassenes gentechnisch erzeugtes Pharmaprodukt auf dem Markt gab (Insulin)
sind es heute 43 und es sind vermutlich etwa 350 in den nachsten zwei Jahren zu erwarten.
Neben Pharmaprodukten kédnnen auch leistungsféhigere Pflanzen und kinstliche Organe
hergestellt werden. Die Liste der Vorteile der Gentechnik ist lang. Wenn man das 20.
Jahrhundert als das Jahrhundert der Informationstechnik bezeichnet, so ist das 21.
Jahrhundert vielleicht dasjenige des Aufbruchs in die Bie- und Gentechnologie [3].

Die Herstellung von pharmazeutischen Wirkstoffen ist immer mit einer Reinigung der
Produkte verbunden. Erschwerend bei der Isolierung von Produkten aus biologischen
Materialien ist die Tatsache, daR die Anzahl der unerwiinschten Komponenten haufig gréfier
als 1000 ist und die rekombinanten Proteine nur in sehr verdinnter Form anfallen.

Das erfordert selektive und schnelle Reinigungsverfahren. Chromatographische Verfahren
sind sowohl selektiv und schnell als auch schonend und werden deshalb zur Produkt

isolierung von Proteinen und Peptiden in der Analyse als auch in Produktionsverfahren

eingesetzt. In dem Male wie die Bedeutung der Gentechnologie wéchst wird auch die
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Bedeutung der chromatographischen Reinigung zunehmen. Die Herstellung von
Chromatographiematerialien ist ein mittlerweile etablierter Industriezweig.

Die Trennung und Isolierung von niedermolekularen Verbindungen ist gut untersucht. Die
Isolierung von Proteinen ist aber weitaus schwieriger. Zur Lésung aller Trennprobleme ist
deshalb eine grolie Palette von Trdgermaterialien erforderlich. Manche Firmen haben mehr
als 1000 Produkte in ihren Katalogen [4]. Man kann jedoch der Komplexitdt der Trennpre
zesse auch durch ein entsprechendes Design von einigen wenigen ausgewahlten Trager
materialien gerecht werden, sodafl} diese fiir viele verschiedene Applikationen gut geeignet

sind. Die Entwicklung solcher "Plattformtrégermaterialien” war ein Anliegen dieser Arbeit.

1.1 Der HerstellungsprozeR von biotechnologischen Produkten

Die Zielprodukte eines biotechnologischen ode gentechnologischen Produktionsverfahrens
sind biologisch aktive Substanzen. Die Herstellung solcher Molekiile erfolgt im Wesentlichen
in zwei Stufen: 1. Die Anzucht einer Zellmasse welche das gewiinschte Molekil enthélt und
2. Die Abtrennung und Reinigung. Der zweite Schritt ist der wichtigste Teil der Herstellung
und verursacht die meisten Kosten [5].

Zur Aufreinigung biotechnisch produzierter Produkte kénnen eine Vielzahl unterschiedlicher
Chromatographie- und Elektrophoreseverfahren, sowie membranvermitelte- und Phasense-

parationsprozesse eingesetzt werden. Das Problem der Proteinreinigung besteht darin, eine
einzelne Proteinspezies in seiner nativen, wirksamen Konformation aus einer Vielzahl von
Makromolekilen, die alle in ihren Eigenschaften sehr ahnich sind, abzutrennen. In einer
E.coli Zelle kénnen beispielsweise ca. 3000 bis 4000 verschiedene Proteine synthetisiert
werden. Aber nur eines dieser Proteine soll isoliert werden.

Proteine sind nicht die einzigen Biomolekile, die abgetrennt werden misse. Eine

reprasentative Biotrockenmasse setzt sich im Durchschnitt wie folgt zusammen [6]:

- Protein 55 %

- RNA 20 %

-DNA 3 %

- Lipide 9 %

- Lipopolysaccharide 3,5 %
- Peptidoglycan 2,5 %

- niedermolekulare Metabolite, Cofaktoren und lonen ca. 3 %

Der Anteil des Zielproduktes am Gesamtprotein liegt in einer Fermentationslésung oft unter

einem Prozent. Folglich missen Rehigungsschemata erstellt werden, in deren Ergebnis
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Anreicherungsfaktoren von 100 bis 10000 erreicht werden. Das Reinigungsregime kannin

drei Phasen unterteilt werden:

- Primaraufreinigung
- Feinreinigung

- Endreinigung

Fur rekombinante Proteine unterscheiden sich die Priméraufreinigung und Feinreinigung
kaum von den entsprechenden Verfahren zur Isolierung nicht rekombinationstechnish

hergestellter Proteine.

Ziel der Primarreinigung ist die Gewinnung einer angereicherten Wirkstoffsuspension,
entweder aus der Kulturldsung oder nach dem Zellaufschluf3. Hier erfolgt eine entscheidende
Volumen- und Massenreduktion. Die Entfernung der Zelbruchstiicke erfolgt durch

Zentrifugation, Filtration und wéssrige Zweiphasenverteilungssysteme.

Wahrend der Feinreinigung und in der Endreinigung wird der Wirkstoff durch hochselektive
Separationsschritte weiter angereichert beziehungsweise in eine stabile lagerfahige Form

uberflihrt. Besonders effektiv sind hierbei chromatographische Methoden [8]. Eine Ubersicht
Uber die wichtigsten chromatographischen Verfahren und ihrer Trennprinzipien zeigt Tabelle

1.1:

Tabelle 1.1: Prinzipien von chromatographischen Reinigungsverfahren

Separationstechnik Physikalisches Trennprinzip Kapazitat

Chromatographie

lonenaustausch lonenladung hoch

Grolkenausschluss hydrodynamische Volumen niedrig

Hydrophobe Hydrophobizitat hoch

Adsorptions Oberflacheneigenschaften mittel

Affinitat

Metallionenaffinitat Koordination (Histidin) hoch
Thiophile Adsorption Koordination, Hydrophobizitat mittel
Farbstoffaffinitat spezifische Bindung mittel
Immunaffinitat- Antigen-, Antikdrper-Reaktion hoch
Protein A und Protein G gruppgnspemﬂsche Bindung von hoch

Antikérpern
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Fur einen chromatographischen Trennprozess ist ein sogenanntes Tragermaterial
erforderlich. Ein Chromatographiematerial fir lonenaustausch, hydrophobe Chromatographie

und Affinitat ist folgendermalien aufgebaut [9:

1. Ein polymerer pordser Feststoff ist die Grundstruktur. Ist die geometrische Form

kugelférmig, bezeichnet man dieses Medium als Gel oder Harz.

2. Ein sogenannter Ligand, d.h. ein Molekil welches mit einem Ende an der Trager
oberflache befestigt istund mit dem anderen Ende eine spezifische Adsorption von

Molekilen erméglicht.

Alle chromatographischen Trennverfahren werden in vergleichbarer Weise durchgefihrt: Ein
Gel oder ein anderes Tragermaterial (es kénnen auch Monolithen, Membranen oder
Schwamme sein) wird in eine Glas-oder Kunstoffrohre geflillt oder in ihr befestigt und eine
Lésung wird durchgepumpt. Die Zielprodukte werden gebunden und kénnen mit kompetitiven
Lésungen wieder eluiert werden. Sie werden mit geeigneten Detektoren quantitativ und
qualitativ bestimmt. Pumpen, Verbindungen, S&ulen, Detektoren und Probenaufgabe sowie
Probenaufnahme stellen die "Hardware" eines chromatographischen Reinigungsprozesses
dar. Das Tragermaterial ist die "Software" und muss auf jeden Trennprozess speziell
abgestimmt werden.

Die bevorzugt verwendeten Formen der Tragermaterialien in der industriellen Praxis sind
pordse Partikel mit mittleren Gréien von 10 bis 300 um und mit Porendurchmessern von 10
bis 1000 nm.

Ein grofler Teil aller Gele wird durch Polymerisatonsreaktionen produziert. Im Gegensatz zu
technischen Massenpolymerisaten missen die Reaktionsprodukte hier Kugelform besitzen
und kdnnen pordés sein [10]. Das sind grundlegende Voraussetzungen fir Biochromatogra
phiegele. Funktionelle Gruppen kénnen entweder direkt durch die Verwendung geeigneter
Monomere oder durch die Herstellung eines Compositgels erfolgen. Ein Composi
Tragermaterial verbindet gute Eigenschaften eines Basismaterials mit der Funktionalitat
einer geeigneten Beschichtung.

Das Syntheseverfahren eines Composittragers ist zweistufig. Im ersten Schritt wird ein
stabiles Basismaterial hergestellt. In einem nachfolgenden Syntheseschritt wird dann ein
geeignetes Beschichtungspolymer aufgebracht.

Der prinzipielle Aufbau eines Composittragers ist h Abbildung 1.1 dargestellt:
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Polymere Beschichtung

Poroses Basismaterial

Abb.1.1: Polymer-beschichtetes Partikel (Composittrdger)

Die Herstellung und Charakterisierung solcher Gele wurde vom Autor seit 1990 bei der Fa.

Merck KGaA durchgefihrt.

Die Gele tragen den Handelsnamen Fractogel® EMD und einen Zusatz der auf die
entsprechende Funktionalitdt hinweist (z.B. DEAE oder Chelat, entsprechend der Art des
Liganden) [11] und den Literaturnamen Tentakelgelé'. Dieser Begriff wurde aus der
Vorstellung abgeleitet, dass auf die Oberfliche eines Tragermaterials Polymerketten
gebunden werden bei denen, &hnlich wie an den Fangarmen eines Tintenfisches die
Saugnépfe, die Liganden an den Seitenketten hdngen.

Die ersten Gele dieser Familie waren lonenaustauschermaterialien [12] Die Technik der
Derivatisierung wurde dann auch auf die Herstellung von Affinitatsgelen, Gelen fir die
hydrophobe Interaktionschromatographie und die Grélenausschlusschromatographie [13]
Ubertragen. Die Technologie ist vom Autor patentiert [1421] und auch in der Literatur
dokumentiert worden [22].

Die Herstellung von Composittragermaterialien ist unabh&ngig von der geometrischen Form
des zu beschichtenden Substrates méglich. Es wurden auch Mikrofiltrationsmembranen
polymermodifiziert [23-26]. Membranen haben Vorteile bei der Geschwindigkeit der
Adsorption da die Proteine an Membranoberflaichen schneller gebunden und desorbiert
werden kdnnen. Membranadsorber haben auch beziiglich der Zeitbékonomie des gesamten
Trennprozesses Vorteile, da Aquilibrierungsund Waschzyklen drastisch verkiirzt werden
kénnen.

Alle Tentakelgele® haben eine hohe Proteinbindungskapazitat und eine gute Proteinwieder
findung [27]. Die Ursachen fur diese vorteilhaften Eigenschaften wurden bisher nicht aus
reichend charakterisiert. Es exisieren heuristische Modellvorstellungen, bei denen man an

nimmt eine Polymerkette sei mit einem Ende auf einer Oberflache befestigt und das andere

Ende sei in L&sung frei beweglich [28]. Dadurch kénnte eine Multischichtanordnung von Pre

14



teinmolekilen auf einer Oberflache und letztendlich eine hohe Bindungskapazitat erreicht
werden.

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass die oben angenommene rdumliche Anordnung der Poly
merketten nicht die Ursache fir eine hohe Bindungskapazitat ist, sondern ein ionisches
Hydrogel welches in den Tragerporen durch die Polymerisation gebildet wird.

Die experimentelle Voraussetzung dieser Untersuchungen war die definierte Herstellung von
polymermodifizierten Tragermaterialien mit Polyglycidylmethacrylat. Die entsprechenden
Synthesebedingungen wurden vom Autor erarbeitet. Diese aktivierten Tréger (aktivierte
Trager sind Gele, die reaktive Liganden tragen) waren die Ausgangsmaterialien fir die
Herstellung von lonenaustauschern als auch anderen Affinitatstrégermaterialien.

Im Rahmen dieser Arbeit wird auch die Mdglichkeit aufgezeigt, mittels polymermodifizierter
Epoxygele und Membranen eine grofle Palette von Biochromatographiematerialien
herzustellen. Mit einigen ausgewahlten lonenaustauschermaterialien wurden kinetische
Untersuchungen durchgefihrt.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in folgende Kapitel:

1. Einfuhrung

2. Eigenschaften von Tragermaterialien fir die Biochromatographie

3. Polymere Oberflachenmodifikationen von Gelen

4. Herstellung von polymermodifizierten Tragermateialien

5. Veranderung der Partikeleigenschaften durch Pfropfpolymerisationen
6. Stofftransport in polymerbeschichteten Tradgermaterialien

7. Modifizierte Membranen fir die Biochromatographie

In Kapitel 3 werden die Herstellungsmethoden, der vom Autormitentwickelten Tentakelgele®
beschrieben. In Kapitel 5 werden die sterischen Vorteile bei der Bindung von Proteinen der
polymermodifizierten Tragermaterialien charakterisiert.

Die Proteinbindungskapazitat eines Gels wird auch durch die Wechselwirkungen mischen

Beschichtungspolymer und Basispolymer bestimmt. Im Rahmen einer Analyse mit dem
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Flory-Huggins Modell werden im Kapitel 5 Anforderungen an die Struktur des
Tragermaterials herausgearbeitet und experimentell charakterisiert.

Besonders wichtige Aspekie zu den Massentransfereigenschaften von partikuldren
Tréagermaterialien zur Trennung von Biomolekilen sind in den Publikationen von Chase [29],
Arnold [30], Tsou [31], Graham [32], Yoshida [33], Miyabe und Guichon [34] und Carta [35],
[36] zu finden. Als Widerstande des Massentransfers wurden, in diesen Arbeiten, folgende

Transportprozesse experimentell untersucht:

Gleichgewichtsreaktion zwischen dem Ligand und dem Analyten
Filmdiffusion
Oberflachendiffusion

Porendiffusion

R

Die Transporteigenschaften von Proteinen in einer chromatographischen Matrix werden sehr
wesentlich von deren Struktur und Funktionalitdt bestimmt [9]. Die Eigenschaften von
kommerziell erhéltlichen Gelen wurden jedoch bisher nicht systematisch variiert, so dass die
funktionelle Abhangigkeit der Transportkoeffizienten von der Derivatisierungschemie bisher
nicht untersucht werden konnte. Compositgele sind fir solche Untersuchungen sehr gut
geeignet, da sich der polymere Beschichtungsgrad leicht variieren lasst. Im Rahmen diese

Arbeit (siehe Kapitel 6) wurde der polymere Beschichtungsgrad von Glycidylmethacrylat auf
Fractogel® HW 650 (M) systematisch verdndert. Die in dieser Weise polymermodifizierten
Gele wurden durch Reaktionen mit Diethylamin und Hydrogensulfit zu Anionerund

Kationenaustauschergelen weiter umgesetzt. Fir verschiedene Anionenaustauschergele
wurden die Adsorptions-Zeit Kurven und die Durchbruchkurven fiir Proteine ermittelt. Unter
Benutzung von einfachen Modellen fir die Transportwiderstdnde wurden die Koeffiznten

bestimmt.

Trotz aller Bemihungen partikuldre Tragermaterialien zu optimieren, ist der Massentransport
durch die Diffusion in den Poren limitiert. Trégermaterialien mit konvektivem Transport in den
Poren sind z.B. Membranen. Vom Autor wurden Membraradsorber fir die Chromatographie

entwickelt, die deutliche Vorteile gegentiber den polymermodifizierten Partikeln aufweisen.
Darauf wird in Kapitel 7 eingegangen.

Das Ziel der Entwicklung von Tragermaterialien fir die Biochromatographie ist eine maximal
mdgliche und schnell zugéngliche Proteinbindungskapazitdt auf kleinstem Raum.
Theoretisch moégliche Bindungskapazitaten sind zur Zeit noch 10 mal héher als die bisher in
der Literatur beschriebenen Werte. Die bisher verfligbaren Trédgermaterialien haben folglich
noch nicht ihr optimales Design. Diese Arbeit soll ein Beitrag zur weiteren Verbesserung von

Tragermaterialien fur die Biochromatographie sein.
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2 Eigenschaften von Tragermaterialien fur die Biochromatographie

2.1 KenngroRen

In der Biochromatographie teilt man die Tragermaterialien bezlglich der Anwendungsbe

reiche in Gele fir analytische Anwendungen und Prozel3gele ein. Die Partikelgrolen von
analytischen Gelen liegen im Bereich von 520 uym. Die Gele werden meist in Sdulen mit
Durchmessern von < 15 mm gepackt Beispiele fur analytische Trenns&ulen sind die MONO
Séaulen von Amersham Pharmacia oder die TSK Saulen von TOSOH [4]. Fir diese Saulen ist
die Hohe einer theoretischen Trennstufe klein (ca.2-10 ym). In Abhangigkeit vom Trenn

mechanismus sind Bodenzahlen von 100 000 pro Meter und mehr méglich. Aufgrund der
kleinen PartikelgréRe sind jedoch die Druckabfalle sehr hoch (groRer 200 bar). Die
analytische Biochromatographie ist meist eine Hochdruckchromatographie (HPLC).

Bei Produktions- und Prozessanwendungen von chromatographischen Gelen gibt es andere
Anforderungen. In den ersten Reinigungsschritten einer Aufarbeitung von einer
Fermentationslésung muss ein grof3er Anteil Wasser (ca. 90 %) schnell entfernt werden. Es
kommt deshalb nicht so sehr auf die Anzahl dertheoretischen Béden, sondern eher auf den
Durchsatz pro Zeiteinheit an (auch als Produktivitdt bezeichnet) [37]. Deshalb verwendet
man hier Gele mit Partikelgréen von 30-300 um. Die Bodenzahlen sind infolgedessen etwa
um den Faktor 100 kleiner als bei den analytischen Materialien.

Chromatographische Prozessmaterialien werden unter anderem auch fiir die Herstellung von
therapeutischen Proteinen verwendet. Sie werden als kritische Rohmaterialien betrachtet
und unterliegen bei ihrer Verwendung in entsprecherden Produktionsprozessen strengen

Richtlinien der FDA (Federal Drug Administration Bereich, Center for Biologics Evaluation
and Research) und der EMEA (The European Agency for the Evaluation of Medicinal
Products).

Die Eigenschaften der Tradgermaterialien missen deshalb von einem Hersteller an diese
Forderungen angepasst werden. Die Herstellung der Gele sollte unter GMP Bedingungen
erfolgen und der DIN ISO Norm 9001 geniigen [38], [39].

Bei der Planung der Herstellung sowie der Verwendung eines neuen Tradgerméerials sollte

folgender Kriterienkatalog von Parametern beachtet werden [40]:

(Die Werte beziehen sich auf Materialien flr die lonenaustausch, Hydrophobe -, Affinitats-

und Gelfiltrationschromatographie):

17



Tabelle 2.1.  Eigenschaften von chromatographischen Trédgermaterialien fiir die
Bioseparation
Parameter Werte Bemerkungen
Eine kleine Varianz der
PartikelgréRe 20-300 um flr ProzefRgele Partikelverteilung verringert
die Dispersion des Analyten
GrolRe Poren > 30 nm und
Porengroflle 30-400 nm eine kleine Varianz der

Porenverteilung ist erwiinscht

Mechanische Stabilitat
Druckstabilitat)

Bis ca. 10 bar Druckabfall
Uber die Lange der Saulen

Eine zu kleine mechanische
Stabilitat fihrt zu einer
irreversiblen Kompression des
Saulenbettes

Linearer Fluss

Ca. 600 cm/h

Bei Gelffiltration kleiner, bei
lonenaustausch héher

Chemische Stabilitat

Stabil in Natronlauge (1 M),
Essigsaure, Salzsdure

Wichtige Forderung, trifft
jedoch fir manche
Affinitdtsgele (z.B. Protein A)
nicht zu

Dynamische
Bindungskapazitéat

Vom Zielmolekil abh&ngig,
jedoch méglichst hoch,

bei lonenaustauschern ca.
100 mg/ml fUr ein Protein mit
einer Molmasse < 100 KDa

Die dynamische
Bindungskapazitat wird unter
Prozessbedingungen
bestimmt

Wiederfindung
(recovery) fir ein
Biomakromolekiil

Bilanzgrofe :
charakterisiert die
Wiederfindung der Masse
und der Aktivitat eines
Biomakromolekdils fir ein
gegebenes Tragermaterial

Diese Grofde wird ebenfalls
unter
Anwendungsbedingungen
ermittelt, sie charakterisiert die
Reversibilitdt des
Bindungsprozesses und die
Eignung des Tragermaterials
fir den Reinigungsprozess

Eluierbare Bestandteile

Unter Elutionsbedingungen
oder bei Rezirkulation aus
dem Gel austretende
Bestandteile

Charakterisiert die chemische
Stabilitat des Gels
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2.2 Allgemeine Methoden zur Charakterisierung

Bei der Entwicklung und analytischen Charakterisierung von Tragermaterialien fur die
Biochromatographie werden hauptsachlich die folgenden experimentellen Methoden
angewendet [41] (bezuglich der Einzelheiten der analytischen Methoden muss auf die

Fachliteratur verwiesen werden z.B. [195]):

1. Elementaranalyse

Bestimmung des Stickstoff, Phosphor- und Schwefelgehaltes zur Ausbeuteberechnung

bei der chemischen Modifizierung von Trageroberflachen mit Liganden.

2. Total Organic Carbon (TOC)

Mit dieser Methode wird die abgeléste oder ausgewaschene Menge von
Gelbestandteilen aus Eindampfrickstdnden von Stabilitdtsuntersuchungen oder

Extraktionen bestimmt.

3. Titrationen

Die wichtigsten Titrationsmethoden sind die S&dure-Base Titration von ionischen

Liganden oderimmobilisierten Affinitatsliganden (Amino oder Epoxygruppen).

4. Sonstige eluierbare Bestandteile

Die Bestimmung wird meist in folgender Weise durchgefuhrt:

Eine vorher bekannte Gelmenge wird in eine S&ule gepackt und eine wassrige
Salzlésung oder ein Lésungsmittel (z.B. Ethanol) wird eine definierte Zeit im Kreislauf
durch das Bett gepumpt.

Die Zirkulationslésung wird eingedampft und meist mit Gaschromatographie gekoppelt

mit Massenspektroskopie (GC-MS) und /oder TOC weiter charakterisiert.

5. Stabilitdtsuntersuchungen

Durchfiihrung der Methode:
Gelaliquote werden in Natronlauge verschiedener Konzentration oder entsprechenden

Sauren beziehungsweise bestimmten Lésungen gelagert (hdufig werden Stabilitaten in
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den folgenden Lésungen benétigt: 3 M Kochsalz, Essgsaure bis 50 %, 0,1 M Salzsaure,
6 M Harnstoff, 6 M Guanidiumhydrochlorid, Ethanol bis 70 %, Isopropanol bis 50 % oder
5 % Natriumhyperchloritldsung). Es sind auch Kombinationen der verschiedenen
Lésungen mdglich. Zu bestimmten Zeitpunkten werden Proben genommen. Die

Lésungen werden einrotiert und mit GGMS sowie TOC weiter charakterisiert.

6. Partikelgréfienbestimmungen

Die PartikelgroRenverteilung kann mittels Nasssiebverfahren oder wie heute allgemein
Ublich mittels Coulte—Counter Messungen uber die Ve@nderung der elektrischen
Leitfahigkeit einer durchstrémten Messkapillare in Abhangigkeit von der Partikelgréfie

bestimmt werden.

7. Bestimmungen der PorengréRe

Die Bestimmung der Porengréf3en von polymeren Trédgermaterialien wird meist mittels
Vergleichsmessungen durchgefuihrt. Durch Gelfiltration mit wasserléslichen Polymeren
mit genau bekannter Molmassenverteilung kann die Ausschlussgrenze bestimmt und
unter Verwendung von halbempirischen Beziehungen eine angenédherte Porengrélie
ermittelt werden.

Genauere Werte liefert die Quecksilberporosimetrie, welche jedoch mit einem vorher
getrockneten Gel durchgefiihrt werden muss und deshalb nur bedingt eine Korrelation

zum gequollenen, wéassrigen Zustand ermdglicht.

8. Bestimmung der spezifischen Oberflache

Die Bestimmung der spezifischen Oberflache erfolgt mittels Stickstoffadsorption nach

dem Verfahren von BrunauerEmmett-Teller (BET).

9. Bodenzahlbestimmung

Diese Methode gestattet die Charakterisierung der Qualitdt der Packung einer fertigen
chromatographischen Saule. Sie wird meist mittels einer nicht retardierten Substanz
durchgefuhrt (Salz oder Lésungsmittel).

Eine Methode der Bestimmung der Bodenzahl einer gepackten Saule ist die isokratische

Elution von Aceton und die ndherungsweise Berechnung der Bodenzahl nach der
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Formel[42]:

2
V,
N; =554 R 2.1
E,0.5
N Anzahl der theoretischen Bdden
Vg Retentionsvolumen von Aceton [ml]
VE 05 Peakvolumen in halber Peakhéhe [ml]

10. Die Batchproteinbindungskapazitat oder Gleichgewichtsbindungskapazitat (Quax)

Die Gleichgewichtskapazitat wird durch Batchadsorption einer Proteinldsung an eine

definierte Menge Tragermaterial bestimmt (siehe Kapitel 11).

11. Die dynamische Proteinbindungskapazitat (Q)

Die dynamische Proteinbindungskapazitdt wird durch kontinuierliche Beladung einer
Adsorbersdule mit einer ProteinPufferlésung vorgegebener Konzentration bis zum
Durchbruch durchgefihrt. Nach erfolgtem Durchbruch wird mit Pufferlésung nach
gewaschen und das gebundene Protein anschlieRend mit einem geeigneten Elutions
mittel (fir lonenaustauschergele meist 1 M Kochsalz in Pufferldésungen) desorbiert.

Von allen angefiihrten Parametern ist die dynamische Proteinbindungskapazitat die
weitaus wichtigste GroRe. lhre Bedeutung wird im folgenden Kapitel naher

charakterisiert.

2.3 Dynamische Bindungskapazitat

Die Chromatographie kann definiert werden [42] als: ,...ein physikalisch chemischer
Trennvorgang bei dem die zu trennenden Komponenten zwischen zwei Phasen verteilt
werden, von denen die eine, die stationdre Phase festliegt, wahend die andere, die mobile

Phase sich in eine bestimmte Richtung bewegt “ (Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Der chromatographische Trennprozess

Unter stationdren Bedingungen ist eine chromatographische Trennung ein Adsorptions
prozess, der durch die Wechselwirkungen zwischen den Analyten und der stationdren Phase
bestimmt wird. Ein geeignetes Tragermaterial sollte eine méglichst hohe spezifische Gleich
gewichtsbindungskapazitat fir den Analyten haben, da nur so ein Trennprozess sinnvoll ist.
Es ist aber zuséatzlich wichtig, dass die Wechselwirkung zwischen Oberflache und Analyt
nicht zu stark ist, da sonst eine Desorption der gebundenen Verbindungen nur unter
drastischen Bedingungen mdéglich ist. Das ist insbesondere bei empfindlichen biologischen
Substanzen unerwiinscht, da dies zum Verlust der biologischen Eigenschaften fihren kann
[33]. Die Wechselwirkung des Analyten mit dem Liganden muss deshalb genau abgestimmt
werden.

Unter der Annahme eines Gleichgewichteszustandes fir die Verteilung der Konzentratioen

eines Analyten in L6sung und gebundene an einen Liganden an der Trégeroberflache,

A + L «— A-L 2.2

erhalt man mit dem Massenwirkungsgesetz:

Ki = i = - 2.3
KD aA aL

wobei

Ka Assoziationskonstante

Kb Dissoziationskonstante

aaL Gleichgewichtsaktivitdt des AnalytenLiganden Komplexes

a. Gleichgewichtsaktivitdt des Liganden

an Gleichgewichtsaktivitdt des Analyten
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Die Gleichgewichtsaktivitdten werden gewdhnlich durch die Gleichgewichtskonzentrationen
nadherungsweise ersetzt. Das kann fehlerhaft sein, da es bei hohen Proteinkonzentrationen
zu nicht zu vernachlassigenden Wechselwirkungen zwischen den Proteinmolektlen kommt.
Zum Erzielen einer dynamischen Bindungskapazitat von ca.0,5 mg/ml bis 200 mg/ml Protein
sind bestimmte Werte der Gleichgewichtskonstanten erforderlich. Die folgende Darstellung
zeigt die GréRenordnungsbereiche der Gleichgewichtskonstanten flr verschiedene

Chromatographiemethoden der Bioseparation [44]:

Optimaler Arbeitsbereich

schwache Wechselwirkungen starke Wechselwirkung

|
|
Hydrophobe i L oo .
Interaktion | Avidin - Biotin Wechselwirkung
|
lonenaustausch-
chromatographie
Affinitdtschromatographie

I I ' I
10° 10" 10* 10* 10°10°107 10°10°10™10™1

D

0-12 1 ‘0-13 1 0-14 1 6-15

Abb. 2.3: GréBenordnungen der Gleichgewichtskonstanten Kp in der Biochromatographie

Die Affinitdtschromatographie ermdglicht durch ihr groRes Repertoire an verwendeten Ligan
den eine Variation der Gleichgewichtskonstanten Gber einen weiten Bereich [197]. Die Biotin
Avidin Wechselwirkung hat eine z.B. vergleichbare Starke zu einer kovalenten Bindung.

In der lonenaustauschchromatographie ist dieser Bereich durch die kleinere Anzahl an
Liganden eingeschrankt und wird mehr durch die ionischen Ladungen des Analyten
bestimmt. Hohe Affinititskonstanten werden bei hoch geladenen Analyten beobachtet (DNA
und andere Polyelektrolyten) [152].

Fur alle Chromatographietechniken liegt der "optimaler Arbeitsbereich” fur i im Intervall von
10° M" bis 10° M hier ist die Gleichgewichtskapazitat groR aber der Analyt kann noch
reversibel von der Oberflache des Sorbens abgeldst werden. Nach Gleichung 2.3 ist eine
hohe Ligandendichte an der Sorbensoberflaiche einer hohen Gleichgewichts
bindungskapazitat proportional.

Diese Uberlegungen sind nur fir de Interaktion in freier Lésung richtig. Auf einer

Trageroberflache kommt es zu erheblichen Behinderungen bei der Wechselwirkung. Es gibt
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zwei wesentliche Hindernisse flir eine optimale Wechselwirkung des Analyten mit dem

Liganden:

1. Behinderungen beim Transport des Analyten zum Liganden

(z.B. durch Diffusion oder den Filmwiderstand) in einer porésen Matrix [45].

2. Ungeeignete rdumliche Anordnung der Liganden [46]

Die Behinderung beim Transport des Analyten zu den Liganden durch Kkinetische
Widerstédnde kann nicht in Gleichung 2.3 erfasst werden.

Die Einschrédnkung bezlglich der Zugénglichkeit der Analyten zu den Liganden tritt
insbesondere bei groRen Molekiilen mit unsymmetrischer Verteilung der wechselwirkenden
Gruppen auf der Oberflache auf. Die Liganden sind meist auf einer Flache gebunden,
wohingegen die Analyten eine dreidimensionale Struktur haben. Dadurch gibt es sterische
Probleme bei der Adsorption und diese kdnnen nur summarisch in der Gleichgewichts
konstante erfasst werden.

Aufgrund der GroRRe und der Komplexitat der zu reinigenden Molekile in der Biochromate

graphie sind die Anforderungen sowohl an die Struktur des Basismaterials als auch an die
Anordnung der Liganden, im Vergleich zur Chromatographie von niedermolekularen
Liganden, hoch. Die oben diskutierten Abweichungen von einem Gleichgewichtszustand in
Lésung werden flr ein Sorbens mittels der dynamischen Bindungskapazitt charakterisiert.

Die dynamische Bindungskapazitat ist von verschiedenen Parametern abhéngig. Bei vielen
partikuldren Sorbentien beobachtet man eine Abnahme der Durchbruchskapazitat bei
Steigerung der linearen FlieRgeschwindigkeit us [47]. FUr ein Sorbens mit hoher dynamischer
Bindungskapazitat sowie ein Sorbens mit niedriger dynamischer Bindungskapazitat ist die

Durchbruchkurve bei gegebenen Fluss in Abb. 2.4 dargestellt:
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Extinktion Extinktion

/
24 a Zeit 24b Zeit
Abb. 2.4: Dynamische Bindungskapazitét von Trdgermaterialien

2.4a : Trdgermaterial mit hoher dynamischer Bindungskapazitét

2.4b : Trdgermaterial mit schlechter dynamischen Bindungskapazitat

Bei einem Tragermaterial mit hoher dynamischen Bindungskapazitat sind die Form und Lage
der Durchbruchskurve nahezu unabhangig von der linearen FlieRgeschwindigkeit. Das

bedeutet, die nutzbare Bindungskapazitat bleibt konstant [48].Esgilt:

Qmax = QD 24
mit

us>0

Bei vielen Tragermaterialien hat es sich jedoch gezeigt, dass die Bindungskapazitat mit dem
linearen Fluss abnimmt. Unter der Annahme einer irreversiblen Adsorption der
Analytmolekile und der Porendiffusion als bestmmenden Transportmechanismus kann

folgende Beziehung abgeleitet werden' [49], [198]:

a[j
D.e. .3
G, 10-D-¢-L .[1 1.8 MW] 25

oT  4-R2-1-ug ds

r

Die Ableitung der reduzierten Konzentration nach der reduzierten Zeit T (oder dem
dimensionslosen Durchsatz) charakterisiert den Ansteg der Durchbruchkurve
(Anstieg 0 entspricht Qp = 0%, Anstieg « entspricht Qo = 100 %)
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! Diese Gleichung kann durch Diffrentiation von Gleichung 6.42 nach T : und einem funktionellen Zusammenhang
fur den effektiven Diffusionskoeffizienten als Funktion vo n Molekulargewicht und Porenradius abgeleitet werden
[40].

Der dimensionslose Durchsatz ist definiert als:

T - % “—S(t_ﬁj 2.6
Qo L\ Us

dp Porendurchmesser [m]

D Diffusionskoeffizient des Analyten in freier Lésung [m?/s]

€ Bettporositat [-]

L Bettldnge [m]

Rp Partikelradius [m]

Mw Molekulargewicht des Analyten [g/mol]

T Kanalfaktor (fur viele Gele anndhernd 2) [-]

Us linearer Fluss [m/s]

Entsprechend der obigen Beziehung ist, bei gegebenen anderen Werten, die mittlere
PartikelgroRe der bestimmende Parameter fiir eine steile Durchbruchkurve, weil er mit der 2.
Potenz in die Berechnung eingeht. Hauptursache dafir ist der lange Diffusionsweg, welchen
die Analytmolekille in den chromatographischen Partikeln zuri&legen missen. Die
dynamische Bindungskapazitat ist aber auch von dem Molekulargewicht des Analyten dem
Diffusionskoeffzienten sowie der GréRe der statischen Bindungskapazitat abhangig.

Eine gute dynamische Bindungskapazitat kann demzufolge fiir kleine Anajtmolekiile mit
einem hohen Diffusionskoeffizienten, kleinen Partikeln mit geringer Porositat, hoher
statischer Bindungskapazitat sowie mit langen S&ulen erwartet werden.

Geeignete Trennmaterialien waren die sogenannten Monobeads oder Monosphers [50].
Dabei handelt es sich um 1-3 ym grolRe, unporése Partikel aus Kieselgel oder aus
Polymeren. Diese Materialien haben sehr gute dynamische Bindungseigenschaften. Der
Massenaustausch in diesen Partikelsystemen findet ausschlie3lich in den Zwischenrdumen
der Teilchen und an der Oberflache und nicht in den Porensystemen des Gels statt. Es sind
Hochleistungstrennungen mdglich und die Durchbruchskurven sind sehr steil. Allerdings ist
die maximale Bindungskapazitat, aufgrund der kleinen spezifischen Oberflache gering. Da
generelle Problem bei der Verwendung solcher Materialien ist der hohe Druckabfall.

Entspre chend der Gleichung von Koczeny-Karmann [51]" ist der Druckabfall in partikularen

Schichten umgekehrt proportional dem Quadrat des Partikelradius.
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(1—8)2 c

' Die Koczeny-Karmann Gleichung lautet: Ap= 1.o0.RrRC

-L-ug, wobei ct eine Hilfsvariable ist, die fiur

kugelférmige Partikel den Wert 150 annimmt.

Die Verwendung solcher Materialien ist deshalb mehr auf analytische Anwendungen
eingeschrankt.

Um den Druckabfall so gering wie méglich zu halten, verwendet man in der préaparativen
Biochromatographie Tragermaterialien mit groRen Poren. Das kédnnen zum einem Gele mit
sehr groBen Poren und andererseits Membranen oder monolithische Trager sein.
Makropordse Trager verhalten sich beziiglich der Fluiddynamik, &hnlich wie unporése
Tragermaterialien. Die sehr groRen Poren im Partikel werden ebenso wie die Zwischen
rédume von unpordsen Gelen durchstrémt [5254].

Durch die Verwendung von Basismaterialien mit groRen Poren hat man jedochdas Problem
der Abnahme der dynamischen Bindungskapazitdt mit zunehmenden linearen Fluss noch
keineswegs gel6st. Die Form der Durchbruchkurve ist namlich nicht nur von den Transpor
eigenschaften des Analyten im Gel, sondern auch von Zugéanglichkeit zum gelundenen
Liganden abhé&ngig. Darauf wird im folgenden Kapitel ndher eingegangen. Diese Frage
stellung steht in engen Zusammenhang mit der méglichen, rdumlichen Anpassung der

Anordnung der Liganden an die Proteinflache.

2.4 Anpassung der Adsorptionsflache an die Proteinflache

Ein schon friih beschriebenes Problem der Affinitdtschromatographie und auch anderer
Chromatographietechniken ist das Problem der Zuganglichkeit der bindenden Gruppe(n) auf
dem Protein zu dem Liganden. Cuatrecasas zeigte [55], dass ein sogerannter Spacer
(Abstandshalter) die Lésung fur dieses Problem sein kénnte. Die Meinungen in der Literatur
sind aber nicht einheitlich. Manchmal erscheint ein Spacer nitzlich, manchmal aber auch
nicht [56]. M&gliche Ursachen sind:

1. Unspezifische Wechselwrkungen des Analyten mit dem Ligandenarm [57].

2. Eine unzureichende sterische Zuganglichkeit der Liganden zu den bindenden
Gruppen (Abb. 2.5) [46]:
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Protein
Spacer Ligand
® Bindungsstelle
Abb. 2.5: Sterische Behinderungen bei der Wechselwirkung Ligand-Protein

Der Ligand kann zwar durch den Spacer die Bindungsstelle erreichen, jedoch ist der Analyt
nicht in der richtigen Position und folglich bleibt die Bindungskapazitat insgesamt gering (auf
diese Problematik wird in Kapitel 4.4 eingegangen).

Die komplizierte Struktur der Proteine wird durch eine Trégeroberflache haufig nicht richtig
nachgebildet oder angepasst. Die dreidimensionale Struktur der Proteine wird in Wechsel
wirkung mit einer zweidimensionalen Flache gebracht.

Es ist deshalb naheliegend auf einer bdiebigen Trageroberflaiche ebenfalls eine
dreidimensionale Struktur der Liganden aufzubauen. Als Bausteine fiir diese Struktur kénnen
Polymere verwendet werden. Das kénnen sowohl natirliche Polymere (Kohlenhydrate) [58]
als auch synthetische Polymere [59], B0] sein. Dabei kénnen zwei verschiedene Wege der

"Polymerarchitektur" verfolgt werden:

1. Eine starre Anordnung der Polymerketten mit einem hohen Grad an Quervernetzung
welche die geometrische Form des Analyten abbildet (man nennt diese Technik

Imprinting)
2. flexible Polymerketten, die nicht oder nur schwach quervernetzt sind und sich der

Struktur des Liganden anpassen (sogenannte Tentakeltechnologie oder Grafting von

Polymeren)
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a) Imprinting b) Propfpolymerisation

Abb. 2.6: Anpassung von Polymeroberfldchen an Analytenoberfldchen
a) Imprinting durch ein hochvernetztes, nicht funktionalisertes Gel

b) Funktionalisiertes, schwach vernetztes Gel

Die Technologie der stark vernetzten Polymerketten entsprechend Abbildung 2.6 a) wird als
Molecular Imprinting bezeichnet [61]. Die Grundidee dieser Technik ist, zu einem ,Printmole

kal“ eine Losung zuzugeben welche spezifische, funktionelle Monomere enthalt. Nach der
Polymerisation und der Entfernung der Printmolekile sind die Leerrdume der Form des
Molekuls angepasst und kénnen das Printmolekul spezifisch binden. Wenn man Antikdrper
"abbildet" spricht man von "Plasticbodies" [62]. Problematisch bei dieser Technologie sind
die langsamen Transportzeiten der Analyten zu den Hohlrdumen da die Struktur zu starr
("K&figeffekt") ist, sowie unspezifische Wechselwirkungen und "Ausbluten” von einpolyme

risierten Printmolekulen [63]. Auch kann mittels dieser Technik bisher nur die Form der
Molekile angepasst werden und es sind keine speziellen Wechselwirkungen mit héheren
Affinitatskonstanten fir die Verteilung zwischen mobiler und stationdrer Phase maglich.

Die Technologie der vernetzten oder freien Polymerketten auf der Oberflache entsprechend
Abb. 2.6 b) trdgt den Namen "Tentakeltechnlogie" [12]. Das Prinzip besteht darin fl&ible und

schwach vernetzte Polymerketten mit aktiven Liganden in der Seitenkette auf beliebige
Oberflachen zu binden. Die Seitengruppen der Polymere sollten prinzipiell besser in der
Lage sein, mit Oberflachen von Biomolekilen in Wechselwirkung zu tretenals dies mit den

herkdmmlichen Einpunktliganden mdglich ist (Einpunktliganden sind Liganden welche mit
einem Ende an einem Tragerpolymer befestigt sind und an dem anderen Ende eine aktive
Gruppe tragen).

Im folgenden Kapitel wird gezeigt, dass die Anpassung der Trageroberflache an die Struktur

der Liganden nicht bendtigt wird, wenn niedermolekulare Analyten gereinigt werden. Fir
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niedermolekulare Liganden sind die Wechselwirkungen mit der Matrix nicht so komplex und

das Ergebnis der Trennung kann sogar voraisberechnet werden.

2.5 Die chromatographische Trennung von niedermolekularen Substanzen im
Vergleich zur Proteinreinigung

Zur Trennung von niedermolekularer Substanzen hat sich insbesondere Kieselgel als
Tréagermaterial bewéhrt. Die mittleren Teilchendurchmesser von partikuldrem Kieselgel
variieren zwischen 1 und 200 um. Es kann sowohl poréses als auch unpordses Kieselgel
hergestellt werden. Poréses Kieselgel, hat spezfische Oberflachen bis zu 1000 nf/g. Die
Porengréflen kénnen zwischen 6 nm und 400 nm varert werden. Fur die
Hochleistungsfliissigchromatographie werden insbesondere Tragematerialien mit 3-5 ym
Partikelgro3en und mittleren Porengré3en von 10 nm verwendet. Die Einzigartigkeit von

Kieselgel als Tragermaterial hat verschiedene Ursachen:

Nahezu unbegrenzte naturliche Ressourcen
Hohe mechanische Stabilitat
Variabilitét in der Partikel und Porengréf3e

Gute Derivatisierbarkeit

o K~ 0N~

Hydrophile Oberflache (Kombination aus ionischen und Wasserstoffbriicken

wechselwirkungen).

Zur Trennung von polaren Substanzen kann Kieselgel mit hydrophoben Silanen derivatisiert
werden und wird zu einer sogenannten Umkehrphase (RP-Phase) [64]. Die Wechsel
wirkungen zwischen dieser fast perfekten hydrophoben Oberflache und den Analyten kann
sehr exakt vorausberechnet werden, was zur Entstehung von einer Art Computer
chromatographie gefiihrt hat [65] .

Es hat immer wieder Versuche gegeben, Kieselgel zur Trennung von Biopolymeren einzu
setzen. Das ist jedoch im wesentlichen daran gescheitert, dass Kieselgel nicthh mit Natron-
lauge gereinigt werden kann, was ein essentieller Prozessschritt bei der Regenerierung von
Gelen fir die Biochromatographie ist (Natronlauge wird zum hauptséchlich zum Entfernen
von adsorbierten Bakterien, Viren und Endotoxinen vom Gelbett vewendet). Die
Natronlauge ist somit nicht ein Reinigungsschritt sondern eher eine Kaltsterilisierungs
mafRname [200].

Mit der Zunahme der Molmasse der Analyten und Komplexitdt der Verbindungen ist eine
exakte Beschreibung der Wechselwirkung Analyt-Tréager nur noch eingeschrénkt méglich.

Es gibt auch kein ,universelles Tradgermaterial* mehr so wie das oben beschriebene Umkehr
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phasenkieselgel fir die Trennung niedermolekulare Substanzen. Es muss haufig eine Spezi

elle Abstimmung des Systems ProteinLigand-Tragermaterial-Elutionsbedingungen erfolgen.

Erste Anséatze zu systematischen Untersuchungen der chromatographischen Reinigung von
Proteinen sind von Porath, Flodin [67] sowie von Peterson und Sober [68] die vernetztes
Dextran und Cellulose zur Abtrennung von Proktinen verwendeten. Sephadex® als eines der

ersten kommerziell erhaltlichen Produkte fir die Biochromatographie wird aus Dextran
hergestellt. Dextran ist ein Abbauprodukt der Starke. Es ist ein polymerer Zucker, der sehr
viele Hydroxygruppen enthalt. Aus desem polymeren Kohlenhydrat kann durch Vernetzung
mit den bifunktionellen Agenzien: Divinylsulfon oder Epichlorhydrin ein partikuldres Gel
hergestellt werden. Solche ,Soft-Gele“ wurden anfangs zur Gelfiltration verwendet, fanden
dann aber rasch auch bei anderen Chromatographietechniken Verwendung. Weitere
historisch relevante Ansatze zur Proteinchromatographie gab es insbesondere auf dem
Gebiet der lonenaustauschchromatographie. Erste Materialien waren hier die Cellulosegele.
Es handelte sich um sehr druckbbile Tragermaterialien, welche mit den schwach basischen
DEAE-lonenaustauschergruppen derivatisiert waren. Weitere Trdgermaterialien der ersten
Generation waren die Sepharose® Gele von der Fa. Pharmacia [69]. Diese Trégermaterialien
sind bis heute die am h&ufigsten verwendeten Gele. In vielen technischen Proteinreinigungs

prozessen werden diese Gele verwendet und werden auch in Zukunft weiter Verwendung
finden.

Diese Gele haben jedoch auch Nachteile. Ein ganz wesentliches Problem der beschriebenen
Kohlenhydrattréger ist inre mangelnde mechanische Stabilitat. Eine Steigerung der Flussrate
ist nur bis zu einem gewissen Punkt méglich. Nach Uberschreiten dieses Punktes kommt es
zu einer Gelkompression, welche eine Weiterfihrung des Trennprozesses verhindert. Es
bestand deshalb ein Bedarf an mehr druckstabilen Tragermaterialien.

Die Gele der neueren Generation sind synthetische organische Polymertrédger insbesondere
(Meth)acrylat- [70], Polyamid- [71] und PolystyrolDivinylbenzolgele [72]. Diese Gele sind

mechanisch stabiler. Jedoch konnte bei diesen Gelen anfangs nur eine geringere spezifische
Bindungskapazitat fir Proteine als bei den vergleichbaren Kohlenhydrattrager realisiert
werden, da die Derivatisierungschemie nicht in derselben Weise mitentwickelt wurde we die

Basistragermaterialentwicklung [73]. Es erwies sich folglich als notwendig, Derivatisierungs

methoden zu entwickeln welche eine wesentliche Steigerung der Ligandendichten
ermdglichten. Das konnte erst durch die Einflihrung von polymeren Beschichtungsnethoden

erzielt werden. Gegenwartig sind die Tragermaterialien der 1. Generation und Gele mit
Polymerbeschichtung nebeneinander kommerziell erhéltlich. Die Auswahl von einem
Tréagermaterial fur einen préparativen Reinigungprozefld wird durch viele verschiedee

Faktoren bestimmt, so dass auch Trégermaterialien mit niedrigen dynamischen

Bindungskapazitaten sinnvoll sein kénnen. Der 6konomische Druck zur Verkirzung der
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Prozesszeit erfordert aber Tragermaterialien mit hoher Bindungskapazitat und ausreichender
mechanischer Stabilitat.

Nicht nur die Oberflachenanpassung des Tragermaterials an die Proteinflache ist wichtig,
sondern auch die chemische Struktur einer Oberflache, da Proteine bei Kontakt mit stark
hydrophoben Oberflachen denaturiert werden kénnen. Es waralso entscheidend, dass

zusatzlich zu der hohen Kapazitdt die Polymerbeschichtungen auch biokompatibel sein
mussten [74].

Untersuchungen der letzten Jahre hatten aullerdem gezeigt, dass fir die adsorptive
Trennung von Proteinen Tragermaterialien mit groRen Poren (> 100 nm) verwendet werden

sollten, da dadurch eine mehr ungehinderte Diffusion zu den aktiven Zentren im Inneren des
Tragermaterials méglich ist. Es wurden Gele mit sehr groRen Poren (> 300 nm) hergestellt,
die eine schnelle Trennung von Proteinen erlauben. Das Basismaterial der Wahl fur diese
Tragermaterialien sind Polystyrol-Divinylbenzolpolymerisate [75], welche aber schwierig zu
derivatisieren sind [76]. Der Transport in den Poren von partikuldren Tragermaterialien wird
aber immer zu einem gewissen Anteil durch Diffusion bestimmt. Das hat negative Konse

quenzen fur den Massentransfer. Es ist deshalb ein Bedarf vorhanden Tradgermaterialien mit
besseren Transporteigenschaften flr Proteine in der porésen Struktur zu entwickeln.

Solche Trennmateriaien der "2. Generation" sind porése Formkérper. Porése Formkdrper
kénnen Polymerkldtze [77], [201] oder Membranen [78] sein. Porése Formkérper sind
zusammenhdngende Gebilde, die als eine Einheit ("Megapartikel") fir einen Trennprozess
eingesetzt werden kénnen. Die intrapartikuldren Zwischenrdume der Gelteilchen werden
durch grol3e Transportporen ersetzt, welche einen mehr konvektiven Transport zu den
Liganden ermdéglichen. Diese Trennmaterialien haben haufig einen geringeren Druckabfall
als vergleichbare partkuldre Gele aber auch bessere Peakkapazitdten wenn keramische
Trager, wie Kieselgel, benutzt werden [79]. Sie sind jedoch nicht frei von Nachteilen:
Schwierig ist beispielweise die Regenerierung. Durch die zusammenhangende Struktur
sammeln sich Kontaminatonen wie in einem Tiefenfilter an und sind nur noch schwer zu
entfernen. Ein weiteres Problem ist die Herstellung von groRen Trenneinheiten. Diese
Probleme scheinen jedoch Iésbar zu sein.

Geeignete Tragermaterialien zur Trennung von Proteinen kénnen nur kergestellt werden,

wenn man Erkenntnisse zur Proteinstabilitat in Lésung und an Oberflachen berilicksichtigt. Im
folgenden wird deshalb das Stabilitdtsverhalten von Proteinen in Lé6sung und an Oberflachen
kurz diskutiert.

2.6 Stabilitatsverhalten von Proteinen an Grenzflachen

Biopolymere sind sehr komplexe und empfindliche Verbindungen [80]. Unter Biopolymeren

versteht man im wesentlichen folgende Verbindungsklassen:
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Polynucleotide (Nukleinsduren)
Polypeptide (Proteine)
Polysacharide

Lignin, Polyisoprene

Hiervon stellen die Polyisoprene im allgemeinen Homopolymere dar. Ebenso sind auch die
mengenmalig sehr bedeutenden Polysacharide Cellulose und Starke im wesentlichen nur
aus einem Grundbaustein, der D-Glucose, aufgebaut (3-bzw. a-Glucane).

Polypeptide und Proteine bestehen aus 20 verschiedenen Grundbausteinen, den |-
Aminosauren, wahrend die Nukleinsduren aus mehreren Strukturelementen, den
Nukleotiden zusammengesetzt sind. Bei Makromolekilen, die aus mehreren Grundbau
steinen bestehen, sind die Eigenschaftenzusatzlich noch von der Reihenfolge, der Sequenz,
der Monomereinheiten abhangig. Daraus folgt, dass man bei den Proteinen mit der gréfiten
Zahl verschiedener Grundbausteine auch die gréiten Variationsmdéglichkeiten findet und das
diese Verbindungsklasse die wohl grote Vielfalt aufweist. Da eine enge Beziehung
zwischen Struktur und Eigenschaften von Molekiilen besteht, sind diese aus mehreren
Monomereinheiten aufgebauten Biopolymere fir die vielfaltigsten Aufgaben geeignet.
Proteine besitzen eine komplizierte Faltungsstruktur. Diese Faltung ist die Voraussetzung fir
die biologische Aktivitat der Proteine welche bei einem chromatographischen Trennprozess
unbedingt erhalten bleiben sollte.

Aufgrund der Komplexitdt der Proteine ist die Reinigung von Proteinen nitit wie bei den
niedermolekularen Verbindungen vorausberechenbar, sondern muss durch empirische
Untersuchungen ermittelt werden.

Die entscheidenden Wechselwirkungen der Proteine untereinander und mit der Lésung sind

entsprechend ihrer Bedeutung und Starke blgende [81]:

Hydrophobe Wechselwirkung
Coloumb Wechselwirkungen

Dipol- und Dipol-Dipol Wechselwirkungen

BN =

Dispersions Wechselwirkungen

Die meisten Proteine besitzen hydrophobe Innenbereiche und hydrophile Gruppen im
Aullenbereich.

Die Stabilitédt von Proteinen in Lésung ist gering, die Energie des Ubergangs vom gefalteten
aktiven Zustand in den Kn&uelzustand betragt nur 30-60 KJ/mol [82]. Der Prozess der

Denaturierung folgt einem kooperativen Mechanismus der einem Phasenlbergang 1.
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Ordnung ahnelt und mit einem Ising-Modell beschrieben werden kann [83]. Der Ubergang
vom nativen in den Knduelzustand durchlauft verschiedene Zwischenzustdnde sogenannte
.,molten states” [84]. Die Kinetik des Gesamtmechanismus ist 1. Ordnung und somit
unabhangig von der Proteinausgangskonzentration. Nach der Knauelbildung oder schon
Uber die Zwischenzustdnde aggregieren die Proteinmolekile und prazipitieren in Lésung.
Diese Aggregation ist von der Konzentration der Proteine abh&ngig und folgt einer Reaktion
2. Ordnung [89].

Aufgrund der komplexen Zusammenhange sind somit optimale Stabilitdtsbedingungen fir
Proteinldsungen schwierig zu definieren. Die Stabilitdt von Proteinen in Lésung wird durch
Losungsmittel, pH-Wert, Redoxpotential, Temperatur, Proteinkonzentration und
proteolytischen Abbau bestimmt. Diese Bedingungen sind individuell von der Proteinspezies
abhangig. Viele Proteine sind stabil unter physiologischen pH und Salzwerten sowie bei
Raumtemperatur. Es gibt jedoch auch Ausnahmen wie die Membranproteine die nurn
Gegenwart von Detergentien stabil sind [86] und Pepsin welches nur bei stark sauren
Bedingungen aktiv bleibt [87].

Auf viele Proteine wirken Polyalkohole (Glyzerin, Sucrose und Polyethylenglykol)
stabilisierend [88]. Polyalkohole haben eine geordnete Hydoxylgruppenstruktur und sind
damit der Wasserstruktur im Aufienbereich des Proteins ahnlich. Die Addition von
Polyolkomponenten soll zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit Wasser
fihren und somit die Aktivitdt des Wassers vermindern und damit de hydrophobe Struktur
des Proteins stabilisieren [89], [90]. Der Zusatz von Polyethylenglykol zu Proteinlésungen ist
ebenfalls stabilisierend, wobei jedoch festgehalten werden muss, dass die Kettenldnge des
Polyethylenglykols von Bedeutung ist, so dass de Stabilisierungsmechanismus von Polyolen
und Polyethylenglykol offenbar verschieden ist. Bekannt ist ebenfalls, dass Polyacrylamide
die Proteinstruktur stabilisieren, dass ist wahrscheinlich jedoch darauf zurlickzufihren, dass
die Amidbindung selbst ein Strukturelement der Polypeptidkette ist [91].

Die Untersuchung der Proteinadsorption an Oberflachen ist ein bedeutendes Entwicklungs
gebiet [92], [93]. Proteinadsorption an Oberflaichen sind, neben der Adsorption an
Chromatographiegelen, auch fir solch verstiedene Gebiete wie: Wachstum von Zellen und
Bakterien an Oberflachen, Implantaten und medizinischen Sensoren wichtig. Die Problematik
ist in der ganzen Komplexitat bisher nicht verstanden. Einige zu untersuchende Probleme
der Adsorption sind: Weitreichende van der Waals Krafte der Oberflache mit den Proteinen,
das Zusammenspiel der Wechselwirkungen von WasserProtein sowie Wasser-Luft.
Biokompatible Sorbentien fir die Biochromatographie sollten den Prozess der Denaturierung
vermeiden und die vollstandige Desorption der Proteine erméglichen.

Die Adsorption von Proteinen an Oberflachen wird durch folgende Faktoren beeinflusst:

Adsorptionseigenschaften des Tragermaterials (hydrophithydrophob, ionisch), der
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Transportweise zur Oberflache aber auch durch die Adenthaltszeit an der Oberflache [94].
Von Bedeutung fir die Adsorption ist auch die individuelle Struktur des zu untersuchenden
Proteins. Nach Andrade [95] kann ein Protein als ein Objekt mit 4 rdumlich getrennten

Bereichen betrachtet werden:

kationische Bereiche
anionische Bereiche

neutrale Bereiche

BN =~

hydrophobe Bereiche

Je nach den Wechselwirkungsmdglichkeiten mit der Oberflache erfolgt die Adsorption Gber
die entsprechenden Subdomaénen. Ein einfaches Protein wie Rinderserumalbumin (BSA)
besteht aus 3 etwa 2-10* g/mol schweren Unterdoménen, die hydrophoben Charakter haben.
Die Adsorption an einfache Oberflachen kann fur dieses Protein durch ein Modell beschrie

ben werden [95]. Fir komplizierte Proteine ist eine Beschreibung des Adsorptionsvorganges
nicht mehr mdéglich und man ist gezwungen, auf empirische Modelle zurliickzugreifen. Die
Komplexitét der Proteine und die Vielfalt der Wechselwirkungsmdéglichkeiten mit Oberflachen
erschweren eine exakte Vorhersage des Verteilungskoeffizienten von Proteinen rin chro-

matographischen Trennprozess. Aus den obigen Erkenntnissen zur Stabilitdt von Proteinen
in Loésung und an Oberflichen k&énnen Schlussfolgerungen zum Aufbau von
chromatographischen Tragermaterialien gezogen werden.

Tréagermaterialien fur die Adsorptionvon Proteinen sollten frei von unspezifischer Adsorption
sein. Experimentell kann dies durch Adsorptionsexperimente von underivatisierten Gelen mit
Proteinldsungen untersucht werden. Entsprechend den Ergebnissen der Stabilitats

ergebnisse von Proteinen in Lésung ist es somit nicht Uberraschend, dass Proteine auf
hydroxygruppenhaltigen Oberflaichen wenig denaturiert werden. Die Gele der ersten
Generation waren folglich auch polymere Kohlenhydrate (Agarose, Cellulose und
Sepharose) und somit aufgrund der vieen Hydroxygruppen sehr hydrophil. Eine sehr grol3e
Zahl von Tragermaterialien flr die Proteintrennung ist hydroxygruppenhaltig. Es gibt jedoch
auch Polymere der neueren Generation, die durch nachfolgende Modifikationen in eine
hydrophile Form Uberfihrt werden muissen. PolystyrolDivinylbenzol und Polyamid 6 sind

Beispiele flr solche Polymere.

Strukturerhaltend auf Proteine ist folglich eine hydroxygruppenhaltige oder amidgruppenr

haltige Umgebung und Vermeidung von Oberflachenkontakten. Ein wichtiger Aspekt mr

Strukturerhaltung von Proteinen an chromatographischen Oberflachen ist auch die Zeitdauer
der Adsorption und Desorption [96]. Wie schon erwahnt folgt der Ubergang von der nativen

Struktur in die Ubergangsformen bei Proteinen einem Zeitgesetz erster Orshung und hat
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Halbwertszeiten von 0,1-100 s. Nach dem Modell von Soderquist [97] ist die Kinetik der
Proteinadsorption dreistufig. In der 1. Stufe finden keine Denaturierungsprozesse statt. Die
Stufenlange wird auf wenige Minuten geschétzt. Es ist deshalb wn Bedeutung die gesamte
Adsorptionszeit méglichst klein zu halten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dall Proteine sowohl in Lésung als auch an
Oberflachen durch hydrophobe Wechselwirkungen denaturiert werden kdénnen. Diese
hydrophoben Wechselwirkungen kénnen durch Hydroxylgruppen oder Amidgruppen in einer
wasserhaltigen Umgebung unterdriickt werden. Es ist folglich wichtig, die "Architektur" eines

Sorbens fir die Biochromatographie folgendermafien zu gestalten :

Vermeidung des Oberflachenkontakies mit dem Sorbens
Adsorption an die Liganden wie in Lésung
Die Proteine auf Abstand voneinander halten

Hydrophile, wasserhaltige Umgebung erzeugen

U

Schnelle Adsorptions und Desorptionsschritte
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3 Polymere Oberflaichenmodifikationen von Gelen

3.1 Die verschiedenen Methoden der Oberflaichenmodifikation

Die Derivatisierung von Trageroberflachen kann entweder mit niedermolekularen Liganden
oder mit hochmolekularen Liganden (Polymeren) modifiziert werden [98]. Mit beiden
Verfahren erhélt man geeignete Tidgermaterialien fur die Biochromatographie mit dhnlichen
Adsorptionseigenschaften. Es soll hier kurz die prinzipielle Vorgehensweise der
.Klassischen® Modifizierung von Gelen mit niedermolekularen Liganden dargestellt werden:
Auf eine porése oder flache Trgeroberflaiche werden Liganden an schon vorhandene
funktionelle Gruppen kovalent oder adsorptiv gebunden. Die funktionellen Gruppen auf der
Oberflache sind haufig aber nicht notwendig Hydroxygruppen. Bei der konventionellen
Beschichtung von Trégermaterialen wird, in Abhangigkeit von der Chromatographiemethode
fur die das Tragermaterial bestimmt ist, ein geeignetes Molekul mit der Hydroxygruppe auf
der Oberflache zur Reaktion gebracht. Man erhalt entweder eine sogenannte aktivierte
Gruppe, die mit weiteren Liganden umgesetzt werden kann oder der Ligand ist schon in der
geeigneten Endform. Diese Art der Derivatisierung ist nicht Gegenstand der Arbeit und
wurde ausschlieBlich zur Herstellung von Vergleichsmaterialien angewendet. Sie wird hier
nicht weiter diskutiert, ist aber umfangreich in der Literatur beschrieben (z.B. [9]).

Bei polymeren Beschichtungen unterscheidet man folgende Derivatisierungsmethoden
(Abb. 3.1):

1. Physikalische Adsorption von vorgefertigten Polymeren an die Trageroberflache
und Quervernetzung [99].

2. Reaktion von aktiven Gruppen an der Oberflache mit vorgefertigten Polymeren
[100]

3. Pfropf-— und Blockpolymerisationen [101], [102]
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Physikalische Adsorption von Polymeren
an Geloberflichen und Quervernetzung

Kovalente Bindung von Polymeren an reaktive
Gruppen auf der Geloberflache

Pfropf - und Blockpolymerisationen

Abb. 3.1: Darstellung von verschiedenen Varianten der polymeren Beschichtung von
Trageroberfldchen

Die Derivatisierung von Trageroberflachen ist eine spezielle Variante der sogenannten
Festphasensynthesemethoden. Ein bekanntes Beispiel dieser Verfahren ist die Synthese
von Peptiden nach Merrifield an PolystyrotDivinylbenzolgelen [103]. In neuerer Zeit wurden
diese Erkenntnisse auf die Herstellung von niedermolekulare Komponenten Ubertragen mit

dem Ziel kombinatorische Bibliotheken aufzubauen[104].
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Ein ganz entscheidender Vorteil der Synthese an der festen Phase ist, dass die Reaktins-

produkte nicht aus der Reaktionsldsung isoliert und aufgearbeitet werden missen. Das
vereinfacht die Reaktionsfuhrung erheblich. Ein Nachteil der Synthese an der festen Phase
ist allerdings die analytische Charakterisierung der gebundenen Reaktionsprodkte. Bei der

Peptid- oder Oligonukleotidsynthese werden die Endprodukte vom Gel abgeldst und kénnen
anschlieBend in Lésung untersucht werden. Auf chromatographischen Tragermaterialien
bleiben die Liganden immobilisiert. Die Charakterisierung der Gele mussan der festen

Phase erfolgen. Die analytischen Methoden der Chemie in L6sung kénnen hier nur begrenzt
angewendet werden, da das Tragermaterial immer eine Stérkomponente ist. Eine gute
Untersuchungsmethode ist die FestkérperNMR [198]. Die Vorteile der Fesiphasensynthese,

fur niedermolekulare Komponenten lassen sich auch auf polymere Beschichtungen
Ubertragen. Das wurde in den siebziger Jahren erkannt und zur Herstellung von neuen
Tragermaterialien benutzt.

Polymerbeschichtung von Trédgermaterialien fir die Roteintrennung wurden erstmalig von

Regnier und Alpert beschrieben [105]. Polyethylenimin wurde adsorptiv auf Kieselgelpartikel
aufgebracht und anschlieBend mit Bisepoxiden quervernetzt. Ein Partikel wird dadurch
ahnlich einem FulRball in einem Netz aus Poymer gefangen gehalten. Das Ergebnis ist ein
schwach basischer lonenaustauscher. Dieser Austauscher ist jedoch nicht 16sungsmittel

stabil und ,blutet* haufig aus, da die gebundenen Polymere nicht vollstdndig quervernetzt
sind und somit unter den Elutions- und Waschbedingungen (insbesondere mit organischen
Ldésungsmitteln) nicht stabil gebunden bleiben.

Eine weitere Beschichtungsmdéglichkeit ist die Anbindung von vorgefertigten Polymeren an
reaktive Oberflachengruppen auf Gelen. Hier ist insbesondere die Immoliisierung mit

Polyethylenglykol oder Polyethylenglykolderivaten hervorzuheben [106]. Polyethylenglykol ist
mit verschiedenen Molmassenverteilung erhéltlich und ist ein hydrophiler, beweglicher
Spacer. Die gebundenen Polymere sind kovalent befestigt und sanit stabil. Nachteile dieser
Methode sind die langen Diffusionszeiten der Polymere in die Gelporen (bei der Synthese)
und aufgrund der sterischen Hinderung bei der Reaktion die geringen Ausbeuten der Be

schichtungsreaktionen. Die Ausbeuten einer Beschichtungsmethode mit vorgefertigten Poly

meren kdnnen durch die Verwendung von kurzkettigen sehr gut wasserléslichen Polymeren
gesteigert werden. Beispiele sind Beschichtungen mit Dextran, DEADextran und Hydroxy-

ethylcellulose [107], [108].

Die Methoden mit den hdchsten Beschichtungsausbeuten sind radikalisch initiierte Pfropf

und Blockpolymerisationen [109], [110]. In der Literatur werden noch eine ganze Reihe
weiterer Initiierungsmethoden (anionisch, Koordinationskatalyse) beschrieben, jedoch
werden diese kaum zur Herstellung von polymer modifizierten Bioseparationstragern

genutzt, da sie fir den Produktionsmalfistab bisher zu aufwendig sind [111].
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3.2 Beschichtungsgrad

Das Resultat einer polymeren Beschichtung von Tragermaterialien kann durch folgende

GréRen charakterisiert werden [112]:

1. Beschichtungsgrad

BG =100 (Mp — Ma)/Ma 3.1

BG Beschichtungsgrad [%]

Mep Masse des wasserfreien Reaktionsproduktes (beschichtetes Gel) [kg]
Ma Masse des wasserfreien Ausgangsmaterials [kg]

2. Pfropfeffizienz oder Beschichtungseffizienz

PE = 100 Mw/(Mp-Ma) 3.2
PE Pfropfeffizienz [%]
M Gesamtmasse des eingesetzten Monomers [kg]

3. Stabilitat der Beschichtung

S = (Mr/Mg) 100 3.3
S Stabilitat [%]
Mg Masse des Polymerriickstandes nach der Extraktion [kg]

Der Pfropfgrad gibt an welche Menge Polymer bezlglich einer eingesetzten Menge Basis
material gebunden werden kann. Die Pfropfeffizienz gibt an, wie viel von einer eingesetzten
Monomermenge auf der Oberflache von Basismaterialien gebunen wird. Die Pfropfeffizienz
ist eine Malzahl flr die Menge des entstehenden Homopolymers und sollt so hoch wie
mdglich sein.

Der Stabilitdtsgrad charakterisiert die Stabilitdt der polymeren Beschichtung unter dem
Einfluss von chemischen Stressbedingungen (Lésungsmittel, pH, Salzkonzentration). Bei
denen in dieser Arbeit hergestellten Polymeren wurden grundsatzlich Stabilitdtsgrade von

mehr als 95 % gemessen. Die angeflihrten Grélken gelten nicht nur fir polymermodifizierte
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Gele, sondern sind auch auf Gele de mit vorgefertigten Polymeren beschichtet wurden

Ubertragbar.

3.3 Beschichtungsgrad und spezifische Oberflache

Tragermaterialien mit grolRen Porendurchmessern haben eine kleine Oberflache. Unter der
Annahme, dass die Poren Zylinderporen sind [64], kann folgende N&herungsformel fir den
Zusammenhang zwischen spezifischer Oberflache A und Porendurchmesser @ abgeleitet
werden [114]:

A-ZVe 34
d,

A spezifische Oberflache [m?/g]

Ve spezifisches Porenvolumen [m®q]

dp mittlerer Porendurchmesser [m]

Entsprechend dieser Beziehung ist die zur Verfligung stehende Oberflache umgekehrt
proportional zum mittleren Porendurchmesser. Da die Grélke der Oberflache, bei
konventionellen Beschichtungsmethoden, der erreichbaren Ligandendichte proportiona ist
sollte die mittlere Porengréfe erfahrungsgemafl Werte von 30 nm nicht unterschreiten. Im
Gegensatz dazu kénnen durch polymere Beschichtungsmethoden auf kleinsten Oberflachen
noch ausreichende Bindungskapazitaten realisiert werden. Geeignete Basismateialien fir
die Biochromatographie sollten Poren von mehr als 100 nm aufweisen [115], da Proteine
niedrige molekulare Diffusionskoeffizienten besitzen. Noch gréflere Poren sind zu
bevorzugen, jedoch nimmt die mechanische Stabilitdt von Tragermaterialien miteinem
mittleren Porendurchmesser gréRer als 1000 nm stark ab. Typische spezifische Oberflachen
bei einem Tragermaterial mit 100 nm sind ca. 10 nf/g. Auf diesen verhaltnismaRig kleinen
Oberflachen kénnen nur durch polymere Beschichtungen hohe Ligandendichta erzielt
werden.

Maximal mdgliche Beschichtungsgrade fur verschiedene Modifizierungsmethoden sind in der
nachfolgenden Tabelle 3.1 aufgefihrt. Die Werte sind von Faktoren wie der Konzentration,
der chemischen Struktur des Basismaterials und der Porengréle des Basismaterials

abhéngig.
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Tabelle 3.1: Maximale Beschichtungsgrade fiir verschiedene Arten der polymeren
Abdeckung von chromatographischen Oberfldchen [24], [105], [107]

Methode Maximaler Beschichtungsgrad BG [%]
Adsorptive Bindung von Polymeren mit
: 10
anschlieRender Quervernetzung
Bindung von Polyethylenglykol 15
Bindung von Dextran oder Hydroxyethylcellulose 40-60
Pfropf-— und Blockpolymerisationen bis 300

Meist nutzt man die méglichen hohen Beschichtungen bei den Polymerisationsmethoden
nicht voll aus, da dadurch die Permeabilitdten der Materialien so verschlechtert werden, dass
sie nicht mehr fir Durchflussexperimente in einer chromatographischen S&ule verwendet
werden kénnen. Es lasst sich fir jedes Tragermaterial ein optimaler Wert flireine polymere

Beschichtung finden. Eine Steigerung Uber diesen Wert hinaus fuhrt immer zu einer
Verschlechterung der Druck- Fluss Eigenschaften und zu keiner weiteren Steigerung der
Bindungskapazitat. Es ist also letztendlich ein Kompromiss zwischen Bindungskapazitat und

mechanischer Stabilitat einzugehen.

Hohe Beschichtungsgrade kénnen offensichtlich auch mit anderen Methoden als Pfropf und

Blockpolymerisation erreicht werden (siehe Tabelle 3.1). Ein ganz entscheidender Vorteil von
polymeren Verfahren ist jedoch die Tatsache, dass der Beschichtungsgrad nahezu
unabhéngig von der zur Verfugung stehenden Oberfldche des Sorbens ist, was in der
nachsten Darstellung gezeigt ist (Abb. 3.2). Ein konstanter Beschichtungsgrad erfordert eine
Optimierung der Polymerisationsbedingungen. Ursache der geénderten
Polymerisationsbedingungen ist nach der Erfahrung des Autors die Anzahl der
Polymeranknupfungspunkte, welche bei einer Verringerung der Oberflache absolut abnimmt
und dies nur durch eine héhere Kettenldange der getundenen Polymere kompensiert werden

kann.
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BG in % mit 2,3 Epoxypropylmethacrylat

25
Kieselgel - Diol (mittlerer Porendurchmesser 54 nm)
20 -
15 - Kieselgel - Diol (mittlerer Porendurchmesser 200 nm)
Kieselgel - Diol (mittlerer Porendurchmesser 400 nm)

10 -

5 -

0 T T T T

0 10 20 30 40 50

spezifische Oberfliche in nf/g

Abb. 3.2: Abhéngigkeit des Beschichtungsgrades mit 2,3 Epoxypropylmethacrylat auf
Kieselgel-Diol Tragern von der spezifischen Oberfldche (die Herstellung der
Gele wurde nach Vorschrift 8.1.1 im Methodenteil durchgefiihrt)

Bei einer nichtpolymeren Beschichtung mit einem Polyethylenglykol nimmt der Be
schichtungsgrad weitaus starker als Funktion der Sorbensoberflaiche ab, wie in Abb. 3.3

dargestellt ist:

BG in % mit Polyethylenglykoll

16

Kieselgel - Diol (mittlerer Porendurchmesser 54 nm)

14 4

12
Kieselgel - Diol (mittlerer Porendurchmess

Kieselgel (mittlerer Porendurchmesser 400 nm)

0 T T T T
0 10 20 30 40 50
spezifische Oberflache in mzlg

Abb. 3.3: Beschichtung derselben Trdgermaterialien wie in Abb. 3.2 mit
Polyethylenglykol (Carbowax 400)1
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Die Herstellung der mit Polyethylenglykol beschichteten Kieselgele wurde entsprechend
einer Vorschrift von Chang, El Rassi und Horvah [113] durchgefihrt. Die Menge der
gebundenen Liganden, bei nichtpolymeren Beschichtungmethoden, nimmt proportional mit
der zur Verfigung stehenden GréRe der spezifischen Oberflache ab.

Durch eine Pfropfpolymerisation ist es im Gegensatz dazu mdglich, eine ausreichende
Menge von Polymer auf einer sehr kleinen Oberflache zu binden. Die fehlende Oberflache

des Tragermaterials wird durch eine gebundene Polymerschicht kompensiert.

3.4 Radikalisch initiierte Beschichtungsreaktionen

Radikalische Polymerisationen werden durch die Bildung eines Radikals gestartet. Ziel einer
radikalisch gestarteten polymeren Beschichtung eines Gels ist die kovalente Anbindung von
Polymerketten mit hoher Ausbeute. Das kann in ausreichendem Maf nur erreicht werden,
wenn man entweder die Startreaktion auf die Oberflache verlagert [116] oder zu aktiven
Gruppen an die Oberflache eine Ubertragungsreaktion durchfiihrt [117]. Es sollte jedoch eine
Homopolymerisation im Porensystem nach M®dglichkeit vermieden werden, da nicht
gebundenes Polymer nur schwer aus dem Tragermaterial entfernt werden kann. Die
verschiedenen Mdglichkeiten von radikalischen initiierten Polymerisationen in einem pordsen

Tragermaterial sind schematisch im nachfolgenden Bild dargestellt:

O R1 ¢ ORf o O R

Ce

.grafting from* ~grafting on to* Homopolymerisation in Lésung

Abb. 3.4: Darstellung der verschiedenen Méglichkeiten eine Polymerisation von einer

Trageroberflache zu starten

Bei einer ,grafting from* Technik werden Radikale auf der Geloberflache gbildet und die
Polymerketten wachsen von der Geloberflache weg. Bei einer ,grafting to“ Technik werden

Radikale auf die Geloberflache tbertragen und entweder Polymere durch Abbruchreaktionen
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gebunden oder eine neue Polymerkette von der Geloberflache wach&nd gebildet. Bei einer
Homopolymerisation werden die Polymere nicht kovalent gebunden und werden nur sterisch
oder adsorptiv in den Porenraum eingeschlossen. Definierte und kovalent befestigte
Polymere kénnen nur durch die “grafting from” und “grafting td Techniken erhalten werden
[118].

Die Adsorption von Polymeren an Kieselgel ist fir Polybutadien, Polyvinylpyrrolidon, Poly
ethylenimin und andere Polymere beschrieben [119], [120]. Die Immobilisierung der
Polymere erfolgt hier durch eine irreversible Adsorption auf der Kieselgeloberflache. Die
Benutzung von Methacryloylsilanen zum ,grafting to“ ist ebenfalls eine h&ufig benutzte
Technik zum Verkapseln von Kieselgelen [117]. Jedoch besteht bei den Gelen mit adsorptiv
gebundenem Monomer immer die latente Gefahr, dass es bei einem Lésungsmittelwechsel
zu einer Desorption der gebundenen Polymere kommt.

Im Zusammenhang mit den gestiegenen Anforderungen bei der chromatographischen
Reinigung von rekombinanten, therapeutischen Proteinen war die Entwicklung von
ausblutungs-freien Sorbentien notwendig [121]. Diese Forderung kann durch Gele mit rein
adsorptiv gebundenen Polymere nicht erflllt werden.

Gele fir die Biochromatographie missen, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, zusétzlich hydre
phil und alkalistabil sein. Eine irreversible Adsorption von hydrophilen Polymeren auf einer
hydrophilen synthetischen Polymeroberflache entsprechend einer Homopolymerisation ist
somit nicht méglich, da das Pfropfpolymer hier nicht bindet. Zur Herstellung von polymeren
Beschichtungen auf hydrophilen polymeren Tragermaterialien sind deshalb nur die ,grafting
to“ und ,grafting from“ Methoden geeignet.

Radikalische Initiatorsysteme fur eine direkt von der Oberfldche gestartete Radikalketten

reaktion sind

1. Die Oxidation von oberflachengéndigen Hydroxygruppen unter Radikalbildung mit
Metallionen [122], [123], [124] und Wasserstoffperoxyd [125].
Die Immobilisierung von thermisch labilen Radikalbildnern [116].
Ubertragungsreaktionen zur Oberflache durch immobilisierte Doppelbindungen

(Methacryloylverbindungen, Acrylamide, Allylether) [117].

Als Modellsysteme zur Untersuchung und Ubertragung von radikalisch initiierten Oberfléch
enpolymerisationen fir Biochromatographietradger konnten die Erkenntnisse genutzt werden,
welche in den 50iger bis 70iger Jahren bei der Modifikation von Cellulose und Starke
gesammelt wurden [126]. Fur Pfropfpolymerisationen auf Cellulose und Stérke wurden
verschiedene Redoxinitiatorsysteme mit Metallionen als Oxidationsmittel beschrieben. Auf

Cellulose wurde bevorzugt Acrylnitril gepfropft um Textilfasern mit vorteilhaften
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Benetzungseigenschaften zu erhalten. Es wurden C3*, Mn**, Mn”*, V** und Fe**-H,0,
Redoxsysteme untersucht. Das héchste Redoxpotential hat C3* mit 1,8 V gefolgt vom Ce**-
Redoxsystem mit einem Oxydationspotential von 1,55V [122].

Eine gut charakterisierte Oxidationsreaktion mit Radikalbildung ist die Reaktion von C&'-
lonen mit Hydroxy— oder Diolgruppen [122]. Ein Vorteil dieser Reaktion ist die Tatsache,
dass fast alle Basismaterialien fir die Bochromatographie eine grofle Zahl von
Hydroxygruppen auf einer hydrophilen Oberflache tragen und somit das Reduktionsmittel
schon enthalten. Ein weiterer Vorteil dieser Anregungsreaktion ist die Durchfihrung der Poly
merisation in wassriger Losung, es kénren wasserldsliche, hydrophile Monomere verwendet
werden. Die Kinetik der Initialisierungsreaktion mit Cé*-lonen in Lésung zur Reaktion von
Acrylamid mit Alkoholen wurde von G. Mino und S. Kaizermann folgendermalen
beschrieben [122] :

[CeVXg] +tA 4—— B ——— p  Re+Ce*+H" + HCHO 3.5
X ist ein Wassermolekil oder Nitration

A Alkoholmolekdl

B Alkohol-Cer Komplex

R gebildetes Kohlenstoffradikal

In einer salpetersauren Lésung (Konzentration H ca. 1 M) bildet sich in einer vorgelagerten
Gleichgewichtsreaktion ein Komplex aus dem Alkohol und dem Cef*-lon. Dieser Komplex

reagiert in einer Folgereaktion zu einem oberflichenstandigen Radikal, Cet" und

Formaldehyd (nur bei einer endstandigen Diol oder Hydroxygruppe mdéglich). Es bildet sich
ein ,Makroradikal" aus dem vorher hydroxygruppenhaltigen Gel. Die Radikale werden auf der
gesamten Geloberfliche und im Porensystem der Partikel gebildet. In Gegenwart eines
geeigneten Monomers findet dann eine radikalische Polymerisationsreaktion nach folgendem

Schema statt:
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Kettenfortpflanzung

: RM-
R + M
kp
M, + M M.y
Kettenabbruch
kt1
M- + M > Pfropfpolymer
kt2
My + [CeVX{] Pfropfpolymer + Ce3 + H*

Abb. 3.5: Schema der Radikalkettenreaktion mit Redoxinitiierung

ki Geschwindigkeitskonstante fur die Initiierungsreaktion
ke Polymerisationsreaktion
ki Abbruchreaktionen

Mh. Polymerradikale

Der Reaktionsverlauf, in L&sung, wurde von Mino und Kaizermann [122] fur die
Modellsysteme 2,3 ButandiolAcrylamid und EthanolAcrylamid untersucht. Typische
Reaktionsbedingungen waren: 0,7 M Acrylamid, 10° M Ce**, 0,05 M H*-lonenkonzentration,

0,3 M Alkohol, Reaktionsmedium Wasser, Raumtemgeratur.

Es wurde folgende Beziehung flir das Zahlenmittel Mn des Polyacrylamides abgeleitet:

— M

M —71.08 X

0 3.6
Cel 1-(1-x)*

Mo Anfangskonzentration des Acrylamids [molll]
Ceg* Anfangskonzentration des Initiatars [molll]
X Umsatz des Monomers [-]

Die Molmasse des Polymers ist somit proportional der Startmonomerkonzentration und um
gekehrt proportional zur Initiatorkonzentration. Ein dhnlicher Zusammenhang wurde auch fir
die Molmasse von gepfropftem Polyacrynitril auf Cellulose von Rogovin gefunden [126]. Die
Proportionalitdt der mittleren Molmasse bei einer radikalischen Polymerisation zur

Monomerkonzentration kann bei einem Abbruch durch Rekombination theoretisch hergleitet
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werde. Die Initiatorkonzentration der Ce* -initiierten Polymerisationsreaktion beeinflusst die
Molmasse des Pfropfpolymers mehr als dies gewdhnlich bei radikalischen Reaktionen der
Fall ist. Fur die meisten radikalisch initiierten Reaktionen gilt: M~ 1/v/Initiatorkonzentration.

Méglicherweise ist die Redoxpolymerisation mit Ceé™ nicht rein radikalisch. (Die abgeleitete

Beziehung 3.6 gilt fur eine Reaktion in L&ésung. Nach eigenen Erfahrungen bei der
Pfropfpolymerisation an der festen Phase beeinflusst die Initiatorkonzentration die
Pfropfausbeute weitaus weniger).

Aus der Gleichung 3.6 und den oben angegebenen Werten folgt auch, dass das Zahlenmittel
der Polymere verhéltnismaRig klein sein sollte (im Beispiel bei vollstdndigen Umsatz ca.
50000 Da, bei geringerem Umsatz erhéalt man entsprechand kleinere Werte). Gemessen

wurden von Mino und Kaiszermann mittlere Werte von 3506-5000 [122]. Ein Ce**—Initator-

system erzeugt somit in L&sung relativ kurzkettige Polymere. Das muss jedoch auf eine
Oberflachenpolymerisation nicht uneingeschrankt tbertragybar sein, da an der Geloberflache

andere Abbruchbedingungen gelten, als dies in Lésung der Fall ist [118]. Die Werte der
Molmassen wurden fir Acrylamid als Monomer bestimmt. Bei anderen Monomeren kénnen
wesentlich verschiedene Molmassen gefunden werden.

Die Pfropfeffizienz von einem Ce**-Redoxsystem kann nach Ergebnissen von Rogovin 8090

% betragen [126]. Das bedeutet, dass bis zu 90 % des eingesetzten Monomers kovalent auf
die Geloberflache gebunden werden kénnen. Das ist ein Vorteil von diesem Startsys¢ms, es

wird wenig Homopolymer gebildet welches schwierig zu entfernen ist. Sehr wichtig bei einer
Pfropfreaktion ist auch die Auswahl des geeigneten Monomers.

Bei Pfropfreaktionen zur Funktionalisierung von Polymeroberflachen fir die Chromate

graphie kann zwischen ,Direktsynthesen“ das sind Polymerisationen mit Monomeren die

schon funktionelle Gruppen tragen, sowie ,Pragelsynthesen® unterschieden werden.

—@ o o
o o
—@ o o
| |

Abb. 3.6 a) lonenaustauscherpolymer aus b) Epoxygel als "Prdgel”
einer Direktbeschichtung ftir nachfolgende
Derivatisierungen

Bei den ,Pragelsynthesen” enthalten die Monomere aktive Gruppen, welche durch polymer
analoge Reaktionen weiter umgesetzt werden kénnen. Es kénnen dadurch z.B. Affinitatsgele

und Tragermaterialien fir die hydrophobe Chromatographie hergestellt werden. Die
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"Pragele" werden auch als aktivierte Trager bezeichnet. In den Tabellen 3.3 und 3.4 sind die

von uns verwendeten Monomere flr Oberflachenpolymerisationen aufgefihrt :

Tabelle 3.2  Monomere mit funktionellen Gruppen fiir die direkte Herstellung von

adsorptiven Oberfldchenbeschichtungen

Monomer Verwendung

2—Acrylamido-2-methyl-1-propansulfonsdure | Kationenaustauscher

Acrylamido-ethyl-2-sulfonsé&ure Kationenaustauscher

Acrylamido N,N-diethylaminoethylendiamin | Anionenaustauscher

Acrylamido N, N—

dimethylaminoethylendiamin Anionenaustauscher

Methoxyacrylamid Gelfiltration

. Flissig—Flussig Verteilungs-
Acrylamid chromatographie [196]
Acrylséaure Kationenaustauscher

Tabelle 3.3: Monomere fiir Prédgelsynthesen (aktivierte Tréger)

Monomer Verwendung

Herstellung eines quarternaren
Acrylamido N, N-dimethylethylendiamin| Anionenaustauscher durch Alkylierung mit
Dimethylsulfat

L,Universelles* Monomer fir eine Vielzahl von
Liganden: lonenaustausch-,
Affinitdtschromatographie und hydrophobe
Chromatographie

2,3-Epoxypropylmethacrylat

Die ionischen Acrylamidderivate wurden durch Reaktion der Ethylendiamine (allgemein
Diamine) oder Aminoethanol in wé&ssriger, alkalischer L&sung mit Acrylsdurechlorid
hergestellt (Reaktionsmechanismus nach Schotten-Baumann [129]).

Das Ce*-Initiationssystem ist jedoch nicht universell fur alle Arten von Monomeren
anwendbar. Es ist generell auf wéassrige Systeme eingeschrankt, aulerdem gibt es

Schwierigkeiten bei der Pfropfpolymerisation von Acrylamidderivaten von Aminosduren und
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anderen mit Cerbindenden Substanzen (z.B. Sulfonsduregruppen)[130]. Diese
Verbindungen werden zusammen mit den oberflachenstédndigen Hydroxygruppen oxidiert
und bilden weitere Startradikale in Lésung, was ene starke Vernetzungstendenz zur Folge
hat und zum ,Verklumpen® des Gels fihrt.

Mit den entwickelten Pfropfpolymerisationssystemen konnten zwei strukturell verschiedene

Polymerstrukturen auf Chromatographiegelen aufgebaut werden:

1. Pfropfpolymere mit Amidstruktur
2. Pfropfpolymere mit Methacrylatstruktur

Die mit amidischen Pfropfpolymeren modifizierte Tragermaterialien werden fur die
lonenaustauschchromatographie und die Gelfiltration eingesetzt und die Pfropfpolymergele
mit Methacrylatstruktur fir die Hydrophobe Chromatographie und die Affinitats
chromatographie. Der Markenname der Produkte ist Fractoge? EMD. Eine Ubersicht tiber
die einzelnen Produkte ist im Katalog der Fa.Merck zu finden [131].

Die Herstellungsmethode der amidischen Trégermaterialienwird hier nicht weiter diskutiert,
da keine polymeranalogen Folgereaktionen mdglich sind. Sie wurden jedoch in den
Vergleich der Gele beziglich der Massentransporteigenschaften mit einbezogen (siehe
Kapitel 8).

3.5 Analytische Charakterisierung von oberflachengebundenen Polymeren

Die Charakterisierung von Pfropfpolymeren, welche auf porésen Tragermaterialien
gebunden sind ist schwierig. Zentralproblem ist die Ablésung der gebundenen Polymere von
der Oberflache. Bei kovalent, gebundenen Polymeren ist eine Aufbsung des Basismaterials
notwendig. Das ist bei synthetischen polymeren Basismaterialien nicht mdglich. Ausnahmen
sind Sepharose®, die mit Perjodsdure [127] und Kieselgel, das mit Fluorwasserstoffséure
zerstort werden kann.

Eine weitere Mdoglichkeit ist die Herstellung eines "Modellsystems" bei dem das
Pfropfpolymer Uber einen hydrolyselabilen Anker an die Geloberflache geknipft ist (z.B ein
leicht hydrolysierbarer Ester [118]). Nach der Abtrennung des Polymers kann die
Bestimmung der mittleren Molmasse durchgeflihrt werden. Bei einer Vernetzung des
gebundenen Polymers auf der Geloberflache ist eine Bestimmung der Molmasse jedoch
nicht mehr méglich, da die Polymere im Allgemeinen nicht mehr Islich sind.

Die Vernetzungstendenz der von uns verwendeten Monomere(siehe Tabelle 3.2 und 3.3)
wurde durch Stehen lassen der Reaktionslésungen in Gegenwart des C&" Initiators (unter

Inertgas) Uberpruft. Wurde nach 24 Stunden ein Polymerniederschlag erhalten, war eine
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Vernetzungstendenz des Monomers nicht auszuschlieRen. Eine auffallige Neigung zur
Quervernetzung bei der Ce'*-angeregten Polymerisation wurde bei 2,3Epoxy-
propylglycidylmethacrylat beobachtet. Die Ursache ist die Bildung von Diolgruppen durch
Offnung des Oxiranringes in der sauren Starterlésung (Siehe Kapiél 4) und ein der
eigentlichen Oberflachchenpolymerisation nachfolgender Polymerisationsstart an den
Diolgruppen unter Quervernetzung der Polymerketten.

Es wurden Untersuchungen zur Kettenldnge sowohl von Polyglycidylmethacrylatpolymeren
als auch von ionischen Polyamiden durchgefihrt. Die Polymere wurden fir diese
Untersuchungen anstelle auf Fractogef-Partikel auf KieselgetDiol Partikel gepfropft.
AnschlieBend wurde das Kieselgel mit wassriger Flusssdure hydrolysiert und das Rest
polymer mit MALDFMS untersucht. Dabei konnten keine freien Polymere nachgewiesen
werden, was auf einen nicht zu vernachlassigenden Quervernetzungsgrad bei allen von uns
untersuchten Polymeren hinwies.

Ahnliche Beobachtungen wurden schon von Regnier [128] gemacht. Von ihm wurde 2
Acrylamido-2-methyl-1-propylsulfonsdure  mittels  Ce**-Katalyse auf KieselgetDiol
aufgebracht und das Polymer nach Zerstérung des Kieselgels ebenfalls mit MALDIMS
charakterisiert. Es wurden keine auswertbaren Molmassen gefunden woraus geschlossen
wurde, dass das Polymer auf der Geloberflache quervernetzt ist. Die Charakterisierung von
Pfropfpolymeren auf der Oberflache von Tragermaterialien kann deshalb bisher nur indirekt
durch die Eigenschaften der erhaltenen Tragermaterialien mittels chromatographischer

Methoden erfolgen.

4 Herstellung und Diskussion von polymermodifizierten Tragermaterialien

4.1 Einfuhrung

Fur die Durchfihrung von lonenaustauschprozessen muss der Ligand eine immobilisierte
basische oder saure ionische Gruppe enthalten. Fir den Aufbau vonAffinitatsgelen kann
der Ligand aus einer Vielzahl von verschiedenen affinen Verbindungen ausgewéhlt werden
(Beispiele sind Triazinfarbstoffe [132], Protein A [133] und Metallkomplexbildner [134]). Bei
Materialien fir die hydrophobe Interaktionschromatographie werden Alkyl oder
Arylverbindungen auf die Oberflaiche von Tragermaterialien (bevorzugt Pheny und
Butylgruppen) gebunden [135].

Die erforderlichen Ligandendichten fiir eine praktisch nutzbare Bindungskapazitat von
lonenaustauschermaterialien und Affnitatstrdgern sind unterschiedlich. Eine Ursache ist,
dass die Gleichgewichtskonstanten bei Affinitatstrdgern im Allgemeinen 10100 mal héher

sind als die von lonenaustauschern [136]. Bei Affinitdtstrégern sind Ligandendichten von %
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20 pmol/ml erforderlich um ausreichende Bindungskapazitdten zu erzielen (20 mg/ml je
nach Ligand), wohingegen die Ligandendichten bei lonenaustauschern 100 pymol/ml und
groRer sein missen um eine ebenso hohe Bindungskapazitédt zu erzielen. Wenn man
lonenaustauschermaterialien oder Affinitdtstrager mit hohen Ligandendichten aus
Epoxygelen durch polymeranaloge Reaktionen herstellen will, muss durch eine
entsprechende Herstellungsmethode sichergestellt werden, dass hohe Epoxy
gruppendichten erzielt werden kénnen. Im Folgenden wirdkurz auf die Chemie der Oxirane
eingegangen um die Vielzahl der Reaktionsmdéglichkeiten zur Herstellung von Chromate

graphiematerialien hervorzuheben.

4.1.1 Reaktionen von Epoxiden

Epoxyde oder Oxirane sind Dreiringe, die ein Sauerstoffatom enthalten. Die gespanten
Dreiringe sind im Gegensatz zu dem indifferenten Verhalten gewéhnlicher aliphatischer
Ether sehr reaktiv und kdnnen mit verschiedenen elektrophilen und nukleophilen
Verbindungen reagieren [137]. Den vermutlichen Reaktionsmechanismus fur die Reaktion

der Oxirane mit einigen elektrophilen und nucleophilen Reagenzien zeigt Abbildung 4.1:

- —_—> HC—CH
HC\ /CH2 + H-X / | | 2
O HO X
X =OH, OR, NH,, NHR, \ hydrophile
Hydroxygruppe
Abb. 4.1: Reaktionen von elektrophilen und nucleophilen Reagenzien mit einer Oxi-

rangruppe. Bei der Ringéffnung wird eine hydrophile Hydroxygruppe gebildet.

Bei der Reaktion mit Nucleophilen verlauft die Reaktion nach einem &2 Mechanismus und
das Nucleophil bindet an dem am wenigsten abgeschirmten Kohlenstoffatom. In diesem Fall
das a-Kohlenstoffatom. Da die meisten Reaktionen zur Herstdlung von Affinitatstragern mit
nucleophilen Verbindungen durchgefuhrt werden, sind die Liganden haufig endsténdig. Bei
Reaktionen mit elektrophilen Verbindungen verlduft die Reaktion nach einem {1

Mechanismus und es entsteht das Produkt, das aus dem stalileren Carbokation hervorgeht.
Das ist haufig das B-Kohlenstoffatom [138]. Die Md&glichkeit, in Abh&ngigkeit von den
Reaktionsbedingungen sowohl mit Elektronendonatoren als auch mit Elektronenakzeptoren

zu reagieren und nach der Reaktion hydrolysestabile urd hydrophile Verbindungen zu
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bilden, macht die Epoxide zu universellen Liganden. Es kdénnen auch Oberflachen ohne
Hydroxygruppen beschichtet werden. Die hydrophilen Eigenschaften von Epoxiden sind zum
Teil dadurch bedingt, dass durch die Ringéffnung eine zwsatzliche Hydroxygruppe gebildet
wird (siehe Markierung in Abbildung 4.1). Bei langkettigen, aliphatischen und nichtpolymeren
Epoxiden besteht die Gefahr, dass das Alkylkettenriickrat einen zu hydrophoben Charakter
hat und Proteine unspezifisch bindet.

Die Verwendung der Epoxygruppe als aktive Gruppe in der Affinitdtschromatographie wurde
von Porath und Sundberg beschrieben. Als Aktivierungsreagenzien wurden von ihnen
Epchlorhydrin und 1,4-Butandioldiglycidylether benutzt [139], [140] :

CI/\<(]) P\/O\/\/\O/\d

@)

Abb. 4.2: Nichtpolymere epoxygruppenhaltige Aktivierungsreagenzien

Immoblisierungsreaktionen mit Epoxiden wurden insbesondere auf Sepharosegelen durch
gefuhrt und dazu verwendet, Tragermaterialien fur die Affinitdtschromatographie
herzustellen. Die Bedingungen dieser nichtpolymeren Immobilisierungsmethode wurden auf
Fractogel® Ubertragen (Eigenschaften des Fractogels’ im Anhang A1) und optimiert. Die
Eigenschaften von daraus hergestellten Affinitatstrdgern wurden mit denen von

polymermodifizierten Trdgermaterialien verglichen (siehe Kapitel 4.4).

4.2 Ergebnisse der polymeren Beschichtung mit Epoxygruppen

Die Eignung von anderen Metallkomplexsalzen (z.b. Ammoniummetavanadat und
Dichromat) fur die Initiierung der Pfropfpolymerisation von Glycidylmethacryat getestet. Der

Beschichtungsgrad mit Pfropfpolymer ware jedoch insgesamt zu gering (< 5 %) im Vergleich
zur Ce‘”-Redoxsystemmethode, so dass diese Redoxsysteme nicht weiter betrachtet
wurden.

Das Ce*-Redoxsystem hat den Vorteil, dass auf allen hydroxgruppenhaltigen

Tragermaterialien eine Pfropfung erzielt werden konnte. Der Beschichtungsgrad kann 100 %
und hdher sein und ist leicht steuerbar, so dass wir uns fir dieses Initiatorsystem
entschieden hatten.

Nach einer Reihe von Optimierungsversuchen zurOberflachenbeschichtung von Fractogel®

HW 650 (M) mit Glycidylmethacrylat wurde eine bestimmte Reaktionsvorschrift "eingefroren”

und von diesem Punkt ausgehend die experimentellen Bedingungen systematisch variiert
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um die Einflisse der Reaktionsparameter atschatzen zu kdnnen (Methode 8.1.1). Es gibt bei
der Herstellung eines polymerbeschichteten Gels fir die Chromatographie nach unserer

Erfahrung drei wichtige Zielgré3en:

1. Pfropfgrad (optimal)
2. Epoxygruppendichte und Bindungskapazitat des zum lonenaugauscher modifizierten
Gels (maximal)

3. Permeabilitat des Gels (mdéglichst unbeeinflusst)

Die wesentlichen Einflussgrélien auf den Pfropfgrad sind:

1. Die Reaktionszeit
2. Die Monomerkonzentration
3. Die Ce*"-Konzentration

Die Ce*-Konzentration wurde aus &konomischen Griinden und bedingt durch die
Schwierigkeit der Entfernung des nicht umgesetzten Cer auf ein Minimum eingeschrankt und
konstant gehalten. Der Einfluss der Reaktionszeit auf die Epoxygruppendichte bei einer

Monomerkonzentration von 0,15 Mzeigt die folgende Darstellung:

Epoxygruppendichte [mmol/g]
2

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Reaktionszeit [min]

Abb. 4.3: Einfluss der Reaktionszeit auf den Epoxygruppengehalt von Polyglycidylmeth-
acrylat (200 ml einer wéssrige Lésung aus 0.015 M Ce**, 0.08 M Salpeter-
séure und 0.15 M Glycidylmethacrylat sowie 100 ml feuchtes Fractogel® HW
650 (M) )
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Die Oberflachenpolymerisation verlauft schnell. Schon nach etwa 10 min ist eine hohe
Epoxygruppendichte erreicht. Mit einer Molaren Masse von 142 g/mol fur das Monomer 2,3
Epoxypropylmethacrylat entspricht der maximalen Epoxygruppendichte von 1,788 mmol/g
einem Pfropfgrad von 25,4 %. Die héchsten Ausbeuten an Epoxygruppen erhalt man bei
Reaktionszeiten von 30 bis 60 min.

Die leichte Abnahme der Epoxygruppendichte nach ca. 50 min Reaktionszeit ist durb die
Hydrolyse des gepfropften Glycidylmethacrylates zum Diol in der stark sauren Ldsung

bedingt. Die Hydrolyse erfolgt nach folgender Gleichung:

Abb. 4.4: Hydrolyse von Epoxygruppen in Gegenwart von verdiinnten Mineralsduren

zum Diol

Diese Reaktion, ist wie schon erwahnt, die Ursache fir die Vernetzung der Polymerketten
auf der Geloberflache. Der Einfluss der Monomerkonzentration auf den Pfropf oder Be-

schichtungsgrad ist in Abb. 4.5 gezeigt:

Beschichtungsgrad [%)]
120

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

0 i

0,00 0,05 0,0 0,45 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40

Monomerkonzentration [M]

Abb. 4.5:  Pfropfgrad fiir 2,3 Epoxypropylmethacrylat in Abhéngigkeit von der Konzen-

tration des eingesetzten Monomers
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Die Monomerkonzentration bei einem ,optimierten“ Reaktionsansatz betrug 0,15 M. Der
Beschichtungsgradgrad nahm bei MonomergehaltengréRer als 0,06 M stark zu. Gele mit
héheren Polymergehalten als 50 % hatten einen zu hohen Druckabfall und wurden bei
linearen Flissen von > 1 cm/min irreversibel komprimiert. Die Pfropfeffizienz (Masse
gebundenes Polymer/Masse eingesetztes Monomer) ist tei niedrigen Monomer
konzentrationen kleiner als bei héheren Konzentrationen wie in der folgenden Abbildung 4.6

gezeigt wird:

Pfropfeffizienz [%]
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Abb. 4.6: Pfropfeffizienz als Funktion der Monomerkonzentration

Dieses Verhalten, der starke Anstieg der Pfropfeffizienz im Bereich von 0,2 und 0,4 M kann
als ein Art Trommsdorfeffekt auf der Geloberflache gedeutet werden [118]. Es werden bei
héheren Anfangskonzentrationen langere Ketten gebildet. Der Abbruch der Polymerisation
durch Rekombination ist dann starker behindert, was den vélligen Verbrauch des Monomers
durch weiteres Kettenwachstum zur Folge hat.

Die Pfropfpolymerisation von Glycidylmethacrylat mit Cerlnitierung ist auf allen
Tragermaterialien mit Hydroxy- oder Diolgruppen méglich. Bei Tragermaterialien die keine
Hydroxygruppen besitzen, kann diese Methode nicht benutzt werden. Ein Beispiel fir ein
hydroxygruppenfreies Tragermaterial ist Polyamid 6. Polyamid 6 wird durch Ring
o6ffnungspolymerisation aus e-Caprolactam hergestellt [142]. Es wird unter anderem zur
Herstellung von Mikrofiltrationsmembranen benutzt. Man kann sowohl Flachmembranen als
auch Hohlfasermembranen aus diesem Polymer fertigen [143].

Die chemische Derivatisierung von Polyamid 6 durch Endgruppenderivatisierung wude
erstmalig durch Inman und Hornby beschrieben [144]. Die bevorzugte Methode der

Aktivierung ist die Kopplung Gber die Aminoendgruppe der Polyamid 6 Polymerkette [145].
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Polyamid kann auch durch radikalische Anregung im Niederdruckplasma mit Polymer
beschichtet werden [146]. Vom Autor wurde ein chemisches Verfahren entwickelt (siehe
Methode 8.1.11.), bei dem die Endgruppen der Polyamidketten die Startgruppen fir eine
Blockpolymerisation sind. Die Polyamidketten enthalten Aminogruppen, an welche nach
dem folgenden Reaktionsschema Polyglycidylmethacrylatketten aufpolymerisiert werden
kénnen [54]:

—OC(CH)NH,  + ([)>\/O\”/K — —OC(CHZ)SNH/R\/O\”/K
0 0

—m(CHZ)sNH%Oj(K + n (L>\/OW/K _— _OC(CHZ)SN%/O

OH
0o o o}

Abb. 4.7: Blockpolymerisation von 2,3-Epoxypropylmethacrylat auf Polyamid 6

Im ersten Reaktionsschritt reagiert Glycidylmethacrylat im stak alkalischen Medium mit den
Aminoendgruppen. Die Endgruppe des Polyamidmolekils enthalt jetzt eine Doppelbindung
des Methacrylatesters auf die eine Ubertragungsreaktion von einem Radikal entsprechend
einem "grafting to" Schritt erfolgen kann. Im né&chsten Reaktionsschritt wird
Polyglycidylmethacrylat als Blockpolymer an der Polyamidfaseroberflache, durch eine
Radikalische Polymerisation mit Azoisobutyronitril (AIBN) als Starter in Toluol, gebildet.
Durch eine Farbreaktion mit Ninhydrin wurde die mittlere ligandendichte der vor der
Reaktion vorhandenen Aminogruppen auf dem Polyamid bestimmt. Sie liegt je nach dem
Herstellungsverfahren bei ca. 15 pmol/g. Bei einer spezifischen Oberflache von 7 g
stehen somit fiir die Ubertragungsreaktion 2,14 pmol/nf Doppelbindungen zur Verfiigung.
Die Umsetzung der Aminoendgruppen mit Glycidylmethacrylat im stark alkalischen Medium
betrug 90 % der Theorie (die Bilanzierung erfolgte Uber die Bestimmung des Gehaltes an
Epoxygruppen nach der Pfropfpolymerisation durch Titratim und des Block-
polymerisationsgrades). Eine lédngere Reaktionszeit fuhrt zu einer Hydrolyse der
Estergruppen des Glycidylmethacrylates und zur Abnahme der verfligbaren Doppel
bindungen auf der Oberflache.

Der Beschichtungsgrad der Poylamidhohlfasern mit Pdyglycidylmethacrylat wurde in
Abhangigkeit von der Anfangsmonomerkonzentration in der L6sung untersucht (Reaktions

zeit 1 Stunde, Reaktionstemperatur 93 °C):
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Abb. 4.8:  Beschichtungsgrad von Polyamidhohlfasern in Abhdngigkeit von der Monomer-

konzentration in der Reaktionslésung bei einer radikalischen Polymerisation

Im Bereich von 0,35 bis 0,8 M der Monomerkonzentration beobachtet man einen
nichtlinearen Anstieg des Beschichtungsgrades als Funktion der Monomerkonzatration.

Dieser Zusammenhang wurde schon bei der Ce"*-initiierten Polymerisation gefunden und ist
ebenfalls auf den schon beschriebenen Oberflachen Trommsdorf- Effekt zurickzufihren.

Der Beschichtungsgrad kann mit Monomerkonzentrationen gréf3er als 1,5 Mhur noch wenig

gesteigert werden. Der mittlere Epoxygruppengehalt der derivatisierten Membranen betrug
ca. Tmmol/g Membran.

Es wurden von uns nach diesem Verfahren Polyamidhohlfasern derivatisiert, die mit nach

folgenden Modifikationen zu lonenaustauschern fir die Membranchromatographie
modifiziert wurden (Methode 12. und 14.). Die Daten des Basismaterials sind im Anhang A2
aufgefuihrt und die speziellen Eigenschaften der Membranadsorber werden im Kapitel 7
diskutiert.

4.3 Ergebnisse der polymeranalogen Umsetzungen an den Epoxygruppen

4.3.1 Diolgruppe

Die Herstellungsvorschriften der nachfolgend beschriebenen Reaktionen sind im
Methodenteil (8.1.6., 8.1.7., 8.1.8., 8.1.9., 8.1.10.) detailliert beschrieben [1517], [23].
Die Addition von Wasser an die Epoxidgruppe kaan sowohl sdure- als auch basenkatalysiert

erfolgen. Die Geschwindigkeitskonstante flr die Hydrolyse von Glycidol mit Perchlorséure ist
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etwa 35 mal so hoch wie mit Kalilauge [147]. Die Epoxygruppe sollte deshalb saure
katalysiert gedffnet werden. Es kdnnenverdinnte Perchlorsdure und Schwefelsaure fur die
Hydrolyse verwendet werden. Restepoxygruppen( nach nicht vollstdndigen Umsetzungen)
wurden mit verdiinnter Schwefelsdure hydrolysiert. Diese Bedingungen waren aber nur auf
das Fractogel®-Polymer anwendbar, da dieses Material sehr s&durestabil ist. Polyamid 6 ist
nicht sdurestabil. Die Restepoxygruppen auf diesem Material wurden durch Reaktion mit

Ethanolamin geéffnet.

4.3.2 Anionenaustauscher

Durch Reaktion mit Aminen kénnen verschiedene lonenaustauscher hergetellt werden. Die
einfachste Variante ist die Reaktion des Epoxypolymers mit Ammoniak. Die Reaktionsge
schwindigkeit ist kleiner als die, welche mit sekundaren oder tertidren Aminen erzielt wurde
[148]. Der Aminoligand ist so schwach basisch, dass er nich als lonenaustauschergruppe
verwendet werden kann. Bei der Reaktion mit Diethylamin wird eine schwach basische
Anionenaustauschergruppe (N,N-Diethylamino-2-hydroxypropyl, pK = 9.5, DEA-Gruppe)
und bei der Reaktion mit Trimethylamin wird eine stark basisd&ie Anionenaustauschergruppe
(Trimethylammonium-2-hydroxypropyl, pK > 13, TMA-Gruppe) gebildet. Die DEA-Gruppe
verhélt sich chromatographisch vergleichbar zu der haufig beschriebenen DEAE (Diethw
aminoethyl)}Gruppe von schwach basischen Austauschern.

Die Addition von Diethylamin wird durch einen Wasseranteil beginstigt (in reinem
Diethylamin konnte bei 50 °C nach 30 min kein Umsatz festgestellt werden), wohingegen bei
einem Wasserzusatz von 50 % nach 24 Stunden bei Raumtemperatur ein Umsatz von

gréRer 60 % erreicht werden konnte).
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Abb. 4.9: Reaktionen der Epoxygruppe mit Aminen

Die folgende Tabelle zeigt die maximalen Ligandendichten, welche durch Reaktion von

Aminen auf mit Polyglycidylmethacrylat beschichteten Tragermaterialien ereicht wurden:

Tabelle 4.1 Experimentell gefundene maximal mégliche ionische Ligandendichten von

Aminderivaten
, Maximale ionische Ligandendichten
Material
[mmol/g]

Fractogel® EMD Amino' (M) 0,1
Fractogel® EMD DEA? (M) 1,1
Fractogel® EMD TMA? (M) 1,3
Polyamid 6 Hohlfasermembran DEA 0,96
Polyamid 6 Hohlfasermembran TMA 0,87

'Bestimmt durch Titration mit 3-(2-pyridylthio)propionséure N-hydroxysuccinimidester durch
photometrische Messung des freigesetzten Thiopyridins

? Bestimmt durch potentiometrische Titration mit 0,1 M HCI.
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Die geringe Ligandendichte von freien Aminogruppen bei der Reaktion der Epoxygruppen
mit Ammoniak ist auf die starke Quervernetzungstendenz von Aminen bei der Reaktion mit
Epoxiden zurtickzufihren. Die Umsetzungsgrade fur Dighylamin und Trimethylamin mit dem
Epoxigel betragen jeweils 60 % und 95 %. Diese Werte wurden durch Titration der
Epoxigruppen vor und nach der Umsetzung ermittelt. Die Proteinbindungskapazitéat kann fur
die Anionenaustauscher durch Beladung mit Rinderserumalbumin (10 mg/ml Rinderserum-
albumin in 20 mM Tris-Puffer, pH 8) bestimmt werden (Vorschrift 8.1.6. und 8.1.11. im
Methodenteil.). Fir experimentelle Anionenaustauschermaterialien wurden folgende durch

schnittliche Bindungskapazitaten gefunden:

Tabelle 4.2  Bindungskapazitdten fiir Rinderserumalbumin von Anionenaustauschern

Material Bindungskapzitat fir
Rinderserumalbumin [mg/ml]

Fractogel® EMD DEA (M) 160
Fractogel® EMD TMA (M) 140
Polyamid 6 Hohlfasermembran DEA 62
Polyamid 6 Hohlfasermembran TNVA 70

4.3.3 Kationenaustauscher

Hier unterscheidet man ebenfalls zwischen schwachen und starken Kationenaustauschern.
Von den mit Polyglycidylmethacrylat derivatisierten Tragermaterialien wurden nur starke
Kationenaustauscher (Sulfoaustauscher) hergestellt. Cer ionische Ligand ist hier eine
Sulfonsduregruppe, die durch Reaktion des Epoxygels mit Hydrogensulfit (oder Sulfit)

hergestellt werden kann.

(S]
0 HSO o%
N VasNh 3 o

HO so;

-CH,-Rickrat
-CH,-Rickrat

Abb. 4.10:  Herstellung eines Sulfoaustauschers durch Reaktion einer Epoxygruppe mit

Hydrogensulfit
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Die Sulfonierungsgrade sind mit Phasentransferkatalyse unter Verwendung von Tetrabutyl
ammoniumhydrogensulfat quantitativ [149]. Folgende maximale Proteinbindungskapazitaten
(mit Lysozym) konnten auf verschiedenen Tragermaterialien erhalten weden (Vorschriften
8.1.7.und 8.1.15. im Methodenteil):

Tabelle 4.3  Proteinbindungskapazitéten fiir Lysozym von Kationenaustauschern

Material Bindungskapazitat fur Lysozym [mg/ml]
Fractogel® EMD Sulfo (M) 100
Polyamid 6 Hohlfasermembran Sulfo 92

Durch die polymeren Beschichtungsverfahren kénnen folglich sehr hohe Bindungs
kapazitdten fur lonenaustauscher erzielt werden. Bei der Ubertragung dieser
Beschichtungsverfahren auf Membranfasern kénnen auf sehr kleinen Oberflachen (< 10
m?/g) ebenfalls hohe Bindungskapazitaten erreicht werden. Im nachsten Kapitel wird die

Herstellung von Affinitatsmaterialien durch polymere Beschichtungsverfahren erldutert.

4.3.4 Metallchelataffinitatschromatographie (IMAC)

Der Mechanismus der Wechselwirkung von, an chelatbilderden Substanzen, immobilisierten
Metallionen flir die Trennung von Proteinen (IMAC) ist gut untersucht und aufgeklart. Das
Prinzip der Adsorption ist in der Abbildung 5.2 dargestellt [151]:
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Abb. 4.11: Wechselwirkungsmechanismus eines mit Iminodiessigsdure komplexierten

Cu?*-lons auf einer Geloberflache mit den Histidingruppen eines Proteins
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Ein Komplexbildner, hier Iminodiessigsaure, wird auf einem Epoxygel immobilisiert. Vor der
Bindung von Proteinen wird das Gel mit Ubergangsmetalionen beladen. Bevorzugt sind

insbesondere Cu*, Co*, Zn* und Ni*. Die Proteinbindung erfolgt mittels Liganden

austausch mit insbesondere oberflachensténdigen Histidinresten auf Proteinen [152]. Durch
gentechnische Methoden kénnen natirliche Proteine © verdndert werden, dass sie Histidin

schwénzchen tragen (sogenannte Fusionsproteine). Dadurch bekommen sie eine sehr hohe
Affinitat zu einem Metallchelatgel und kénnen mit guten Ausbeuten aus Proteinpraparationen
isoliert werden [153]. Die Bindungsstérke hat in Bezug auf die Metallionen folgende Stérke:
Cu*>Ni**>Co*">Zn**. Die gebundenen Proteine kénnen durch Elution mit Imidazol oder
durch einen pH-Gradienten eluiert werden. Zur Herstellung eines IMAC Tragers wurde das
polymere Epoxygel mit Iminodiessigsiure (IDA) im stark alkalischen Medium nach

folgendem Reaktionsmechanismus umgesetzt (Vorschrift 8.1.9. im Methodenteil):

o)
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Abb. 4.12:  Reaktion einer Epoxygruppe mit dem Natriumsalz der Iminodiessigséure

Die nach Optimierung maximal erreichbaren Ligandendichten an gebundener Iminodiessig
saure betrugen 0,4 mmol/g. Es wurden 30 % der nach der Polymerisation vorhandenen
Epoxygruppen umgesetzt. Fir die Reaktion wurde das Dhatriumsalz der IDA verwendet.

Mit dem polymeren IMAC Tragematerial (Fractogel® EMD Chelat (M)), konnten
Proteinbindungskapzitdten von maximal 70 mg/ml Lysozym erzielt werden. Das war im
Durchschnitt 2 mal héher als die Kapazitdten, welche auf nichtpolymer beschichteten

Tragermaterialien erreicht wurden.

4.3.5 Thiophile Adsorption

Gele mit thiophilen Liganden sind geeignet, unter schwach hydrophoben Bedingungen Anti
kérper zu binden [150]. Diese Eigenschaft macht das Gel interessant fir die Trennung von
Albumin aus Antikérperpréparationen. Albumin tritt als Verunreiniging sowohl bei der
Reinigung von polyklonalen Antikérpern als auch von monoklonalen Antikérpern auf. In

Gegenwart von 0,5 M bis 0,8 M Ammonium oder Kaliumsulfat werden Antikérper gebunden,
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wohingegen Albumin keine Affinitdt zu dem Gel besitzt. Die Antikdper kénnen danach bei
geringer lonenstarke (20-50 mM) und neutralem pH Wert eluiert werden.

Die wichtigste, etablierte Methode der Antikdrperreinigung ist die Protein A Chromatographie
[154]. Protein A besitzt eine hohe Spezifitat fur Antikérper. Wird diegs Protein auf Gelen
immobilisiert kdnnen Antikérper sehr effizient abgetrennt werden. Albumin wird an diese
Gele nicht gebunden. Die an diese Materialien gebundenen Antikérper miissen mit einem
sehr niedrigen pH desorbiert werden, was teilweise eine Denatuierung der gebundenen
Antikérper zur Folge hat. Die thiophile Adsorption ist eine Alternativmethode zur Protein A
Affinitdtschromatographie.

Der genaue Mechanismus der Wechselwirkung TGel und Protein ist nicht bekannt.
Vermutlich gibt es Donato~Akzeptor Wechselwirkungen von aromatischen Aminosdure
sequenzen (als Oligopeptide) und der Gel Gruppierung. Thiophile Gele enthalten im

Allgemeinen folgende Strukturmotive im Liganden:

0 o
\/\\ﬁ/\/s\/\OH /S\/\\ﬁ/\/s\/\OH
(0] (0]
Abb. 4.13: "2S" T-Gel "3S" T-Gel

Es wurde durch Untersuchungen nachgewiesen, dass die Sequenz: Sulfongruppe und
Thioether (sogenanntes "2S" T- Gel) mit hoher Ausbeute Antikdrper selektiv bindet [155].
Diese Wirkung kann durch eine zusatzliche Thioethergruppe noch verstarkt werden.
Strukturell verschiedene Heteroaromaten kénnen ebenfalls zur spezifischen Adsorption von
Antikérpern benutzt werden (z.B. Mercaptopyridin). Eine solche Wechselwirkung wird als
Aza-Arenophil Bindung bezeichnet [156].

Das 3S T-Gel konnte durch die Reaktionsfolge: 1. Umsetzungdes polymer- modifizierten

Epoxygels mit Natriumhydrogensulfid, 2. Reaktion mit Divinylsulfon und 3. Reaktion mit
Mercaptoethanol aus einem Epoxygel hergestellt werden.

Die Umsetzung mit Hydrogensulfid war quantitativ. Die Reaktionen mit Divinylsulfon und
Mercaptoethanol hatten Ausbeuten von etwa 80 % der Theorie. Die mit
Polyglycidylmethacrylat hergestellten Gele (Fractogef° EMD TA) haben eine

Bindungskapazitat von ca. 40 mg/ml humanes Immunoglobulin und sind damit vergleichbar
den Bindungskapazitaten der Gele mit immobilisierten Protein A oder Protein G welche etwa

50 mg/ml humanes Immunglobulin binden.
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4.4 Polymere Liganden als Spacer

Im vorhergehenden Kapitel wurde gezeigt, dass polymere Modifizierungen es erméglichen,
Tragermaterialien mit sehr hohen Bhdungskapazitdten herzustellen. Es wird im Folgenden
auf die Problematik der besseren Zugéanglichkeit der Analyten zu polymermodifizierten
Liganden eingegangen.

Eine bis heute diskutierte Problematik in der Biochromatographie, insbesondere der
Affinitdtschromatographie, ist die Bedeutung eines Spacers oder Abstandshalters fir die
Ausbeuten bei einem chromatographischen Reinigungsprozess. Auf diese Problematik
wurde schon in Kapitel 2.2. hingewiesen. Ein Spacer sollte die Zuganglichkeit zu einem
Liganden verbessern. Ein mdgliches Szenario der sterischen Verhéltnisse bei Bindung von
Proteinen an Geloberflachen zeigt Atbildung 4.14:

Abb. 4.14:  Immoblisierung von Liganden Immobilisierung von Liganden

ohne Spacer mit Spacer

Ist der Spacer zu kurz, sind die Liganden fur das Protein nicht mehr zugénglich. Als Spacer
kénnen verschiedene Verbindungen benutzt werden. Bevorzugt sind Diamine (z.B.
Hexamethylendiamin, Ethylendiamin, Dicarbonsduren (Adipinséaure), Polyethylenglybkl oder
Aminoséduren [157]). Es wurden im Rahmen dieser Arbeit vergleichende Untersuchungen
durchgefuhrt, inwieweit immobilisiertes Polyglycidylmethacrylat, mit Liganden in den
Seitenketten, als Abstandshalter (Spacer) verwendet werden kann. Es wurden deshéb

folgende drei Immobilisierungsmethoden miteinander verglichen:

1. Immobilisierung von Liganden ohne Spacer (Aktivierung mit Epichlorhydrin)

2. Immobilisierung von Liganden unter Verwendung eines "Einpunktspacers"
(Aktivierung mit Butandioldiglycidether)

3. Polymerer Spacer (Immobilisierung von Liganden auf einer Polyglycidylmethacrylat
beschichtung)

65



Der Vergleich gewinnt an Plausibilitdt wenn fur alle drei Methoden dasselbe Basismaterial
eingesetzt wird: Fractogel® HW 650 (M). Das ist bei vergleichenden Untersudungen in der

Literatur h&ufig nicht gegeben. Es werden héufig die Eigenschaften von Tragermaterialien
mit demselben Liganden, jedoch unterschiedlichen Basismaterialien verglichen [199]. Das
Basismaterial hat jedoch einen bedeutenden Einfluss auf die Bindungseigenschaften, was

im Kapitel 5.1 noch eingehender diskutiert wird. Durch die Verwendung eines einheitlichen
Basismaterials sind die unspezifischen Wechselwirkungen des Proteins mit der Oberflache
bei den verschiedenen Spacertechnologien gleich. Die Re&tionsbedingungen wurden so

angepasst, dass die erhaltenen Epoxygruppendichten aller drei Aktivierungsmethoden in
einem vergleichbaren Grélenordnungsbereich lagen. Fir den Vergleich wurden fir jede
Spacer-Technologie jeweils ein Anionenaustauscher vom DEATyp und ein IMAC-

Affinitdtsgel hergestellt (siehe Tabelle 4.5).

Die Ausgangsligandendichten der Epoxygele sind in Tabelle 4.4 gezeigt (Die Aktivierung der
Fractogel® Materialien mit Epichlorhydrin und Bisglycidyether erfolgte nach den Methoden
von Sundberg, Porath [139] und Porath, Fornstedt [140] ). Die polymeranalogen Reaktionen
mit Diethylamin und Iminodiessigsdure wurden entsprechend den im Methodenteil
beschriebenen Vorschriften (8.6 und 8.9) durchgefuhrt:

Tabelle 4.4  Epoxygruppendichten von verschiedenen Aktivierungsmethoden auf
Fractogel® HW 650 (M)

Methode Ligandendichte [mmol/g]
Aktivierung mit Epichlorhydrin 0,9
Aktivierung mit 0.5
Butandiol(bis)diglycidylether ’
Aktivierung mit Polyglycidylmethacrylat 1,3

Bei der Aktivierung mit Bisglycidyether konnte auch durch Optimierung keine Steigerung der
Ligandendichte gréer als 0,5 mmol/g erzielt werden.

Aus diesen Gelen wurden durch Reaktion mit Diethylamin schwach basische Austauscher
und durch Reaktion mit Iminodiessigsdure metallionenkomplexigende Gele fur die IMAC

hergestellt. Die erhaltenen Ligandendichten sind in Tabelle 4.5 zusammengefalit:
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Tabelle 4.5 DEA-Ligandendichten und Iminodiessigséureligandendichten der Epoxy -

Aktivierungsmethoden

Methode

Ligandendichte DEA -
Gruppen [mg/ml]'

Ligandendichte
Iminodiessigsaure [mg/mIf

Aktivierung mit Epichlorhydrin
(Fractogel® DEA (M),
Fractogel® IDA (M)

9,7

4.4

Aktivierung mit
Butandiol(bis)diglycidylether
(Fractogel® Spacer DEA (M),
Fractogel® Spacer IDA (M))

6,9

7,8

Aktivierung mit
Polyglycidylmethacrylat
(Fractogel® EMD DEA (M),
Fractogel® EMD Chelat (M))

10,1

5,2

"Titration mit 0,1 M HCI

2Bestimmt durch Titration mit Cu?* - lonen

Die Reaktionsausbeuten sind fiir den Butandiol(bis)diglycidylether héher als bei den beiden

anderen Immobilisierungsmethoden, was vermutlich durch die mehr hydrophile Struktur des

Ethers bedingt ist. Es wurden folgende Lysozymbindungskapazitaten fir die Gele ermittelt:

Tabelle 4.6 Proteinbindungskapazitdten von DEA-Austauschern und IMAC-Gelen

Methode

BSA-Bindungskapazitat fur
einen DEA-Anionen-
austauscher [mg/ml]

Lysozymbindungskapazitat
fur ein Cu**-Chelatgel [mg/ml]

Aktivierung mit Epichlorhydrin
(Fractogel® IDA (M),
Fractogel® DEA (M))

15

Aktivierung mit

Butandiol(bis)diglycidylether
(Fractogel® Spacer IDA (M),
Fractogel® Spacer DEA (M))

33

35

Aktivierung mit
Polyglycidylmethacrylat
(Fractogel® EMD Chelat (M),
Fractogel® EMD DEA (M))

80

42
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Definiert man einen dimensionslosen Index B zur Charakterisierung der Effektivitat der

Ligandennutzung fiir die Proteinbindung durch:

Qmax
F=E—

CIigand

E — 41

Qmax  Gleichgewichtsbindungskapazitat [mg/mil]

Cigand Ligandendichte [mg/mil]

so erhédlt man folgende Darstellung fir die Effektivitdt von verschiedenen Imme
bilisierungsmethoden (Abb. 4.15):

10

(o]
1

Verhiltnis Proteinbindungskapazitat zur
Ligandendichte in (mg/ml)/(mg/ml)

0 I T

Epichlorhydrin Bisglycidylether Polyglycidylmethacrylat

I DEA - lonenaustauscher
[ Metallchelataffinitatschromatographie

Abb. 4.15:  Bedeutung eines Spacers fiir die Proteinbindungskapazitdt von

immobilisierten Liganden bei Anionenaustauscher- und IMAC Gelen

Es wird hier ersichtlich, dass ein Spacer grundsétzlich eine Erhéhung derProteinbindungs-
kapazitat zur Folge hat. Polymere Spacer aus Polyglycidylmethacrylat haben strukturell Vor
teile, da sie in jeder Seitenkette Liganden tragen und somit eine bessere Ausnutzung der L
ganden ermdglichen sollten. Der Effekt des Spacers wird kei hdher affinen Liganden wie

den IMAC Liganden, noch grésser. So konnte bei einem mit Epichlorhydrin aktivierten Gel
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(ohne Spacer) konnte fir das daraus hergestellte Metalchelatgel keine Bindungskapazitat
nachgewiesen werden.

Die hdhere Proteinbindungskapazitat der polymerbeschichteten Gele wurde nicht durch eine
gesteigerte Ligandendichte erreicht, sondern ist ausschlieBlich ein Resultat der besseren
raumlichen Zugénglichkeit zu den Liganden. Ahnliche Ergebnisse wurden von Boschetti
[158] beim Vergleich von verschiedenen lonenaustauschergelen beschrieben.

Der hier aufgefiihrte Vergleich der "Spacermethoden" ist eingeschrankt auf die Interaktion
von gebundenen niedermolekularen Liganden mit Makromolekilen. Ein Spacer hat jedoch
mdglicherweise einen eher geiingen Einfluss auf die Zugénglichkeit bei der Wechselwirkung
eines gebundenen Protein mit einem anderen Protein (z.B. in der Immunoaffinitdtschromate
graphie). Bei der Wechselwirkung eines gebundenen Protein A (durchschnittliche GréRe 4
nm) mit einem Antikérper der durchschnittlichen Gréf3e 8 nm kann ein Spacer von 0,75 nm
(entspricht der Lange eines optimalen 6C Spacers) kaum die geeigneten sterischen
Verhéltnisse flr eine ungehinderte Interaktion schaffen. Dies war jedoch nicht Gegenstand
der Arbeit und wurde nicht weiter untersucht.

In der Literatur werden die Gele und modifizieten Membranen, die mittels der oben
beschriebenen Polymerbeschichtungsmethoden hergestellt wurden als Tentakeltrager
materialien® bezeichnet [9]. Die Vorstellung in welcher Anordrung Proteine in einem
Tentakelgel® mit lonenaustauschergruppen vorliegen sollten, ist in Abbildung 4.16 gezeigt

(nach Janzen und Unger [28]):

Abb. 4.16:  Struktur der Tentakelgele® nach Janzen und Unger [28], lange Polymerketten
sind kovalent auf dem Basisgel befestigt in dem die Proteine in

Multischichtanordnung gebunden sind

Dieser Darstellung folgend, kénnten die Proteine in der Polymerschicht in Multischichten an

geordnet sein, was im Vergleich zu einer Monoschicht c&en Kapazitdtszugewinn erbringen

69



sollte. Eine Abschatzung der Kapazitat fir eine monomolekulare Bedeckung mit BSA fur
eine Geloberflache Fractogel’ HW 650 (M) soll zeigen, welche Bindungskapazitéten

theoretisch mdglich sind.
Folgende Annahmen sind zu treffen:

Die innere Oberflache eines Geles werde llickenlos mit BSAMolekilen belegt. Die "Foot
printflache" eines BSA-Molekiils sei 9 nm? und die mittlere Molmasse 6,6 10" -Dalton [159].
Die spezifischen Oberflachen von Biochromatographiegelen sind h&ufig im Beeich von 2-50
m?%g. (Fractogel® HW 650 (M) hat eine spezifische Oberfléche von 20 ni/g, die nachfolgend
im Kapitel 9 diskutierten Hohlfasermembranen haben spezifische Oberflachen von 5 r/g).
Bei Fractogel® HW 650 (M) muss zusétzlich der Quellfaktor von1: 4 beriicksichtigt werden
(aus 1 g Gel erhélt man 5 ml wasserfeuchtes Gel).Man erhélt folgende Beziehung zur

Berechnung der theoretischen maximalen Bindungskapazitéat:

MBSA -A

_ Sorbens 4.2

Yoo = Av 'ABSA )

gz theoretische Bindungskapazitdt bei Annahme eirer Monoschichtbedeckung [g/ml]
A,  Avogadrokonstante [mol’]

Mgsa Molekulargewicht BSA [g/mol]

Ason Flache des Sorbens [n]

Agsa Flache eines BSA Molekiils [nf]

Fur Sorbentien mit Oberflachen von 2 und 20 nf erhalt man folgende Bindungskapazitéten
(Siehe Tabelle 4.7):

Tabelle 4.7 Bindungskapazitdten von Chromatographiegelen flir BSA unter der Annahme

einer monomolekularen Bedeckung der spezifischen Oberfldche

Flache [m?] Q2o [mg/ml]

20 48
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Diese Werte stimmen mit den Angaben von anderen Autoren iberein [28].

Im Gegensatz zu den obigen Werten wurden auf polymer beschichteten Fractogelen BSA

Kapazitaten im Bereich von 150 mg/ml und héher gemessen. Folglich dreimal hdher als der
theoretische Wert fur die monomolekularen Bedeckung. Die Proteine missenn mindestens

in 3 Schichten lbereinanderliegen liegen, um diese hohe Bindungskapazitét zu realisieren.
Bei Hohlfasermembranen betrégt die theoretische Bindungskapazitat etwa 5 mg/ml bei einer
Monoschichtanordnung der Proteine. Hier ist die Annahme einer Multischichtanordnung

noch zwingender da die Bindungskapazitaten im Bereich von ca. 60 mg/ml sind (siehe dazu
Kapitel 9).

Der Aufbau einer bindenden Polymerschicht muss folglich so sein, dass eine Multischicht

anordnung der Proteine mdglich wird. Die mononolekulare Bedeckung der Trager

oberflédche stellt den einen Grenzfall der Proteinbindungskapazitat dar. Der zweite Grenzfall
ist eine vollstdndige dreidimensionale Anordnung der Proteine in den Poren. Im folgenden
wird die Bindungskapazitat fur BSA errechnd, welche sich durch die Annahme einer
dichtesten Kugelpackung der Proteinmolekiile in den Poren ergibt. Wir betrachten dazu eine

geometrische Aufflllung des Porenvolumens mit BSAMolekilen.
Folgende Annahmen werden gemacht:

Fractogel® ist aus Zylinderporen mit einer mittleren Lange L» von 30 ym und einem Durch-
messer d von 65 nm aufgebaut (siehe Anhang A1). Das mittlere Porenvolumen ¥ betrage
0,5 ml/ml gepacktes Gel (siehe Kapitel 7). Rinderserumalbumin wird als Kugel mit einer
mittleren Molmasse von 66000 g/mol mit einem hydrodynamischen Durchmesser von gsa=3
nm betrachtet (das ist eine Naherung, da BSA eine elipsoidférmige Gestalt hat).

Das Volumen einer Zylinderpore ist:

d:

Vv =L, -2 4.3
4

Zylinderpore

Die Anzahl der Poren erhalt man als Verhélhis des Porenvolumens des Gels \b zum
Volumen einer Pore. Im konkreten Fall sind das 510'* Poren pro ml.

Unter Annahme einer dichtesten Kugelpackung der Molekdle (77,6 % Raumausfillung) kann
die Anzahl der Proteinmolekile Zssa berechnet werden, welche maxmal in einer

Zylinderpore untergebracht werden kénnen:
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0776-L, 702

BSA — 3
16 [ Gesn
3 2

4.4

Das sind hier 4,910 BSA Molekiile.
Die theoretische maximale Bindungskapazitdt gp eines Gels erhalt man als Produkt der

Anzahl der Einzelmolekdile in der Pore undder Anzahl der Poren:

075-V, Mg,

3 4.5
i - dssa Ay
3 2

3D~

Die maximal mégliche Bindungskapazitét fir Fractogef HW 65 betragt 1,57 g/ml (gepacktes
Gel). Mit ca. 150 mg/ml BSA Kapazitat (Maximalwerte) der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Tentakelgeke wurde somit nur 10 % der theoretisch méglichen Bindungs
kapazitat erreicht. Was sind die Ursachen? Die getroffene Annahme einer dichtesten
Kugelpackung ist nicht realistisch. Es ist anzunehmen, dass die Proteine einen gréReren
Abstand voneinander einnehmen.

In Formel 4.5 ist als einzige GroRe das Porenvolumen frei variierbar. Nur durch
VergréRerung des Porenvolumens kann folglich eine weitere Steigerung der Bindungs
kapazitat erzielt werden. (Fractoge HW 650 (M) hat ein Porenvolumen von 0,5 ml pro ml
gepacktes Gel). Das Porenvolumen kann jedoch nicht vergréfRert werden, da die
mechanische Stabilitdt des Gels ab einem bestimmten Porenvolumen abnimmt.

Die Bindungskapazitat von Fractogefl lonenaustauschern fiir BSA liegt bei dicht gepackter
zweidimensionaler oder dreidimensionaler Anordnung der BSA Molekiile zwischen dem

Grenzwert der monomolekularen Schicht und der dichtesten Kugelpackung in den Poren:

48 mg/ml < Qg <1570 mg/ml

Diese Grenzen zeigen die signifikanten Unterschiede von einer zweidimensionalenoder
dreidimensionalen Ligandenanordnung. Es wird im Folgenden abgeschéatzt welche Poly
merisationsgrade von gepfropften Polymerketten zur Adsorption von 150 mg/ml Protein
nétig sind.

Da die Konturlange (Lcont, gestreckte Polymerkette) einer Pfropfpolymerlette mindestens
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9 nm betragen muss, um 150 mg/ml Bindungskapazitat zu erreichen (entspricht drei Lagen
BSA Ubereinander), ergibt sich eine mittlere Kettenldnge des Polymers (das Riickrat bei
Vinylpolymeren -CH,-CHR-hat eine effektive Bindungsléange von 0,25nm) von 36 Einheiten
[160]. Die Annahme einer dichtesten Kugelpackung ist nach den Ergebnissen des letzten
Absatzes unrealistisch, da experimentell nur etwa 10 % dieses Grenzwertes erreicht wird.
Unter Beriicksichtigung der 10 %'Verdiinnung der Proteinmolekiile im Porenraum und geht
von einer gleichmafigen Verteilung aus, so mussten die Ketten folglich aus 360 Monomer
einheiten bestehen um auch die Proteinmolekile an den dufersten Enden der Poren zu
erreichen.

Die gepfropften Polymermolekile liegen jedoch richt als gestreckte Kette sondern als
Knauelmolekdl vor. Unter der Annahme, dass die wahre Lange der Knduelmolekiile durch

das Modell der ungestérte Kette beschrieben werden kann, gilt dann [160]:

Lw = VLcont 4.6

Daraus folgt, dass der mittlere Polymerisationsgrad des Polyglycidylmethacrylates (My =
142 g/mol) 129600 ist was einer mittleren Molmasse von 18403200 g/mol entspricht. Dieses
Ergebnis steht jedoch keinesfalls in Ubereinstimmung mit den kleinen Molmassen (ca.
50000) welche von Mino und Kaizermann fur Reaktionen in L6sung bestimmt wurden [161].
Entweder werden die Polymerketten durch Behinderung des Abbruchs der Radikal
kettenreaktion an der Oberflache sehr viel langer als in Lésung oder die Vorstellung von
unvernetzten Polymerketten wie in Abb. 4.16 dargestellt, ist falsch und die hohe
Proteinbindungskapazitat von polymermodifizierten Gelen hat andere Ursachen, was in den

folgenden Kapiteln noch ausfihrlicher diskutiert wird.

5 Veranderungen der Partikeleigenschaften durch Pfropfpolymerisationen

5.1 Thermodynamische Beschreibung von Pfropfpolymerisaten

Das Aufbringen von Pfropfpolymerisaten auf Partikeln hat weitreichende Konsequenzen
bezuglich der chemisch-physikalischen Eigenschaften zur Folge. Diese Verdnderungen sind
wesentlich bestimmt durch die Art der Wechselwirkungen zwischen Basismaterial und
Beschichtungspolymer und der Dicke der aufgebrachten Polymerschicht. Im folgenden
Kapiteln wird deshalb zuerst der Einfluss der PolymerPolymer Wechselwirkungen im
Rahmen einer Flory- Huggins Analyse [199] diskutiert.

Entscheidend fir die Biokompatibilitdt einer polymeren Schicht auf einem Tragermaterial ist
die Benetzbarkeit mit Wasser oder wéssrigen Salzlésungen. Das sind die am haufigsten

verwendeten Lésungsmittel in der Proteindhromatographie.
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Grundsétzlich sind fur das Ldsungsverhalten von einer polymeren Schicht auf einem
polymeren Basismaterial folgende Falle zu unterscheiden:
1. Basispolymer und Beschichtungspolymer sind im L&sungsmittel Wasser gut

benetzbar.

Das Basispolymer ist gut benetzbar jedoch nicht das Beschichtungspolymer.

Das Beschichtungspolymer ist gut durch Wasser benetzbar jedoch nicht das

Basispolymer.
Wie schon in Kapitel 2 erldutert, verhindert ein hydrophiles Polymer die Denaturierung von
Proteinen. Das Beschichtungspolymer muss folglich gut durch Wasser benetzbar sein. Fall 2
braucht deshalb hier nicht weiter betrachtet zu werden.
Bei der Untersuchung des Einflusses des Pfropfsubstrates auf die Proteinbindungskapazitat
kann angenommen werden, dass in den terndren System: BasispolymerBeschichtungs-
polymer-Salzlésung eine AbstoBung des Beschichtungspolmers vom Basismaterial die
Schichtdicke der Polymerschicht vergré3ert, was letztendlich eine Steigerung der Proteinbin
dungskapazitat zur Folge hétte. Diese Ansatz erfordert eine modellmaRige Beschreibung
der Wechselwirkung. Fir die nachfolgende Diskussion wird ein Modell von Brooks und
Muller verwendet [13]. Unter Zuhilfenahme dieses Modells kann allerdings nur der Einfluss
der Interaktion von gebundenen Neutralketten mit dem Basispolymer diskutiert werden. Die
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymere tragen jedoch ionische Seitenketten. Die
ionischen Wechselwirkungen kédnnen von den PolymerPolymer Wechselwirkungen getrennt
behandelt werden [163]. Fir erste Abschatzungen wurde angenommen, dass die ionischen
Wechselwirkungen der Polymerketten mit dem Basispolymer gering sind, da die
Geloberflache keine elektrischen Ladungen tragt. Es ist noch ein weiteres Problem zu
behandeln: Da es sich bei den gepfropfen Polymerketten um Polyelektrolyten handelt
kénnte die Lange der Polymere von der Salzkonzentration abhangig sein. Von Skolnick und
Fixman [202] sowie Odijk [203] wurde gezeigt, dal® die Gesamtlange eines Polyelektrolyten
die Summe aus der Kndueldimension (Persistenzlange) und einer zuséatzlichen Aufweitung

durch einen elektrostatischen Beitrag ist. Der elektrostatische Beitrag hat die Form:

1 8.m-e’
o =—>—. Hierist x} =————.0.5.) C..z?die Debeye-Hiickel Lénge und b ist
' 4.¢% b "ok, T Z L y 9

ji w B

a

der mittlere Abstand der lonen auf der Polyelektrolytkette. Unter Berlcksichtigung dieser
Beziehungen wurde von Hagenbeck [204] geschlul¥folgert, dal’ bei Salzkonzentrationen von
20-50 mM der elektrostatische Beitrag zur Gesamtldnge gering ist und die
Polyelektrolytketten als Neutramolekiile behandelt werden kénnen. Das berechtigt zu der
Annahme, dall unter den gegebenen Bedingungen ein Gel mit gepfropften ionischen
Polymerketten durch ein Modell der Polymerwechselwirkungen von Neutralpolymeren

modellméaRig charakterisierbar sein sollte
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Das ternare System (Lésungsmittel 1, Basispolymer 2 und Pfropfpolymerkette 3) kann im

Rahmen der Flory—-Huggins Theorie durch folgende Beziehung beschrieben werden:

AG,
R 'nll :Zni'|n¢1+n by Az TN by e N, Py by s 5.1
: =

wobei :

n; = Zahl der Molekiile der Komponente i

¢i = Volumenbruch der Komponente i

(I)i = Ll 52

i=1
Pi = (Volumen des Polymermolekiils i)/( Volumen des Lésungsmittelmolekdls)
Pi=1
xij = Zc-Agi KT
z¢ = Koordinationszahl der nachsten Nachbarn
Agij = & — (&ii - &)/2
&ij = Wechselwirkungsenergie eines ij Paares [W:s]

kT = Boltzmannnkonstante x absoluter Temperatur [Ws]

Das chemische Potential fir die Polymerkette in L6sung oder gebunden auf der Oberflache
erhalt man durch Differentiation von Gleichung 5.1 (unter Berlcksichtigung von 5.2 nach n3

ZU:

(o — 1) /KT =140, +P(= &, — &, /P, = 1, (00, — 0,) + %8, 5.3

Fir die Ableitung von Gleichung 5.3 wurde angenommen, dass¢s viel kleiner 1 ist und die
Wechselwirkungsenergien zwischen Basispolymer und Ldsungsmittel sowie zwischen
gebundenem Polymer und Lésungsmittel gleid sind (y12=y13). Der Verteilungskoeffiizient K
kann durch Gleichsetzen von 5.3 mit dem entsprechenden Ausdruck flr das chemische
Potential des Basispolymers abgeleitet werden. Unter Benutzung des Index g fir die
Gelphase (Basismaterial), m fur die mobilePhase und ¢,=0 in der mobilen Phase erhélt man

folgende Beziehung:

K= ¢3,9/03m= €Xp P3((d1,g-01,m)(1-313)+h2,o(1/P2-x23) 5.4

75



K charakterisiert das Verhaltnis Polymerkette adsorbiert auf der Oberfldche (K=o) und
gestreckt in Lésung (K= 0)
Unter der Annahme, dass 1/P, gegen Null geht (unendlich hoher Polymerisationsgrad des

vernetzten Gels) und ¢1 4=~ 1-¢o4 SOWie 1, m = 1 erhélt man folgende Beziehung:
K= exp(— P, * (g '(1 - (X12 - X23))) 9.5

Der Verteilungskoeffizient der gebundenen Polymerketten ist eyonentiell vom Polymerisa-

tionsgrad, dem Volumenbruch des Basispolymers und der Differenz der Wechselwirkung der
solvatisierten Polymerkette mit dem Lésungsmittel und der Wechselwirkung Basispolymer
Pfropfpolymer abhéangig. Mit Ps = 1 und ¢24 = 1 erhdlt man eine dem Boltzmannschen

Energieverteilungssatz dhnliche Beziehung fur die Verteilung der gebundenen Polymerketten
zwischen Lésung und an der Oberflache adsorbiert. Nach dieser Vorstellung liegen die
Polymerketten entweder flach auf der Oberflache oder sé sind stark abgespreizt.

Fur die Realisierung eines kleinen Verteilungskoeffizienten (das entspricht einer grof3en
Schichtdicke oder schlechten Kompatibilitdt von Basisund Beschichtungspolymer) kénnen

folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

1. Die Anknipfung von Polymerketten mit hoher Molmasse B, vergroflert die
Schichtdicke.
2. Basisgele mit hohem Vernetzungsgrad (Hartgele) oder Gele mit geringem

Porenvolumen (Molenbruch der Gelphase ¢, sollte grof’ sein) verkleinern den
Verteilungskoeffizienten ebenfals und damit nimmt die Dicke der Polymerschicht zu.
Das ist bedingt durch die groere Anzahl von Kontaktpunkten zwischen Basispolymer
und der Polymerkette, was eine Einschrédnkung der statistischen Freiheitsgrade der
Ketten zur Folge hat.

3. Unter der Annahme, dass Wasser ein gutes Ldsungsmittel fir die gepfropfte,
modifizierte, hydrophile Polymerkette ist gilt x13 < 0. Die Gesamtenergie der
Adsorption wird somit bestimmt durch die Florywechselwirkung zwischen
Basismaterial und Kette. Flr eine anziehende Weclselwirkung gilt x2; < 0 und bei
abstoRender Wechselwirkung gilt y.3 > 0 . Was entweder zu einer Anziehung der
Kette oder zur AbstoRung der Polymerkette fuhrt. Die Verteilung der Polymerketten
erfolgt also entsprechend der Léslichkeit der beiden Polymertygen in Wasser und der

Wechselwirkung untereinander.

Schlussfolgerungen fir die Herstellung von chromatographischen Gelen:
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zu 1. Gepfropfte Polymerketten sollten hohe Molmassen haben. Zu lange Ketten an
Oberflachen fiuhren jedoch zu einem Aufweichen der Patikel und zu einem
mechanischen Stabilitatsverlust. Es muss somit eine Balance zwischen Gelweichheit

und Bindungskapazitat gefunden werden.

zu 2. Stark vernetzte ("harte") Gele oder nichtporése Gele werden haufig als
Tragermaterialien flr die Biochromatagraphie verwendet. Diese Tragermaterialien
haben hervorragende Massentransporteigenschaften, da keine zeitraubende
Diffusion in die Poren erfolgt. lhre Verwendung beschrénkt sich jedoch bisher
insbesondere auf analytische Anwendungen da die commerciell erliltlichen

PratikelgroRen < 5 um sind und somit der Druckabfall Gber solche Partikel zu hoch ist.

zu 3. Die spezielle Wechselwirkung zwischen Tragermaterial und Beschichtungspolymer

(x23) spielt eine wesentliche Rolle bezuglich der Dicke der Polymerschich.

Dieser Einfluss wurde durch experimentelle Untersuchungen weiter charakterisiert. Dazu
wurde mittels Ce- initierter Radikalreaktion auf eine Reihe von unterschiedlichen
Tragermaterialien Glycidylmethacrylat aufgebracht. Die so erhaltenen aktivierten Gée
wurden mit Diethylamin zu Anionenaustauschern modifiziert (Vorschrift im Methodenteil 8.6).
Die Mdglichkeiten bei der Variation der chemischen Struktur von Basismaterialien sind gro3
(Siehe Tabelle 5.1). Die Problematik beim Vergleich verschiedener Bassimaterialien mit
gleichem Beschichtungspolymer ist, dass die Reaktionsausbeuten der Pfropf
polymerisationen aufgrund der verschiedenen Anzahl der Startradikale sehr unterschiedlich
sein kdénnen. Bei den nachfolgend dargestellten Untersuchungen von Tragermagrialien
wurde trotz der angefiihrten Schwierigkeit eine einheitliche Polymerisationsvorschrift fir alle
Tragermaterialien benutzt. Es zeigte sich jedoch (berraschenderweise, dass die
Massenzunahmen pro g Gel nicht sehr unterschiedlich waren. Die Unterschiele in den
spezifischen Ligandendichten waren Uberwiegend ein Resultat der verschiedenen
Quellfaktoren der Basismaterialien. Folgende Tragermaterialien wurden fir vergleichende

Untersuchungen benutzt:
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Tabelle 5.1 Ausgewéhlte Trdgermaterialien fiir die Pfropfpolymerisation mit

Polyglycidylmethacrylat und nachfolgender Reaktion mit Diethylamin

Basismaterial (Markenname) Chemische Struktur

Accurell® (Polyamid 6)

Fa. ACORDIS GmbH Caprolactam

Hydroxyliertes Polystyrol— Divinylbenzolgel

Fa. Polymerlabs Polystyrol/Divinylbenzol

Bioran®

. , ’
Fa. Schott portses Glas (Dioltyp)

Cellulose

Fa.Whatmann Glucose

Sepharose®

Fa. Amersham Pharmacia Galactopyranose

Eupergit®

Fa. Rohm Acrylamid, Allylglycidylether

Kieselgel-Monosphers

. . 1
Forschungsmuster Merck KGaA Kieselgel (Dioltyp)

" umgesetzt mit Glycidotrimethoxysilan
Die Proteinbindungskapazitaten aller Gele wurden im feuchten gequollenen Zustand

bestimmt, da die Quellungsgrade der getrockneten Gele sehr unterschiedlich waren

(Beispiel: 1 g Sepharose = 15 ml gequollenes Gel, 1 g Bioranglas = 1 ml Gel).
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Tabelle 5.2 BSA-Kapazitdten und Gehalt an DEA Gruppen von verschiedenen Basis-

materialien, die mit Polyglycidylmethacrylat beschichtet und anschlieBend mit

Diethylamin zum Anionenaustauscher umgesetzt wurden

Material BSA — Kapazitat in mg/mi DEA - Gruppen Gehalt in
mg/ml (feuchtes Gel)
Accurell® 62 36
DEA
Polymer-Labs Polystyrolgel
DEA 24 100
Bioran® (poréses Glas) DEA 76 20,2
Cellulose (Whatmann) DEA 37" 5.6
Sepharose® 2 B DEA 78’ 11,5
Eupergit®-DEA 100 80
Kiesel Monospher DEA 45 7.2

'Diese Gele waren sehr stark gequollen und konnten nicht mehr in eine Saule gepackt

werden. Die Kapazitdt konnte nur statisch im Batch bestimmt werden. Fiir den Vergleich der

Gele wurde der schon vorher definierte dimensionslose Effektivitdtswert benutzt (Gleichung

4.1):
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BSA-Bindungskapazitat [mg/ml]/Ligandendichte [mg/ml]
8

0 T T T T T T T

Polystyrol Eupergit Polyamidfasern Glas Monospher Cellulose Sepharose Gele

Abb.5.1: Einfluss der Art des Basismaterials auf die Effektivitat einer modifizierten

Polymerschicht Proteine zu binden

Die hdchste Effektivitdt bezilglich der Ligandenausnutzung haben Gele welche aus
polymeren Kohlenhydraten aufgebaut sind. Die starke AbstoBung der gebundenen
Pfropfpolymere vom hydrophilen Basismaterial bedingt jedoch eine so starke Quellung im
wassrigen Medium, dass die Gele nicht mehr fir die Sdulenchromatographie verwendet
werden koénnen. Die hydrophilen Kohlenhydratgele als Basispolymer und die mehr
hydrophoben Polyglycidylmethacrylatketten zeigen offenbar groRe Unterschiede im Flory
Parameter y2;. Gute Effektivitdtswerte haben auch Kombinatonen aus polymerer
Beschichtung und anorganischen Tragern, wie Kieselgel und Bioran. Weniger geeignet sind
pordses Polystyrol, Polyamid und Eupergit. Diese Tragermaterialien sind hydrophob und fir
die Proteinchromatographie, underivatisiert, nicht zu verwenden. Der geringe
Effektivitatswert ist wahrscheinlich durch eine zusétzliche hydrophobe Wechselwirkung
zwischen Polymerkette-Basispolymer bedingt. Das heillt jedoch nicht, dass diese Gele
generell fur die Proteinchromatographie nicht benutzt werden kénnen.Es empfiehlt sich hier
eine Vorbehandlung der Oberflachen mit dem Ziel eine hydrophile Schicht aufzubauen [76].
Aus diesen Untersuchungen kann abgeleitet werden, dass die Wechselwirkung zwischen
Basispolymer und Beschichtungspolymer eine dominierende Rok bei der Aufweitung einer
gebundenen Polymerschicht hat. Die Kombination hydrophobes Basismaterial und
hydrophiles Beschichtungspolymer oder hydrophiles Basismaterial und hydrophobe

Beschichtung hat eine AbstoBung zur Folge und erhéht die spezifische Bindingskapazitat.
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Die Ergebnisse dieses Kapitels zeigen, dass die Wechselwirkung des Basismaterials mit
dem Beschichtungspolymer einen bedeutenden Einfluss auf die Proteinbindungskapazitat
hat. In den folgenden Kapiteln wird die geometrische Verdnderung der Rartikelstruktur durch

die Pfropfpolymerisation diskutiert.

5.2 Geometrische Veranderungen der Partikel

Die oben beschriebenen Pfropfpolymerisationen wurden Gberwiegend auf Methacrylatgelen
durchgeflihrt. Diese Gele sind aber makroporés und elastisch und kémen deshalb,
aufgrund der mangelnden Druckstabilitdt, nicht zur Untersuchung der Verdnderung der
Porengrofle mittels Quecksilberporosimetrie verwendet werden. Es wurde deshalb ein
makropordses Kieselgel mit einem Porendurchmesser von 47 nm verwendet. Diesesist
druckstabil. Auf dieses Gel wurden nach der im Methodenteil beschriebenen Reaktions
weise durch Polymerisation mit Glycidylmethacrylat bei unterschiedlichen Monomer
konzentrationen verschiedene Massenzunahmen erzeugt. Fir jedes Gel wurde nach der
Polymerisation die mittlere Porengréf3e mittels Quecksilberporosimetrie bestimmt.

Die Stoffdaten des verwendeten Si 60 Kieselgels waren:

Tabelle 5.3  Stoffdaten von Kieselgel Si 60

Mittlere Partikelgréfle |60 um

Mittleres

47 nm
Porenvolumen
Mittlerer

1,3 ml/g
Porendurchmesser

Oberflache nach BET |36 m“/g

Nach der polymeren Beschichtung wurden folgende Messdaten fur die Porendurchmesser

als Funktion der Massenzunahme erhalten:
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Tabelle 5.4 Verédnderungen des mittleren Porendurchmessers von Kieselgel Si 60 bei

verschiedenen Beschichtungsgraden

Massenzunahme des Gels [%] Mittlerer Porendurchmesser [nm]
8,4 43
13,2 41,5
17,6 40

Aufféllig ist die geringe Abnahme des mittleren Porendurchmessers mit stark anwachsenden
Massenzunahme. Die Abhangigket der Massenzunahme durch Polymerbeschichtung vom
mittleren Porendurchmessers kann naherungsweise durch ein einfaches Modell

beschrieben werden. Folgende Annahmen werden getroffen:

1. Die geometrische Aulienflédche ist klein im Verhaltnis zur spezifischenmneren
Oberflache
2. Die Poren werden als Zylinderporen mit einem einheitlichen mittleren

Porendurchmesser und gleicher Lédnge betrachtet

3. Die Beschichtung der Poren erfolgt gleichmaRig Gber die gesamte Flache

Aus einfachen geometrischen Uberlegungen kam folgende Beziehung zwischen der

Massenzunahme und der Dicke einer Zylinderpore abgeleitet werden:

A_m =AV =N'TE'LP '(Riuﬁen _Rinen) .6
p

(p Dichte des Polymers [g/cn?], Am Massenzunahme des Tragermaterials [g], AV
Veranderung des Porenvolumens [cn?], Rauen Radius der Pore vor der Beschichtung [cm],
Rinnen Radius nach der Beschichtung [cm], N Anzahl der Zylinderporen (die Summe ist das

Porenvolumen))

mit den Definitionen der reduzierten Groéf3en :

Am R,
= —— und Ry, = men 5.7
p'n'LP'RauEen R

m

aullen
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erhalt man:

Rred = 1 _mred 5.8

Rred

1,1
1,0 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

0,0 T T T T T T T T T T
o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
Mred

Abb.5.2: Zusammenhang zwischen der Massenzunahme und dem Durchmesser der

Zylinderporen

Im Bereich bis zu 50 % Massenzunahme wird der Porendurchmesser nur um 30 %
verkleinert. Das heif3t man kann in einem pordsen System eine relativ groRe Menge
Pfropfpolymer aufbringen ohne den Durchmesser der Poren stark zu verandern.

Dieses Resultat ist in Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen welche in
Kapitel 6 vorgestellt werden. Nur Gele mit Beschichtungsgraden < 50 % haben eine hohe
Proteinbindungskapazitat und gleichzeitig ein geeignete Permeabilitat.. Es ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass die Bestimmung des Porendurchmessers im getrockneten Zustand
durchgefuhrt wurde. Im wéassrigen Systemkann das Polymer aufquellen. Die geometrischen
Uberlegungen des letzten Abschnittes haben gezeigt, dass die Pfropfpolymerisation mit

50 % Pfropfgrad eine Verringerung des mittleren Porendurchmessers von 30 % zur Folge
hat. Die Pfropfpolymerisation findetaber auch auf der AuRenhlle der Partikel statt. Es sollte
folglich auch eine Veranderung des mittleren Partikeldurchmessers zu beobachten sein. Es
wurde deshalb der Dsp Wert (mitlere PartikelgréRe unter Annahme einer Gauf3verteilung) der

Partikelverteilung der folgenden Gele bestimmt:

1. Fractogel® HW 650 (M) ohne Modifikation (Eigenschaften im Anhang A1)
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2. Fractogel® EMD DEA (M) mit 50 % Glycidylmethacrylat beschichtet und mit
Diethylamin zum Anionenaustauscher modifiziert.

3. Fractogel® EMD DEAE (M) mitca. 10 % ionisches Amidpolymer als Pfropfpolymer

Die Partikelgroe wurde mit CoulterCounter Messung (Fa. Merck KGaA, Beschreibung der
methode in Kapitel 2.2.6) bestimmt. Da es sich um ionische Polyelektroytgele handelte,
welche salzabhéngige Schrumpfund Schwellungsprozesse zeigen kénnten, wurden die
Messungen sowohl in Wasser als auch in 1 M Kochsalz durchgefihrt.

Folgende PartikelgréRen (Bso in pm) wurden gemessen (Tabelle 5.5):

Tabelle 5.5 PartikelgréBen von oberflaichenmodifizierten Teilchen im Vergleich zu einem

nichtmodifizierten Ausgangsmaterial

Bedingungen

Fractogel® HW 650
(M)
ohne Modifikation

Fractogel® HW 650
(M)
mit 50 % Polymer

Fractogel® EMD
DEAE (M)
mit 10 % Polymer

in Wasser

59,94

74,67

67,18

mit 1 M
Natriumchlorid

60,27

73,31

64,97

Die GréRBenzunahmen der Partikel sind betrachtlich. Beim Fractoge? EMD DEAE (M)
beobachtet man GréRenzunahmen von etwa 10 % und beim Fractoge! HW 650 (M) mit
einem Beschichtungsgrad von 50 % sind es etwa 20 %. Zur Untersuchung dieser
GréRenzunahme wird die Schichtdickenzunahme einer Vollkugel in Abhangigkeit vom
Beschichtungsgrad berechnet.

Die Schichtdickenzunahme einer (unpordsen) Kugel nach einer Pfropfpolymerisation kann
unter der Voraussetzung, dass Basismaterial und Pfropfpolymer etwa die gleiche Dihte

(1 g/cm®) haben durch folgende kubische Gleichung beschrieben werden:
R, +Ax) = [%H)Rg 5.9

Rp Radius des Partikels vor der Polymerisation [m]
AX Zunahme des Radius nach der Polymerisation [m]
BG  Beschichtungsgrad [%]
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Fur ry = 30 um und ein BG (Beschichtungsgrad) von 50 % erhalt man eine Zunahme der
Schichtdicke um 4,4 um. Fir einen BG von 10 % ist die VergroRerung der Schichtdicke als
Lésung der Gleichung nur 0,95 um.

Die gemessenen Schichtdickenzunahmen (siehe Tabelle 5.5) sind jeach wesentlich gréRer
als die theoretisch vorausberechneten. Bei der obigen Berechnung wurde angenommen,
dass der gesamte Massenzuwachs nur im Aulenbereich stattfindet, das ist jedoch
keineswegs der Fall, da die Partikel sehr pords sind. Berlicksichtigt man dass die
Schichtdickenzunahme nur entsprechend des prozentualen Anteils der Auflenflache
realisiert werden kann, muss angenommen werden, dass das Polymer in einer stark
aufgeweiteten Form vorliegt. Eine gequollenen Polymerschicht auf der Oberflache der
Partikel sollte eine Einschrdnkung des Porenvolumens der Tragermaterialien zur Folge

haben, das wurde durch Gelfiltrationsexperimente weiter charakterisiert.

5.3 Gelfiltrationsbestimmungen des Porenvolumens

5.3.1 Rinderserumalbumin

Es wurde unmodifiziertes Fractogd® HW 650 (M) und Fractogef DEA (M) (50 %
Beschichtungsgrad) auf Porenzugénglichkeit fir Rinderserumalbumin untersucht. Das Gel
mit 50 % Beschichtungsgrad sollte eine maximale Einschrankung des Porenvolumens
gegeniiber dem nichtmodifizierten Fractogef HW 650 (M) aufweisen. Die chromato
graphische Methode ist im Anhang im Absatz 8.2.4 beschrieben. Die Bestimmung des
zuganglichen Porenvolumens erfolgte in Gegenwart von 350 mM Kochsalz um die ionische
Interaktion des Albumins mit den Anionenaustauschergruppen zu unterdriicken. Die

ermittelten Retentionsvolumina sind in Tabelle 5.6 dargestellt:

Tabelle 5.6  Untersuchung der Porenzugénglichkeit von BSA fiir ein unmodifiziertes
Fractogel® und ein Fractogel® mit 50 % Polymerbeschichtung (in 20 mM
Phosphatpuffer und 350 mM Kochsalz pH 7)

Fractogel 650 M Fractogel DEA M, modifiziert
Probemolekil unmodifiziert mit 50 % Beschichtungsgrad
(Retentionsvolumen in ml) (Retentionsvolumen in ml)
Dextranblau 10,3 10,1
Rinderserumalbumin 15,6 15,3
Aceton 20,4 20,8
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Das Gesamtporenvolumen ist die Differenz der Retentionsvolumina von Dextranblau
(Zwischenkornvolumen) und Aceton (Zwischenkornvolumen plus Porenvolumen) und betrégt
10 ml oder ca. 50 % des gesamt zuganglichen Volumens. Zur Auswertung von Gelfiltrations

experimenten verwendet man den Verteilungskoeffizienten Ks. Er ist folgendermalien

definiert [69]:

V.-V

Ke=—2-2 5.10
VR - V0

Vo Retentionsvolumen Dextranblau [ml]

VR Retentionsvolumen Aceton [ml]

Ve Retentionsvolumen Protein [ml]

Damit folgt fur die Verteilungskoeffizienten von BSA (Siehe Tabelle 5.7):
Tabelle 5.7  Verteilungskoeffizient von BSA in modifizierten und unmodifizierten Gelen

(Bedingungen wie in Tabelle 5.6)

Gel Verteilungskoeffizient Kg

Fractogel 650 M, unmodifiziert 0,525

Fractogel DEA M, modifiziert mit 50 %

Beschichtungsgrad 0,486

Wie man den Daten entnimmt hat der hohe Polymerbeschichtungsgrad keine signifikante
Veranderung des Zugangs zum gesamten Porenvolumen fir Rinderserumalbumin zur Folge.
Rinderserumalbumin hat bei einem pH Wert von 7 eine negative Gesamtladung und liegt
somit als Anion vor. Der isoelektrische Punkt (ptWert) fir BSA ist kleiner 7. Eine dhnliche
Untersuchung wurde auch mit einem anderem Protein (Lysozym) durchgefuhrt, welches bei

pH 7 aber als Kation vorliegt.

86



5.3.2 Lysozym

Unter salzfreien Bedingungen kénnen Kationen in einem Kationenaustauscher von dem
Eintritt in die Gelporen ausgeschlossen werden. Bei Gelen mit kleineren Poren, als bei der
Proteinchromatographie Ublich (z.B. 10 nm) wird dieser Effekt zur TFennung von

niedermolekularen lonen benutzt. Diese Chromatographietechnik wird als lonenaus

schluBchromatographie bezeichnet. Es wurde von uns untersucht, inwieweit dieser
Ausschlusseffekt auch bei makromolekularen lonen in ionischen Polymergelen auftritt.Es

wurde deshalb auf den polymermodifizierten Anionenaustauschergelen, das stark basische
Protein Lysozym (pl Wert > 13 ) isokratisch in 20 mM Phosphatpuffer pH 7 (ohne Salzzusatz)
chromatographiert. Unter diesen Bedingungen sollte das Protein von den kaibnischen

Ladungen auf dem Gel abgestolRen werden. Zur Ermittlung der Einschrdnkung des Poren

raums wurden die Retentionszeiten von Aceton (Gesamtporenvolumen) bei jedem Gel als
innerer Standard mitbestimmt. AuRerdem wurde das Ausschlussvolumen der Gele duch

Elution mit Dextranblau ermittelt. Die Bestimmung des Zwischenkornvolumens war jedoch
nur fiir unmodifiziertes Fractogel’ HW 650 (M) méglich, da an den modifizierten Gelen eine
irreversible, unspezifische Adsorption des Acetons am Saulenkopf erfolgte. D& Zwischen-

kornvolumen dieser Gele wurde deshalb gleich dem Zwischenkornvolumen des Fractogels
HW 650 (M) gesetzt. Es wurden folgende Ks-Werte bestimmt:

Tabelle 5.8  Gelfiltration auf Anionenaustauschergelen mit Lysozym (in 20 mM
Phosphatpuffer pH 7)

i Lysozym .
Material Ke—Wert GI. 5.10 Séulenvolumen [ml]
Fractogel® 650 M
(nichtmodifiziert) 0,92 21,2
Fractogel® TSK DEAE
(nichtpolymerer 0,86 20,8
lonenaustauscher)
Fractogel® EMD DEAE (M)
("amidisches Tentakelgel") 0,06 17,8
Fractogel® DEA (M)
50 % Polymer 0 20,8
Fractogel® DEA (M)
27% Polymer 0,25 20,1
Fractogel® DEA (M)
19 % Polymer 0,52 21,4
Fractogel® DEA (M)
11 % Polymer 0,78 21
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Aceton zeigte eine leichte nichtspezifische Adsorption an der Fractogelmatrix oder konnte
das gesamte Polymernetzwerk mitels Diffusion durchdringen, so dass die zwanzig Prozent
Gerustvolumen der Gelmatrix, welche durch Wagung des bis zur Gewichtskonstanz
getrockneten Gels bestimmt wurden, mittels Gelfiltration nicht exakt bestéatigt werden
konnten. Das Elutionsvolumen von Dextranblau betrug 10 ml, das Ausschluf3volumen der

Gelmatrix ist folglich 10 ml.
Folgende Schlussfolgerungen sind aus diesen Ergebnissen zu ziehen:

1. Die Poren sind bei Gelen mit Pfropfpolymer auf der Oberflache fir ein basisches
Protein nicht mehr vollstdndig zuganglich. Bei Beschichtungsgraden > 27 % wird das
Protein zu 80 % ausgeschlossen.

2. Bei dem nicht-polymer beschichteten lonenaustauschergel oder bei Gelen mit wenig
Pfropfpolymer (Fractogel® TSK DEAE oder Fractogel® DEA mit 11 % Beschichtungs-

grad) ist der Porenraum voll zuganglich.

Die Zugénglichkeit zum gesamten Porenvolumen [%] flr Lysozym, fir die unterschiedlichen

Matrizes zeigt zusammenfassenddie folgende Darstellung (Abbildung 5.3):

Ausschlul® vom Porenvolumen [%]

120
Fractogel EMD DEAE (Polyacrylamidpfropfpolymer)
100 - e 50 o
°
80 -
60 - Fractogel EMB DEA (Polyglycidylmethacrylat)
19 %
40 -
Fractogel TSK DEAE (ohne polymere Beschichtung)
20 / 1M %
°
o T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Beschichtungsgrad [%]
Abb. 5.3: lonenauschlul3 von Lysozym (in %) vom Porenvolumen bei verschiedenen

Anionenaustauschern auf Fractogel HW 650 (M)
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Bei Fractogel® TSK DEAE (ohne polymere Beschichtung) ist der Porenraum etwa 10 %,
bezogen auf das Gesamtporenvolumen, kleiner. Fir Zylinderporen mit énem mittleren
Porendurchmesser von 65 nm betrégt folglich die nichtzugangliche Schichtdicke 3,25 nm.
Dieser Wert entspricht der DebeyLange (k) bei einem Salzgehalt von 0,02 M Natriumchlorid
[197]. Somit ist bei einem nichtpolymermodifizierten makropordsen lonenaustauscher das
Porenvolumen unter salzfreien Bedingungen gut zuganglich. Es findet kein Ausschluss vom
Porenvolumen statt.

Bei Tréagermaterialien mit polymerer Beschichtung trifft das nicht zu. Die Struktur und die
Masse des gepfropften Polymers sowvie das Quellverhalten haben einen groRen Einfluss auf
das Ausschlussvolumen. Bei Pfropfpolymeren welche aus Polyglycidylmethacrylat bestehen
gibt es einen nahezu linearen Zusammenhang zwischen dem Ausschlussvolumen und
Beschichtungsgrad (BG) bis zu einemWert von 27 % Pfropfpolymer.

Fur Fractogel® EMD DEAE (M) (Polyamidbeschichtung) reicht der BG von 10 %
Pfropfpolymer aus, um einen vollstdndigen Ausschluss aus den Poren zu erzielen. Das kann
zum einen durch einen geringeren Vernetzungsgrad des Polymers oar zum anderen durch
die mehr hydrophile Struktur des Polymers bedingt sein.

Die obigen Untersuchungen wurden ohne Salzzusatz im Eluenten durchgefiihrt. Es ist
bekannt, dass bei lonenaustauscher salzabhéngige Quellungs und Schrumpfungsprozesse
stattfinden [116]. In dem folgenden Experiment wurde deshalb der Einfluss der
Salzkonzentration auf das Ausschlussvolumen untersucht. Das zu dieser Untersuchung
verwendete Material war Fractogel’ DEA mit einem 50 %igen Beschichtungsgrad. Dieses
Material zeigte einen vollstdndigen Ausschluss vom Porenvolumen bei einem
Kochsalzgehalt von 0% im Aquilibrierungspuffer. Die Ergebnisse sind in der folgenden
Tabelle 5.8 dargestellt:

Tabelle 5.8  Ausschluss vom Porenvolumen in % fiir Lysozym in Abh&ngigkeit vom

Salzgehalt des Elutionspuffers

Kochsalzgehalt [mM] in 20 mM

0,
Phosphatpuffer pH =7 Ausschluss vom Porenvolumen [%]

0 100
100 72,5
350 80
1000 55

Lysozym wird folglich auch bei Salzkonzentrationen gréRer als 0 vom Eindringen in das

Porenvolumen ausgeschlossen. Das trift auch fir Konzentrationen an Kochsalz zu, bei
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denen man eigentlich erwartet, dass die elektrostatischen Wechselwirkungen vollstandig
unterdriickt sind (1M). Dieses Ergebnis ist zweifellos Uberraschend, wenn man bedenkt,
dass der Transport in das Porenvoumen fir BSA nicht behindert wird. Das Polymer in den
Poren verhalt sich folglich wie eine selektive Membran durch die Lysozym nicht in das
gesamte Porenvolumens eindringen kann, was fir Rinderserumalbumin jedoch ohne
weiteres moglich ist. Dieses Verhalten kénnte ein Vorteil gegenlber nicht
polymermodifizierten Tragermaterialien sein, da durch diesen Effekt eine grélkere Reinheit
der gebundenen Proteine zu erwarten ist. In der Literatur gibt es Hinweise, dass mit
"Tentakelgelen" héhere Reinheiten bei Proteirtrennungen erzielt werden kénnen, jedoch ist
dieses Verhalten bisher nicht systematisch untersucht worden. Im folgenden Kapitel wird die
Modellvorstellung eines ionischen Hydrogels entwickelt, mit der die Ergebnisse der

Gelfiltrationsexperimente erklart werden kénnen.

5.4 Das ionische Hydrogel

Man unterscheidet im wesentlichen drei Arten von Hydrogelen [164]:

1. Neutrale Hydrogele
2. lonische Hydrogele
3. Interpenetrierende Netzwerke

Neutrale Hydrogele sind h&aufig durch Wasserstoffbriickenbindungen von Hydoxygruppen

aufgebaut. Polymere Kohlenhydrate kénnen Hydrogele bilden. Eine Vielzahl von Gelen fir
die Biochromatographie sind aus Polysachariden aufgebaut und bilden neutrale Hydrogele
(Beispiele sind Sepharose und Agarose). Werden diese ionisch modifiziet, kbnnen auch

ionische Hydrogele gebildet werden. Wird ein getrocknetes ionisches Hydrogel in eine
Loésung gebracht, die einen niedermolekularen Elektrolyten enthalt, so wandern bis zur
Einstellung des Gleichgewichtes die beweglichen lonen und die Wassermdekile in die

Gelphase und umgekehrt. Die Gleichgewichtsbedingung des Wassers ist von
entscheidender Bedeutung fir den Quellungsgrad. Es kénnen Quellungsfaktoren von bis zu
1000 bezlglich des Ausgangsvolumens beobachtet werden [165]. Die Hydrogelstrukturenn

den Poren der in dieser Arbeit beschriebenen Anionenaustauschermaterialien sind ionische
Hydrogele [166].

Aufbauend auf diesen Resultaten kann eine schematische Modellvorstellung fur die
Porenstruktur von polymermodifizierten Gelen entwickelt werden. Diese ist in Abb. 5.4

dargestellt:
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Abb. 5.4: Porenstruktur von polymermodifizierten Gelen und von Trdgermaterialien ohne

polymerer Oberfldchenbeschichtung

Das gesamte Porensystem der Tragermaterialien, mit einem hohem Beghichtungsgrad an
Pfropfpolymer, ist mit einer ionischen Matrix (Kationentyp) ausgefullt, welche fur Lysozym
und allgemein Proteinen mit pfWerten>7 nicht zugénglich ist. Rinderserumalbuminmolekile
kénnen im Gegensatz dazu, wie oben gezeigt, bei 350 mM Kodsalz die gesamte Matrix
durchdringen. Das Porensystem ist fiir diese Molekiile voll zugénglich. Beim Uberschreiten
einer bestimmten Liganden und Polymerkonzentration (hier 19 % BG) dehnt sich das
vernetzte Polymer aus und fillt die gesamte Pore. Dadurch kaan die Pore mit BSA
Molekilen aufgefillt werden.

Die obigen Uberlegungen haben gezeigt, daR die polymere Beschichtungen zu
Veranderungen der Porenstruktur gefiihrt hatten, welche fur die Reinigung von Proteinen von
Nutzen sind. Inwieweit die Hydrogelstrukur die Gleichgewichtsbindungskapazitdten der
lonenaustauscher beeinflult, kann durch die Bestimmung von Adsorptionsisothermen

abgeleitet werden.
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5.5 Adsorptionsisothermen

Die Adsorptionsisothermen fiir alle Trdgermaterialien wurden mittels Batchmessung ermielt
(siehe Methodenteil 8.2.1). Es wurden die Proteinkonzentrationen: 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml,
0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml verwendet. Die Isothermen fiir die partikuldren Fractogel

Anionenaustauscher mit unterschiedlichem Beschichtungsgrad zeigt Abb.5.5:

Q [mg/ml]
120
27 % Pfropfpolymer
————— v
e ———— T T T i
100'%‘,—.5’_._‘7.__—— — T T T T
50 % Pfropfpolymer
80 -
o T RO
60 4 O Qg 19 % Pfropfpolymer
40 -
20 - 11 % Pfropfpolymer
‘/.__’_,/‘— —@ L ]
0 T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
Proteinkonzentration [mg/ml]
Abb. 5.5: Adsorptionsisothermen fiir Anionenaustauschergele auf Fractogel HW 650

(M). Die Anionenaustauscherpartikel haben unterschiedliche Mengen

Pfropfpolymer auf der Geloberflache.

Wie man diesen Daten entnimmt, ist die im Gleichgewicht adsorbierte Menge Protein tber
den betrachteten Bereich nahezu unabhangig von der Konzentration des angebotenen
Proteins. (Q=Qmax fUr alle Cy). Man bezeichnet die charakteristische Form dieser Isothermen
als Rechteckisotherme.

Nur bei dem Tragermaterial mit 11 % Pfropfpolymer kommt es bei den kleineren Konzen
trationen zu einer Abweichung von der Rechteckform. Es ist wahrscheinlich, dass die
Bindungskapazitaten aller Gele bei noch kleineren Startkonzentrationen (@) abnehmen. Im
hier betrachteten Konzentrationsbereich ist die Bindungskapazitat konstant. Bemerkenswert
ist die sehr starke Zunahme bei einer nur geringfigigen Steigerung der Menge an

Pfropfpolymer. Dieser Effekt ist im néchsten Bild (Abb. 5.6) noch einmal, unter Benutzug
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der durch Titration mit 0,1 M Salzsdure ermittelten Ligandendichte an DEA-Gruppen, im

Vergleich dargestellt:

Q__ [mg/ml]

max

120

371 uymol/g DEA - Liganden

100 -
371 uymol/g DEA - Liganden

80 -
323 ymol/g DEA - Liganden
60 -

40 -

20 ~
274 ymol/g DEA - Liganden

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Beschichtungsgrad (BG) in %

Abb. 5.6 Proteinbindungskapazitét Qnax in Abhéngigkeit vom Pfropfpolymerisationsgrad

(mit Glycidylmethacrylat) und der Ligandendichte von Anionenaustauschern

Der sehr starke Anstieg der Proteinbindungskapazitat im Bereich von 1030 % Pfropfpolymer
(Faktor 10!) kann nicht durch eine proportionale Zunahme der Ligandendichte erklart
werden. Die Ligandendichte &ndert sich nur um 25 % wohingegen die Protein
bindungskapazitdt um mehr als das 10fache ansteigt. Dieser Effekt ist ebenfalls durch die
Ausbildung eines ionischen Hydrogels im Porensystem zu erklaren. Die Volumenzunahme
eines Hydrogels erfolgt bei dem Uberschreiten eines bestimmten Parameters (Polymer
konzentration, Ligandendichte, Salzgehalt, pH Wert) entsprechend einem Phasenlbergang.
Diese Volumenzunahme ist die Ursache dafiir, dass alle ionischen Liganden im Poren
inneraum "verteilt" werden und fir de Bindung von Protein voll zugéanglich werden. Die
Ligandendichte ist somit nicht der entscheidende Parameter zum Erzielen einer hohen
Proteinbindungskapazitat. Wichtiger ist die Zuganglichkeit der Analyten zu den Liganden. Es
ist jedoch anzunehmen, dass duch die entwickelte Hydrogelstruktur im Vergleich zur
Ausgangsstruktur weitaus mehr "passive" Liganden zur Bindung des Proteins bereit gestellt
werden. Es handelt sich hier um eine Multizentrenwechselwirkung zwischen Protein und

Liganden. Ahnliche Phanomere sind von Jennissen auch bei der hydrophoben
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Interaktionschromatographie beschrieben worden. Beim Uberschreiten einer bestimmten
Ligandendichte an hydrophoben Gruppen kommt es zu einem exponentiellen Anstieg der
Bindungskapazitat. Dieses Phanomen wird alskritische Hydrophobiziat bezeichnet [66].
Nach den vorgestellten Untersuchungen kann jedoch nicht unterschieden werden ob die
Ausbildung der Hydrogelstruktur ausschlie3lich in den Poren stattfindet, es soll deshalb hier
noch eine zweite Hypothese zum Aufbau Hydrogelstruktur vorgestellt werden:

Die ionische Hydrogelmatrix wird nicht nur im Porenraum des Gels sondern auch auf der
geometrischen AufRenhiille der Fractogelpartikel gebildet. Fir diese Hypothese spricht die
Uberproportionale Zunahme des Auflendurchmessers der Partikel. Wie die CoulterCounter
Messungen gezeigt hatten (siehe Kapitel 5.5.), nimmt bei einem Beschichtungsgrad von

50 % der Partikeldurchmesser um 20 % zu. Aus der Bilanz erhalt man eine 10 %ige Zu
nahme des Partikeldurchmesers. Noch gréRee Abweichungen gibt es bei dem Fractogel
welches mit ionischem Polyamid beschichtet wurde, statt berechneter 1,9 um erhélt man

7 um Schichtdickenzuwachs.

Aufgrund dieser Beobachtungen ist die Annahme gerechtfertigt, dass auf der Partikelaul3en
flache eine sehr dicke Schicht gebildet wird. Allerdings handelt es sich bei einem
Fractogelpartikel um keine Vollkugel, sonder eher um eine Kugel mit sehr vielen Léchern.
Die Hydrogelschicht wird deshalb voraussichtlich nicht das gesamte Partikel umspannen.
Unter dieser Annahme erscheint die Ausbildung eines Hydrogels noch plausibler. Bei der
Massenbilanz wurde angenommen, dass die gesamte Massenzunahme im AufRenbereich
einer Vollkugel realisiert wurde. Geht man davon aus, dass die Massenzunahme auf der
auleren Kugelschale entsprechend dem Verhaltnis von PartikelauRenfldche zur spezifischen
inneren Oberflache erfolgte (also etwa 1 %), so kann man den Schluss ziehen, dass das
Hydrogel Quellfaktoren von 100 oder mehr besitzen muss.

Eine Uberdehnung eines Polymernetzwerkes ist nur auf der AuRenseite der Partikel méglich
und kann nicht durch die einfache Entfaltung eines statistischen Polymerknauels
beschrieben werden. In den Poren ist eine Uberdehnung nicht méglich, da es raumliche

Einschrankungen gibt. Es entsteht somit éne zwei Phasen Struktur der folgenden Art:

1. Ein sehr "weiches" hoch aufgeweitetes Hydrogel im AulRenbereich der Partikel

2. Ein Hydrogel mit gréRerer Dichte in den Poren
Welche Konsequenzen hatte die Annahme einer solchen Struktur:
1. Die Diffusion im Aufdenbereich ist weniger behindert als im Inneren des

Partikels. Adsorptionsprozesse finden haufiger in Auenbereich des Partikels statt.
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2. Die Diffusionsstrecken werden verklrzt, was eine Steigerung der Diffusions

geschwindigkeit zur Folge héatte.

3. Die sehr offene Struktur erlaubt auch Molekiile zu binden, welche aufgrund ihrer
Grolke nicht in das Porensystem eindringen kdnnten. Die Richtigkeit dieser Annahme
wurde vom Autor durch die Bestimmung der Bindungskapazitat fir PlasmidDNA und
Viren fir oberflachenmodifizierte Gele experimentell betatigt [200]. Diese ist um den

Faktor 3 bis 5 héher als bei Tragermaterialien der herkdmmlichen Art.

Unter der Voraussetzung der Annahme, dass die Bindung bei polymermodifizierten Teilchen
mehr auf der Aulenseite stattfindet richtig ist, sollte eine unporése Partikelkugel (mit
Beschichtung) eine wesentlich héhere Bindungskapazitat besitzen als ihrer geometrischen
AuRenflache entspricht. Das wurde schon von Janzen und Unger [28] fur unpordse polymer
beschichtete Kieselgelpartikel gezeigt. Die Bindungskapazitat war nicht ganz so hoch wie fir
ein (vergleichbares) pordses Partikel sondern betrug nur etwa 15 %. Das war jedoch um den
Faktor 100 groRer als der Wert welcher bzlglich dem Verhéltnis AuRenflache zu Innenflache
zu erwarten war.

Folglich kann ein betrachtlicher Teil der Bindungskapazitét in einer &ulleren Polymerschicht
realisiert werden. Welches der beiden oben beschriebenen Modelle tatsachlich richtig ist,
kann zur Zeit nicht entschieden weden. Man braucht dazu experimentelle Methoden, die

bisher nicht verfigbar waren. Eine Methale die diese Untersuchungen in Zukunft erméglich
kénnten, ist die bifokale Fluoreszenanikroskopie [167].

Entsprechend den obigen experimentellen Resultaten ist anzunehmen, dass ene hohe

Bindungskapazitat in einem makroporésem Tragermaterial mit Poren > 50 nm durch die
Ausbildung eines ionischen Hydrogels bedingt ist.

Nachdem Aufbau des Polymers und die Anordnung der Liganden in polymermodifizierten

Tragermaterialien in den vorherigen Kapiteln phdnomenologisch untersucht wurden, wird

nun auf die Transporteigenschaften von Proteinen in diesen Polymerschichten eingegangen.
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6 Stofftransport in polymer-beschichteten Tragermaterialien

6.1 Stofftransportwiderstiande in lonenaustauschern

Durch experimentelle Untersuchungen wurde gezeigt, dass in makropordsen
lonenaustauscherpartikeln hauptsachlich folgende Widerstdnde den Transport von
Molekllen behindern [34], [172]:

Die Geschwindigkeit der Reaktion
Der Filmwiderstand

Die Porendiffusion

Die Oberflachendiffusion

Die Axialdispersion (tritt in einer gepackten Saule auf)

o B 0N~

Aus der Literatur ist bekannt, dass insbesondere die Filmdiffusion, die Poren und die Ober-
flachendiffusion als kinetische Widerstdnde bei lonenaustauschernin Betracht gezogen
werden muissen [34]. Die ionische Reaktion zwischen Ligand und Protein verlduft im
allgemeinen sehr schnell und sollte daher im gewdhnlichen Arbeitsbereich von
lonenaustauschern fir die Bioseparation (1 cm/min100 cm/min) kein transporfimitierender
Prozess sein. Fir die in dieser Arbeit untersuchten Gele wurde alle oben aufgefuhrten
Transportwiderstédnde in die Untersuchung mit einbezogen, da die polymeren Modifikationen
betrachtliche Anderungen der GroRe und der Eigenschaften der chromaographischen
Partikel zur Folge haben (siehe Kapitel 5).

Fur die funktionelle Beschreibung der KonzentrationsZeit Daten der Adsorption im Batch
kann eine Vielzahl von Modellen verwendet werden. Bei der Auswahl der entsprechenden

Modelle kann von folgenden Uberlegungen ausgegangen werden:

1. Man verzichtet auf eine mechanistische Interpretation der einzelnen kinetischen
Widerstdnde und fasst sie in einer effektiven Geschwindigkeitskonstante
(Reaktionsgeschwindigkeitsmodell, Reaktion 1. oder 2. Ordnung) zsammen und
berucksichtigt und charakterisiert somit die Gesamtgeschwindigkeit des Adsorptions
prozesses. Nachteil dieser Methode ist, dass der Gesamtprozess nur durch eine
mathematisch nicht sehr flexible Modellgleichung, mit einem frei adjustierbaren
Parameter, beschrieben wird und keine reale Modellvorstellung des

Adsorptionsprozess zugrunde gelegt wird. Die berechneten Geschwindig
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keitskontanten sind deshalb auch keine Geschwindigkeitskonstanten im kinetischen
Sinn [168].

2. Es wird angenommen, dass der Gesamtvorgang nur durch einen einzelnen anderen
Transportwiderstand bestimmt ist (Film, Poren- oder Oberflachendiffusion). Das ist
haufig eine zu grobe Naherung, erméglicht aber grundlegende Informationen Gber
den Ablauf der Adsorption zu bekommen. Die experimentellen Daten werden an die
entsprechenden analytischen L&sungen der Bilanzgleichungen fiur Filmdiffusion,
Oberflachendiffusion, Porendiffusion durch Fehlerquadratsummenminimierung
angepasst [169]. Existiert keine analytische Ldsung so ist eine numeische

Integration der Bilanzgleichungen notwendig.

3. Man betrachtet die Proteinadsorption als einen durch mehrere gleichzeitig nebenein
ander oder nacheinander stattfindende Mechanismen. Nachteil dieser Heran
gehensweise sind die haufig nicht vorhandenen Informationen zu den einzelnen
Anteilen der entsprechenden Widerstdnde am Gesamtprozess. Die Auswertung der
Konzentrations-Zeit Daten macht fast immer eine numerische Integration erforderlich
[34].

4, Man nimmt an, dass ein Widerstand nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich
dominierend ist, so dass fiir jeden Bereich ein anderes Modell benutzt werden muss.
Der mathematische Aufwand ist hier betrachtlich und die Diskontinuitat der Uber

gangsbereiche erschwert die Interpretation [36].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Vorgehensweise nach Punkt 2. bevorzugt. Aufgrund der
Tatsache, dass es bisher keine Untersuchungen der Transportprozesse in oberflachenmodi
fizierten Gelen mit systematischer Variation des Polymerisationsgrades gibt, war es wichtig,
den dominierenden Transportmechanismus in diesen Compositmaterialien zu identifizieren.
Bei der Analyse der Konzentrations-Zeit Daten wurde deshalb von der vereinfachenden
Annahme ausgegangen, dass nur ein Widerstand den Stofftransport bestimmt. Bei der
Verwendung der ermittelten Koeffizienten zur Vorausberechnung der Durchbruchkurven
zeigte es sich jedoch, dass offensichtlich mehr als ein Transportwiderstand einen Einfluss
auf den Gesamtprozess hat (mehr dazu in Kapitel 6.5.6).

Die errechneten Modellparameter der Konzentrations—Zeit Daten der Batchversuche wurden
nach dem Konzept der Ubertragungseinheiten ausgewertet (siehe Kapitel 6.5.2). In den
folgenden Kapiteln werden die Zusammenhange zur modellmaRigen Beschreibung der

Konzentrations-Zeit Daten der Batchadsorption sowie der Durchbruchkurve abgeleitet.
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Fur die Diskussion des Einflusses der chemischen Struktur des gebundenen Pfropfpolymers
wurden sowohl kommerziell erhéltliche lonenaustauschergele als auch experimentelle Gele
in die Untersuchungen mit einbezogen. Die verwendeten Tragermaterialien sind in Tabelle
6.1 aufgefihrt:

Tabelle 6.1  Trdgermaterialien, die fiir die Untersuchung der Stofftransporteigenschaften

verwendet wurden

Tréagermaterial Beschichtung
Fractogel® TSK DEAE (Hersteller ist die , ,
Fa. TOSOH) keine polymere Beschichtung
Fractogel® EMD DEAE (M) Acrylamido N,N'-diethylethylendiamin
(Produkt der Fa. Merck KGaA) 10 % BG
Fractogel® EMD DEA (M) Glycidylmethacrylat
(Forschungsmuster) 50 % BG
Fractogel® EMD DEA (M) Glycidylmethacrylat
(Forschungsmuster) 27 % BG
Fractogel® EMD DEA (M) Glycidylmethacrylat
(Forschungsmuster) 18 % BG
Fractogel® EMD DEA (M) ﬂyf,j'dgg”ethacry'at

(o}
(Forschungsmuster)

Es wurden Gele mit Beschichtungsgraden bis maximal 50 % untersucht. Diese Gele waren
noch ausreichend permeabel und konnten fur Untersuchungen in einer Sdule verwendet
werden. Hbéhere Beschichtungsgrade flhrten im Elutionsbetrieb zu einer irreversiblen

Kompression des Gelbettes.

6.1.1 Das Konzept der Rechteckisotherme

Alle im folgendem abgeleiteten Moddle beruhen auf der Annahme einer rechteckigen Form
der Adsorptionsisotherme. Das ist gerechtfertigt durch den realen Verlauf der Isothermen im
Konzentrationsbereich fir G von 0,1 mg/ml bis 2 mg/ml (siehe Abb 5.5). Durch diese
Annahme kénnen analytische Losungen fur die sonst nur numerisch Iésbaren partiellen
Differentialgleichungen der Bilanzglechungen abgeleitet werden [170].

Far alle Co > 0,1 qilt:
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Q=0 fur C<Cy
und
Q=Qmax fur CZCO 61

Gleichung 6.1 ist die mathematische Bedingung fiir eire Rechteckisotherme.

6.2 Modellgleichungen zur Charakterisierung der Batchadsorption

Das Reaktionsmodell

Aus der Massenbilanz des Proteins in der Flussigkeit und im Festenbett folgt [171]:

€ext *Co =€ -C+(1—sext)-6 6.2

ext ext

C ist die Flussigphasenkonzentraion des Proteins, Qist die mittlere Beladung der
chromatographischen Partikel mit dem Protein.

Die externe Porositéat einer Partikelsuspensione.y ist definiert als:

V
Eoy = ———— 6.3
Ve + Ve

Ve Volumen der Flussigkeit [ml]

Ve Volumen des Gels [ml]

In Gleichung 6.3 wird das nicht gebundene Protein im Gleichgewicht der fliissigen Phase
zugerechnet.

Gleichung 6.2 wird nach der Zeit differenziert:

dC dQ
_gext'az(‘]_gext)'w 64

Fur die Ableitung eines Zusammenhangs zwischen der absorbierten Proteinkonzentration
und der Proteinkonzentration in der flissigen Phase wird folgende Reaktionskinetik

2.0rdnung angenommen:
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dQ

=K C Q- Q) 6.5
t Zeit [s]
ki Geschwindigkeitskonstante der Reaktion [ml/mgs]

Unter stationaren Bedingungen ist:

Q _, 6.6
dt

Aus Gl. 6.6 folgt damit, dass Gleichung 6.1:

Q=Q,, 6.7
die Bedingung fur die Rechteckisotherme erfillt ist. Unter Benutzung der Bilanzgleichung 6.4

und der Anfangsbedingung kann durch Integration folgende Gleichung abgeleitet werden:

B QCo .[1 _ exp{[Co M-te Qmaxj K, t}]
max 8eX
Q _ ‘ 6.8

Qmax 1_8ext_COeXp{(Co_1_8ext.Qmax).k1.t}

8ext Qmax €

ext

Gleichung 6.8 enthalt eine frei variierbare Konstante k.
Oberflachendiffusion, Porendiffusion und Filmdiffusion

Eine allgemeine Behandlung dieser drei Transportwiderstdnde kann durch folgende
Beziehungen (Glg. 6.9-6.12) erfolgen [172]. Zun&chst wird die Stoffbilanz fir ein
Einzelpartikel in den Poren ausgefuhrt, die dann mithilfe der Beziehung 6.11 zur mittleren

Beladung des Gesamtpartikles umgefamt werden kann.

aQ 1 0|, oC aQ
(1) D - ye.D. = 6.9
ot r?oor { [( 2)-De or Eho arﬂ

fur t=0 gilt C=C, und Q=0

far r=09i|t@=0 sowie @:0
or ot

r:RP:DP-§+DO-@:
or

) 6.10
or r=Re

K, -(C—c
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Experimentell zuganglich ist lediglich die mittlere Beladung eines chromatographisclen

Partikels. Sie ist definiert als:

Rp

— 3 )
=— d 6.11
Q Re _o[rQ(r)r

Dadurch ist eine Kopplung mit der Massenbilanz 6.2 mdglich:

Rp
e 2 rove]
P 0

Im Modell Glg. 6.9-6.12 werden die Porendiffusion und die Obeaflachendiffusion als parallel
ablaufende Adsorptionsmechanismen betrachtet. Mit der Bedingung 3 = 0 erhélt man das
Porendiffusionsmodel und fir B> = 0 das Oberflachendiffusionsmodell sowie fur > = 0 und
Do = 0 ist der Filmwiderstand mit dem Transportkodfizienten ks der geschwindigkeits-
bestimmende Mechanismus.

Mit den Bedingungen fur eine Rechteckisotherme:

Q=Q furalle Co> 0 6.13

max

erhalt man mit Dp = 0 und ke = 0 fir die Oberflachendiffusion, nach Integration unter

Verwendung einer Hilfsvariablen, folgende Lésung [173]:

—) 6.14

— —_ 2/3
0:eDe Coy_qup 1o Q| 31 6.15
C’)max'RP

Die entsprechende explizite Lésung fur Q = Q.. lautet:

max
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J— 3
i =1-{0,5+cos EJrlarccos[1—£j 6.16
Qax 3 3 0

mit
2
621&.[%] 6.17

Unter den Bedingungen einer irreversiblen Adsorption dringt die Konzentrationsfront in Form
einer Welle in das Partikel ein. Es bilde sich zwei Gebiete nit unterschiedlicher
Konzentration aus: 1. Der noch nicht benetzte Bereich mit der Konzentration ¢ = 0 und Q=0

sowie 2. Die bereits durchlaufene Kugelschale, in der die Beladung auf dem
Sattigungsniveau Q = Quax ist. Der Verlauf der Adsorption ist fir diesen Mechanismus

schematisch in Abbildung 6.1 fiir Q /Qmax als Funktion der dimensionslosen Zeit dargestellt

t/0:

1,0

0,8

0,6

0,4 -

0,2

0,0 \ ‘ ‘ : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

t/0
Abb. 6.1: Allgemeiner Konzentrations-Zeit Verlauf fiir das Porendiffusionsmodell

Die Adsorptionsgeschwindigkeit im Anfangsbereich ist schnell. Etwa 7080 % der Gesamt-
menge wird im ersten dimensioslosen Zeitdrittel adsorbiert. Der Rest wird in der
verbleibenden Zeit gebunden.

Bei der Ableitung von den Gleichungen wurde angenommen, dass sich die Ausgangs
konzentration Cy nicht &ndert. Das ist jedoch eine idealisierte Annahme, welche von der

Voraussetzung ausgeht, dass die Adsorption in einem unendlich grof3en Volumen stattfindet.
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Bei den von uns aufgenommen KonzentrationsZeit-Kurven war die Konzentration in der
flussigen Phase nicht konstant. Die Endkonzentration betrug bei einigen Untersuchungen
50 % des Ausgangswertes. Dies muss bei der Integration berticksichtigt werden. Die
Gleichungen fur die Oberflachendiffusion und die Porendiffusion erhalten dann folgende

Form:

Oberflachendiffusion mit zeitlich veranderlichem G

D, -p-t

_ o exp(-oPehy
i=1_£.z RP 6.18
Q n? &9-A/(1-A)+(1-A)-p?)

n

pn sind die von Null verschiedenen Wurzeln der Gleichung:

tanp, = 6.19
3+%—1)— P,
und fur A qilt:
A=CO—M-QC@ 6.20
4

ext

Die Einzelheiten der Ableitung und eine Tabelle der Wurzeln der transzendenten Gleichung

6.19 kénnen dem Buch von Crank entnommen werden [174].

Porendiffusion mit zeitlich verdanderlichem G, [175]
t_[Rg'Qmax _Qmax'RPj. 1 In[}\’3+n3j
0 C, C, -k, 3.-H | 2°+1
R2-Q,, | 1 24 (A+1Y 1 20— 2%
- - Inf{| — - + -| arctan ———= | —arctan
D,-C, [6:2-H | 2+1)(a+n A-H-43 3 A3

6.21

mit:
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= \%
n={1—ij 6.22

Qmax
und
H = (1 ‘C’ext)' Qmﬁx 623
G,
und
1
= [l _ 1j3 6.24
H

Fir ks wurde ein Wert von 0,0025 cm/s angenommen (siehe Carta [35]).
Da die experimentellen Daten mit veranderlicher Anfangskonzentration bestimmt wurden,
wurden ausschlieBlich die Modellgleichungen 6.186.20 und 6.21-6.24 zur Berechnung der

Transportkoeffizienten verwendet.
Filmdiffusion
Far Dp = 0 und Do = O resultiert eine lineare homogene Differentialgleichung 1. Ordnung

deren Integration folgenden Zusammenhang zwischen adsorbierter Proteinmenge und der
Zeit ergibt [29]:

Q __Coce 1-exp —%-Mt 6.25
Qmax (1 — Eext ) ’ Qmax RP Eext

Zur Anpassung der experimentellen Daten der Batchadsorption wurde somit derfolgende

Satz von Modellgleichungen verwendet:
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Tabelle 6.2  Modellgleichungen zur Beschreibung der Batchadsorption

Modelltyp Gleichung freier Parameter
Co _ Bex . -
Reaktionsmodell | g Q. '[1 - eXp{CO (1- geﬂ)Q"‘aX] s t}] .
= 1
Q Eext C, €
max e _ . C _ ¢Q . k . t
(1 - 8ext) Qmax exp{( ° (1 - 8ext) " ) 1 }
Dop3t
Oberflachen- _ exp(— —2Pnt)
diffusion * Q2 4 85 Re Do
rusion Q. = 2N (A-A)+(1-A)p?
t:[RPQmax _QmaxRPJ_il N +n
Porendiffusion DeCo Coki ) 3HT 2741 D
R2Q,., | 1 [2+n®(n+1) 1 2n-2 2.2
“B.C. {Mln[ e +T11 [AMJ }f A [arctan[ ;ﬁ J-arctan[ 5 JH
Q Cyo-e 3k, (1-¢)
Filmdiffusion = 1-exp| —-— ——t k
Qmax (1 —& ) Qmax ( p( RP € f

Die Anpassung der experimentellen Daten im Oberflachendiffusionsmodell (Glg. 6.186.20)
wurde mit 6 Wurzeln der Gleichung 6.19 durchgefiihrt. Die Parameter wurden durch
nichtlineare Regression an die experimentellen Daten adjustiert (LevenbergMarquardt
Algorithmus, Programm SIGMA-PLOT 2000, Fa. Jandel Scientific). Die Regression wurde fur

die Konzentrations-Zeit Daten aller in Tabelle 6.1 aufgefihrten partikularen Tragermderialien

durchgeflihrt. Bei der Regression wurde Q/Q. .. als Funktion der Zeit berechnet. Bei dem

max

Porendiffusionsmodell mit veranderlicher Ausgangskonzentration war die explizite Funktion

nicht zuganglich. Es wurde deshalb t als Funktion v Q/Q_.  an die experimentellen

max
Daten angepasst. Fiur die Durchfiihrung der Berechnungen sind weitere Werte erforderlich,
z.B die Gleichgewichtsbindungskapazitat Q.. Die Werte fur die entsprechenden Gele sind

in der folgenden Tabelle enthdten:
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Tabelle 6.3  Gleichgewichtsbindungskapazitdten der modifizierten lonenaustauschergele

Qmax

Gel Gleic.hgewichts"bindungskapazité‘
Qmax in mg/ml fir BSA

Fractogel® TSK DEAE 23
(nichtpolymerer lonenaustauscher)
Fractogel® EMD DEAE (M) 95
Tentakelgel (Amid)
Fractogel® DEA (M) 92
50 % Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (M) 97
27% Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (M) 61
19 % Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (M) 9
11 % Beschichtungsgrad

Fur den mittleren Porenradius R» der Fractogelporen wurde der Wet 32,5 nm und fiir den

mittleren Partikeldurchmesser 65 ym verwendet.

6.3 Ergebnisse

Ergebnisse mit dem Reaktionsmodell

Mit dem Reaktionsmodell konnte eine gute Anpassung an die experimentellen Daten erzielt
werden. Die Ergebnisse der Einzelwerte sind in Taelle 6.4 aufgefihrt.

Fur jedes Gel wurden fir die 4 Ausgangskonzentrationen ¢ = 0,25, 0,5, 1 und 2 mg/ml die
Geschwindigkeitskonstanten ermittelt. Von diesen vier Geschwindigkeitskonstanten wurde
anschlieRend der arithmetische Mittelwert gebildet.

Durch die Mittelwertbildung wird die Konzentrationsabhangigkeit der Transportkonstanten
vorerst nicht bertcksichtigt. Fir die vergleichende Diskussion der Ergebnisse der einzelnen
Modelle bezlglich des polymeren Beschichtungsgrades soll diese jedoch vorerst
vernachlassigt werden. Die Konzentrationsabhangigkeiten der Geschwindigkeitskonstanten
werden in Kapitel 6.4.5 diskutiert.

Die Werte in der Tabelle bedeuten:

Mittelwert der  Geschwindigkeitskonstante + Fehler des  Mittelwertes der
Geschwindigkeitskonstante bei % % Konfidenz.

(Diese Darstellung der errechneten Transportkoeffizienten wurde auch fur die Koeffizienten

der anderen Modelle verwendet).
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Tabelle 6.4  Ergebnisse der Ausgleichsrechnung mit dem Reaktionsmodell

Material Mittelwert ks [ml/mg-s]

Fractogel® DEA (40-90 uym),

50 % Beschichtungsgrad 0,0056 £0,00187

Fractogel® DEA (40-90 uym),

27 % Beschichtungsgrad 0,007154+0,0026

Fractogel® DEA (40-90 ym)

19 % Beschichtungsgrad 0,007 +0,0019

Fractogel® DEA (40-90 pym)

11 % Beschichtungsgrad 0,0135+0,0025

Fractogel® EMD DEAE (40-90 ym)

10 % Beschichtungsgrad (Amid) 0,013+0,0019

Fractogel® TSK DEAE (40-90 pm)

ohne polymere Beschichtung 0,015+0,002

Die gemittelte relative Abweichung aller Variationskoeffizienten betragt 24 % (Der
Variationskoeffizient ist das Verhéltnis der Summe der Standardabweichungen aller
Mittelwerte zu den errechneten Parameterwerten). Berlcksichtigt man, dass
Proteinbestimmungsmethoden relative Standardabweichungen von bis zu 10 % haben, dann
kann die Anpassung der Modellgleichung an die experimentellen Daten als gut bezeichnet
werden.

Die experimentellen Daten sowie die Anpassungen mit dem Reaktionsmodell sind in den
Abbildungen 6.2-6.7 gezeigt:
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Abb. 6.2: Relative adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® 650
(M) DEA (11% BG), die durchgezogenen Kurven sind die Regressionskurven
des Reaktionsmodells GL. 6.8, (k; = 0,0135 ml/mg-s (Mittelwert))

Q/IQmax

14 —

-J_F'__,_,—'—_—J__'___,—

ffl a Tl Emgiwd
Rt £l s, Pt R phThpngimged 61

'J" CmESmg
Rrcrausloneb. res Reskroramsdedl

Rrgreceionekure Reaktomamzdell
= [C=Zmpim
Hygresrionskora Baskboesmcdel

04

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
ts]

Abb. 6.3:  Relative adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® 650 (M)

DEA (19 % BG), die durchgezogenen Kurven sind die Regressionskurven des
Reaktionsmodells GL. 6.8 (k; = 0,007 ml/mg-s (Mittelwert))
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Abb. 6.4:  Relative, adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® 650 (M)
DEA (27 % BG), die durchgezogenen Kurven sind die Regressionskurven des

Reaktionsmodells GL. 6.8, ( k; = 0,00715 ml/mgs (Mittelwert))
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Abb. 6.5:  Relative, adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® 650 (M)
DEA (50 % BG), die durchgezogenen Kurven sind die Regressionskurven des
Reaktionsmodells GL. 6.8, (k; = 0,0056 ml/mg-s (Mittelwert))
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Abb. 6.6: Relative adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® EMD
650(M) DEAE, die durchgezogenen Kurven sind die Regressionskurven des
Reaktionsmodells GL. 6.8, (k; = 0,013 ml/mg-s (Mittelwert))
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Abb. 6.7:  Relative adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® TSK 650
(M) DEAE (ohne polymere Beschichtung), die durchgezogenen Kurven sind die
Regressionskurven des Reaktionsmodells GL. 6.8, (ks = 0,015 ml/mg-s
(Mittelwert))
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Ergebnisse mit dem Oberflachendiffusionsmodell

Die Diffusionskoeffizienten der Gele, bestimmt bei unterschiedlichen Startkonzentrationen,

wurden ebenfalls durch arithmetische Mittelwertsbildung berechnet (Tabelle 6.5):

Tabelle 6.5 Ergebnisse der Ausgleichsrechnung mit dem Oberfldchendiffusionsmodell

Mittelwert von Do [m?/s]
Material (berechnet mit Gleichung
6.18-6.20)
Fractogel® DEA (40-90 um),
50 % Beschichtungsgrad 110" +1,810™
Fractogel® DEA (40-90 um), " »
27 % Beschichtungsgrad 2,110 +£2,2.10
Fractogel® DEA (40-90 pym) " »
19 % Beschichtungsgrad 1,8:107 + 3,810
Fractogel® DEA (40-90 pym) ) )
11 % Beschichtungsgrad 1,810 + 4,510
Fractogel® EMD DEAE (40-90 pym) 3 1
10 % Beschichtungsgrad (Amid) 4,310 +£1-10
Fractogel® TSK DEAE (40-90 um) 3 »
ohne polymere Beschichtung 3,1107°+£ 8,510

Die gemittelte Abweichung der Variationskoeffizienten betragt 14,5 %. Die Anpassung der
Modellgleichung an die experimentellen Daten ist besser als beim Reaktionsmodell.
Offensichtlich beschreibt ein Diffusionsmodell den Adsorptionsprozess der Proteine
adaquater als ein einfaches Reaktionsmodell 2.0rdnung.

Ein typisches Beispiel der Anpassung der experimentellen Daten mit dem

Oberflachendiffusionsmodell zeigt die folgende Abbildung 6.8:
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Abb. 6.8: Relative adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® 650(M)

DEA (50 % BG), die durchgezogene Kurven sind die Regressionskurven des
Oberflachendiffusionsmodells (Gl 8.19-8.21) Do = 1-107"° m?/s (Mittelwert)

Ergebnisse mit dem Porendiffusionsmodell:

Die numerische Auswertung der Daten mit dem Porendiffusionsmodell ist in Tabelle 6.6

aufgefihrt:

Tabelle 6.6  Ergebnisse der Ausgleichsrechnung mit dem Porendiffusionsmodell

Material

Mittelwert von Dp [m?/s]
(berechnet mit Gleichung
6.21-6.24)

Fractogel® DEA (40-90 um),

50 % Beschichtungsgrad

9.10"+4,5.10™"

Fractogel® DEA (40-90 um),

27 % Beschichtungsgrad

1,95.10" +1,1.10™"

Fractogel® DEA (40-90 um)
19 % Beschichtungsgrad

1,210+ 710"

Fractogel® DEA (40-90 pm)
11 % Beschichtungsgrad

3,210 +2,5.10™"

Fractogel® EMD DEAE (40-90 pym)
10 % Beschichtungsgrad (Amid)

2,310 +2,8.10™"

Fractogel® TSK DEAE (40-90 um)
ohne polymere Beschichtung

6,7.10"%+ 6,7.10"
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Die gemittelte Abweichung der Variationskoeffizienten betragt 8 %. Das ist die beste
Modellanpassung. Es kann folglich angenommen werden, dass der transportbestimmende
Mechanismus die Porendiffusion ist. Das wird in dem folgendem Kapitel noch weiter
diskutiert.

Ein ausgewéhltes Beispiel zeigt Abbildung 6.9:

Q/Q,,.,
1,2
1,0 1
0,8 +
0.6 1 &= 0,25 mgimi
Regressionskunig Porendiffusionsmodel
04 = ¢ =05 mghml
' Regressionkurve Porendiffiusionsmoded
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0,2 Regressionskurve Porendifiusionsmoael
# =2 mghm
Regressionshurve Porendiffusionsmodel
0,0 A
'0,2 T T T T T T
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t[s]

Abb. 6.9: Relative adsorbierte Proteinmenge als Funktion der Zeit fiir Fractogel® 650(M)
DEA (27% BG), die durchgezogenen Kurven sind die Regressionskurven des
Oberflachendiffusionsmodells Dp = 1,95-10""" m*/s (Mittelwert)
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Ergebnisse mit dem Filmmodell:

Tabelle 6.7  Ergebnisse der Ausgleichsrechnung mit dem Filmmodell

Material

Mittelwert von k; £ Abweichung vom Mittelwert
(Variationskoeffizient) [cm/s]

Fractogel® DEA (40-90 um),
50 % Beschichtungsgrad

1,310* +1,3.10*

Fractogel® DEA (40-90 um),
27 % Beschichtungsgrad

2,310 +6,510°

Fractogel® DEA (40-90 um)
19 % Beschichtungsgrad

1,65.10* +9,810°

Fractogel® DEA (40-90 pym)
11 % Beschichtungsgrad

4,510° +3,8.10°

Fractogel® EMD DEAE (40-90
um)

10 % Beschichtungsgrad
(Amid)

5,2.10*+1,63.10™

Fractogel® TSK DEAE (40-90

um)
ohne polymere Beschichtung

1,2.10* +3,9-10°

Der mittlere Variationskoeffizient betragt hier 56 %. Das Filmmodell zeigt die schlechteste

Anpassung an die experimentellen Dden. Es ist folglich allein nicht zur Beschreibung des

Adsorptionsprozesses von Proteinen an lonenaustauschergelen geeignet.

Den Ergebnissen kann man entnehmen, dass die Anpassung der experimentellen Daten an
die einzelnen Modellgleichungen nicht immer zufiedenstellend gelingt. Die Ursachen sind
die getroffenen starken Vereinfachungen: 1. Die Annahme eines irreversibles Gleichgewicht

und 2. die Annahme, dass jeweils nur ein Transportwiderstand die Geschwindigkeit des

Gesamtprozesses bestimmt.

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der Anpassung der Modellgleichungen an die

experimentellen Daten im Einzelnen betrachtet.
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6.4 Diskussion

6.4.1 Das Reaktionsmodell

Eine gute Anpassung an die experimentellen Daten wurde mit dem Reaktionsmodell erzielt.
Dieses Modell wird haufig zur numerischen Bearbeitung von experimentellen Adsorptions
Zeit-Daten verwendet. Das Reaktionsmodell ist sehr flexibel [168]. Ein Vorteil dieses Modells
ist die Anpassung der experimentellen Daten an eine Modellgleichung mit nur einer
Konstante (ki). Leider sind lonenaustauscherreaktionen meist schnell, so dass sie nicht die
Gesamtgeschwindigkeit einer Proteinadsorption bestimmen.

Die gemittelte Geschwindigkeitskonstante unserer polymeroberflichenmodifizierten Gele
wurde mit den Literaturwerten, erhalten von Chase [176], flr verschiedene

lonenaustauscher-Sepharosen® (siehe Tabelle 6.8) verglichen:

Tabelle 6.8 Vergleich von Geschwindigkeitskonstanten der Hinreaktion von BSA an

Anionenaustauschergele von verschiedenen Herstellern

, Geschwindigkeitskonstante
Material .
[ml/mg's]
Fractogel® (DEAE-Modifikationen) 0.01
DEAE Sepharose® CL-6 B 0.0065
DEAE Sepharose® FF 0.006

Beriicksichtigt man die unterschiedliche GréRe der Sepharosé-und Fractogel®-Partikel (60

um und 100 pm) so kann ist anzunehmen, dass die Geschwindigkeitskonstanten der
ionischen Adsorption bei lonenaustauschergelen mit unterschiedlicher chemischer Struktur
des Basismaterials und der Liganden nicht grundsétzlich verschieden sind.

Alle Adsorptions-Zeit Kurven, der mit wachsenden Mengen Polymer beschichteten

Fractogel® DEA Teilchen zeigen eine deutlich langsamere Adsorption bei 0,25 mg/ml
Ausgangskonzentration im Vergleich zu den anderen Startkonzentrationen. Die Adsorption
verlauft dann sehr steil bis zur Sattigung mit Q.«. Dieser allgemeine Trend hélt bis zu einem

Beschichtungsgrad von 27 % Polymergehalt an. Bei dem Gel mit dem BG von 50 % zeigen
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alle Adsorptions-Zeit Kurven, unabhangig von der Anfangskonzentration, einen &hnlichen
Verlauf. Die Adsorption erfolgt bis zu einemGrenzwert von 70 % Q/Qnax vergleichbar schnell
wie bei den anderen Gelen jedoch dauert die Adsorption der letzten 30 % von Quax
wesentlich langer.

Von einigen Autoren insbesondere von Chase [47] wurde das Reaktionsmodell zur
Beschreibung das Gesamtadsorptionsprozesses von Proteinen an lonenaustauschergelen
verwendet. Obwohl von der Annahme ausgegangen werden kann, dass die
lonenaustauschreaktion nicht der geschwindigkeitsbestimmende Transportschritt ist, kann
das Modell jedoch zur Charakterisierung der Gesamtgeschwindigkeit des Adsorptions
mechanismus verwendet werden.

Im folgenden Kapitel wird deshalb die Geschwindigkeit der Adsorption in Abh&ngigkeit vom

polymeren Beschichtungsgrad untersucht.

6.4.2 Anfangsgeschwindigkeiten der Proteinadsorption

Es ist von Interesse zu kléren, ob sich die Geschwindigkeit der Adsorption in Abh&angigkeit
vom Beschichtungsgrad mit Pfropfpolymer &ndert. Diese Fragestellung ist insofern von
Bedeutung, als bisher nicht bekannt ist, welche Folge eine polymere Beschichtung fir die

Geschwindigkeit der Proteinadsorption hat.

Zur Auswertung wurden die Anfangsgeschwindigkeiten der AdsorptionE mit Gleichung

t=0
6.5 und den Werten aus Tabelle 6.4 fur t = 0 und Q = 0fur die verschiedenen Gele

berechnet. Man erhalt folgenden Zusammenhang:

dQ =k,-C,-Q

dt t=0 max

6.26

Die errechneten Werte fir G = 2 mg/ml sind in Abbildung 6.10 dargestellt:

116



(dQ/dt),,
14
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10 ~
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ohne Polymer 50 % 27 % 18 % 11 % amid. Polymer Ge|typ

Abb. 6.10:  Anfangsgeschwindigkeiten der Proteinadsorption fiir verschiedene Gele

Die schnellsten Anfangsgeschwindigkeiten beobachtet man fiir folgende Gele: 1. Fractogél
EMD DEA mit 27 % BG mit Glycidylmethacrylat und 2. das kommerziell erhéltliche
Fractogel” EMD DEAE (M) mit 10 % BG (Amid)). Sie sind 2-3 mal h&her als die Geschwin-
digkeit der Adsorption an Fractoge TSK DEAE (ohne Polymer). Daraus kann die
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die ionische Hydrogelstruktur, die bei den beiden
beschriebenen Gelen sehr stark ausgepragt ist, auch die Ursache fir die schnellege
Adsorption von Proteinen darstellt. In der Literatur gibt es widersprichliche Meinungen bei
der Diskussion von hohen Geschwindigkeiten bei Bindungsprozessen in lonenaustauschern
[44]. Zum Teil wird dies auf hohe Ligandendichten oder auch auf Oberflachen
diffusionsprozesse zurtckgefuhrt. Bei den Untersuchungen wird grundsétzlich nicht die
chemische Struktur des Adsorbens berlcksichtigt und lonenaustauscherprozesse bei
verschiedenen Geltypen verglichen. Das erschwert die Interpretation der erhaltenen Daten
oder macht diese unméglich.

Nach den im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen ist die Erhdhung der
Geschwindigkeit der Proteinadsorption ausschlielllich auf die Ausbildung der
Hydrogelstruktur in den Poren zuriickzufihren. Eine mdgliche Modellvorstelling, der

Transportbeschleunigung wird in Kapitel 6.4.7 entwickelt.
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6.4.3 Oberflachendiffusion und Porendiffusion

Der gemittelte Oberflachendiffusionskoeffizient fiir alle untersuchten Gele betragt 1,710

m%s und der mittlere Porendiffusionskoeffizient hat cen Wert: 1,1-10"" m?/s (berechnet mit

den Werten derTabellen 6.5 und 6.6). Der Diffusionskoeffizient, in Lésung, wird in der
Literatur fur Rinderserumalbumin mit 5,310"" m?%s angegeben [159]. Folglich sind die
Porendiffusionskoeffizienten im polymermodfizierten Gelen etwa 5 mal kleiner als der
Diffusionskoeffizient in Lé6sung, was auch mit den experimentellen Resultaten Ubereinstimmt,
welche fUr andere nicht- polymer beschichtete Gele ermittelt wurden [177]. Interessant ist,
dass die Werte der Porendiffusionskoeffizienten der polymermodifizierten Gelen bis zu 50 %
des Diffusionskoeffizienten von BSA in Lésung betragen. Die aufgebrachte Polymerschicht
hat somit eine scheinbare Beschleunigung der Porendiffusion zur Folge. Die GréRe der
Porendiffusionskoeffizienten ist von der Beladung mit Polymer und damit von der Dicke der
Polymerschicht abhangig. Darauf wird in Kapitel 6.4.7 noch naher eingegangen.

Aus den berechneten Koeffizienten des Oberflachendiffusionsmodells kann man entnehmen,
dass der Wert auch von der Art des Pfropfpolymers abhéangig ist. Der Diffusionskoeffizient
des amidischen Pfropfpolymers (Fractogef’ EMD DEAE) ist am gréRten. Die Oberflachen

diffusionskoeffizienten der verschiedenen Methacrylatpfropfpolymere sind durchweg alle
kleiner. Die Ursache fir dieses Ergebnis kann eine héhere Hydrophobizitat der
Methacrylatgele im Vergleich zu den Amidpolymeren sein, welche das laterale Verschieben
der Proteinmolekile erschwert. Zusammenfassend kdnnte angenommen werden, dass der
Porendiffusionskoeffizient die Durchlassigkeit der Polymerschicht und der Oberflachen

diffusionskoeffizient die Wechselwirkung des Analyten mit dem Pfropfpolymer charakterisiert.
Tabelle 6.9 zeigt Literaturdaten von experimentell ermittelten Oberflachenund

Porendiffusionskoeffizienten fir BSA von verschiedenen Anionenaustauschergelen fur die

Biochromatographie:
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Tabelle 6.9 Literaturwerte fir Diffusionskoeffizienten von BSA in verschiedenen

lonenaustauschermaterialien

Oberflachendiffusionskoeffizien'| Porendiffusionskoeffizient

Tragermaterial [m?/s] [m?/s]

HyperD (Carta [35]) 7,510

POROS (Carta [ 35]) 1,1-10™"

Chitosan (Yoshida [33]) 4,710 1.10™""

Ressource - Q (Miayabe,

-11
Guichon [34]) 1,2510

TSK-Gel-DEAE-5PW

12
(Miayabe, Guichon [34]) 1,2310

Q-Sepharose FF

12
(Skidmore [176]) 8,5-10

Fractogel® EMD DEAE (M)

41013 411
(diese Arbeit) 4,310 2,310

Fractogel®
Glycidylmethacrylat DEA 1,710 1,1-10™"
(diese Arbeit), Wert gemittelt

Die Koeffizienten wurden mit verschiedenen Modellen errechnet. Bezliglich der
GroRRenordnung fallt auf, dass der Oberflachendiffusionskoeffienzient immer kleiner ist als
der Porendiffusionskoeffizient. Die experimentellen Werte der Oberflachen
diffusionskoeffizienten variieren stark, wohingegen die ermittelten Porendifisions-
koeffizienten jedoch nicht sehr verschieden sind und alle im Bereich von 110" m?/s liegen.
Alle Porendiffusionskoeffizienten, auch die Koeffizienten der polymermodifizierten
Tragermaterialien liegen betrachtlich unter dem Wert der ungehindertenDiffusion von 5,6:10
" von BSA. Die Oberflachendiffusionskoeffizienten im Hyper D Gel und in der Sepharose
sind héher als in den anderen Materialien was ebenfalls die Vermutung bestatigt, dass die
Hydrophobizitdt eines Polymers den Transport von Proteinenmittels Oberflachendiffusion

beeinflusst, da die beiden Gele eine sehr hydrophile Struktur haben.
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6.4.4 Das Filmdiffusionsmodell

Der Mittelwert flir den Transportkoeffizienten des Filmwiderstandes berechnet mit mit den
Werten aus Tabelle 6.7 betragt 2.0110™ cm/s: Dieser Wert wurde mit dem errechneten Wert

von einer Modellgleichung nach Armenante und Kirwan verglichen [178]:

0.52

~—~
N

O|<

6.27
Re Partikelradius [m]

mittlerer Energieeintrag pro Einheitsmasse [nf/s’]

™|

v kinematische Viskositat [mf/s]

molekularer Diffusionskoeffizient [nf/s]

Die einzige Unbekannte in dieser Gleichung ist der Energieeintrage, da in der genannten
Publikation der Energieeintrag nur bezlglich Rihrens berechnet wurde um bei unseren
Experimenten die Gele nicht geriihrt sondern geschuttelt wurden. Der Wert von kwird im
Bereich von 50-1000 m?/s® Energieeintrag nur wenig beeinflusst, so dass zur Berechnung ein
niedriger Zahlenwert von 50 nf/s® benutzt wurde.

Der Wert des Koeffizienten betragt fur das obige Modell unter den genannten Bedingungen:
2,510° cm/s.Der Koeffizient des Filmwiderstandes berechnet mit Gleichung 6.27 und
ermittelt aus den experimentellen Konzentrations-Zeit Werten nach Gleichung 6.25
unterscheiden sich um eine Grdflenordnung. Es ist folglich anzunehmen, dass der
experimentell ermittelte Transportkoeffizient fehlerbehaftet ist.

Aufféllig bei der Berechnung der Filmdiffusionskoeffizienten ist auBerdem die schlechte
Anpassung der Modellgleichung an die exerimentellen Daten. Im Vergleich zu den anderen
Modellen kommt es hier zu ziemlich deutlichen Abweichungen. Der Grund ist darin zu sehen,

dass die Filmdiffusion nicht der bestimmende Transportmechanismus ist.
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6.4.5 Konzentrationsabhangigkeit der Transportkoeffizienten

Von Carta [36] und Guiochon [34] sind Konzentrationsabh&ngigkeiten der Koeffizienten der
Oberflachendiffusion und der Porendiffusion beschrieben worden.

Die in dieser Arbeit ermittelten Transportkoeffizienten sind auch von den
Anfangskonzentratonen der Proteinlésungen abhangig. Zur Untersuchung der
Konzentrationsabhéngigkeit der ermittelten Diffusionskoeffizienten fir die verschiedenen

Ausgangskonzentrationen G, wurden das folgende Verhaltnis gebildet:

_ maximaler Wert (Cy)

max = —— 6.28
minimaler Wert(C,, )

K

Durch dieses Verhaltnis wird der steilste Anstieg der Konzentrationsabhangigkeit der
Transportkoeffizienten erfasst.

Die ermittelten Verhaltnisse Knax sind in Abbildung 6.11 dargestelit:

Kmax
18
A
1] /\
14 + /0 Reaktionsmodell
/ \ — — —  Porendiffusion
12 1 / \ — —— —  Oberflachendiffusion
/ \ ——-—+-  Filmdiffusion
10 -
8 .
6 .
4 .
2 .
0 T T T T T T
ohne Polymer 50 % 27 % 18 % 11 % amid. Polymer
Geltyp

Abb.6.11: Konzentrationsabhéngigkeit der Transportkoeffizienten
Der Transportkoeffizient der Filmdiffusion und die "Geschwindigkeitskonstante" des

Reaktionsmodells haben jeweils eine gemittelte Konzentrationsabhangigkeit vom Faktor 1,7

und 2,3. Damit sind diese Transportwiderstdnde nur werg von der Konzentration abhangig.
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Poren- und Oberflachendiffusion sind stark von der Konzentration abh&ngig und haben
mittlere Anstiege von 5,35 und 6.

Das hat seine Ursachen in den betrachtlichen Abweichungen der Werte Einzelkoeffizienten.
Sehr auffallig ist der hohe Wert von 17 des Porendiffusionskoeffizienten fir ein mit 50 %
Polymer beschichtetes Fractogel’. Ursache dieser hohen Abweichung ist méglicherweise
der Effekt, dass die Porendiffusion in diesem dichten Polymer starker behindert wird als bei
kleineren Beschichtungsgraden, was eine sehr starke Abh&ngigkeit vom Konzentrations
gradienten bedingt. Dieses Verhalten kann auch aus der Form der experimentell ermittelten
Konzentrations-Zeit Kurven abgeleitet werden. Die schnelle Séttigung bei 70 % unddas
langsame Adsorbieren des Restes ist wahrscheinlich das Ergebnis einer verzdgerten
Zuganglichkeit der Proteine zu den Liganden innerhalb der aufgepfropften Polymerschichten.
Betrachtet man diesen Messwert als einen "AusreiRer", so ist die Konzentrations
abhangigkeit der Porendiffusion sehr viel geringer. Dieses Ergebnis zeigt auch, dass es bei
Oberflachenbeschichtungen einen optimalen Beschichtungsgrad gibt Gber den hinaus eine
vollstdndige Ausnutzung der Kapazitat nur noch zeitverzégert erfolgen kann.

Die Abhangigkeit des Porendiffusionskoeffizienten vom Beschichtungsgrad wird im nachsten

Kapitel gezeigt.

6.4.6 Porendiffusionskoeffizienten in Abhdngigkeit von den
Beschichtungsgraden

Die folgende Darstellung 6.12 zeigt die Abh&ngigkeit der Porendiffusionskoefizienten vom

Beschichtungsgrad von Fractogel’-Anionenaustauschern.
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e  Fractogel EMD DEA

2,5 quadratisches Polynom

2,0 4 .

1,5 -

[ ]

1,0 -

0,5 -

0,0 T T T T T

0 10 20 30 40 50 60
Beschichtungsgrad BG [%)]

Abb.6.12: Die berechneten Porendiffusionskoeffizienten als Funktion vom

Beschichtungsgrad bei dem mit Glycidylmethacrylat und Diethylamin
modifizierten Fractogel® HW 650 (M)

Die Porendiffusionskoeffizienten durchlaufen ein Maximum in Abh&ngigkeit vom
Beschichtungsgrad. Die experimentellen Daten der Diffusionskoeffizienten konnten mit
einem quadratischen Polynom an die Beschichtungsgrade angepasst waden. Daraus

kénnen folgende Schlussfolgerungen gezogen werden:

1. Die Porendiffusion in, nicht mit ionischem Hydrogel, gefullten Poren (11 % Polyner)

ist scheinbar langsamer als die Diffusion in einem ionischen Hydrogel.

2. Die Beschleunigung der Porendiffusion ist unabhéngig von der Art der Beschichtung,
da dieser Effekt sowohl bei den mit Glycidylmethacrylat modifizierten Gelen als auch
bei dem mit ionischem Acrylamid beschichteten Fractogef EMD DEAE beobachtet
wurde (siehe Tabelle 6.6).

3. Der "Beschleunigungseffekt" ist jedoch auf einen bestimmten Beschichtungsgrad
eingeschrénkt. Bei Uberschreitung eines Grenzwertes (hier 27 %) kommt es wieder
zu einer Verringerung der Geschwindigkeit der molekularen Porendiffusion aufgrund
der stdrkeren Behinderung der Proteinbewegung durch die zunehmende

Polymerdichte.
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Diese Uberlegungen zur Geschwindigkeit der Porendiffusion sind in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen, welche aus dem Reaktionsmodell abgeleitet wurden. Die Geschwindigkeit
der Adsorption wird in ionischen Hydrogelen oder auf Hydrogeloberflachen beschleunigt.

Folgende allgemeine Schlussfolgerungen kénnen aus der Analyse der experimentellen

Daten gezogen werden:

1. Die beste Anpassung der Modellgleichungen an die experimentellen Daten wurde
mit dem Porendiffusionsmodell erzielt. Es ist deshalb anzunehmen, dass die
Diffusion in den Poren der geschwindigkeitsbestimmende Transportmechanismus
in polymermodifizierten Gelen ist. Die Reihenfolge der Giite der Anpassung an die
experimentellen Daten der einzelnen Modelle ist folgende: 1. Porediffusions
modell, 2. Oberflachendiffusionsmodell, 3. Reaktionsmodell und 4. reine

Filmdiffusion.

2. Es zeigt sich bei der Analyse der Transportkoeffizienten, dass sowohl bei dem
Reaktionsmodell als auch beim Porendiffusionsmodel, eine Polymerbeschichtung
eine scheinbare Beschleunigung der Reaktions und der Diffusionsprozesses zur

Folge hat.

6.4.7 Die Beschleunigung der Diffusion als sterisches Phanomen

Die Analyse der Konzentrations-Zeit Daten sowohl mit dem Reaktionsmodell alsauch mit
dem Porendiffusionsmodell zeigten, dass es eine scheinbare Beschleunigung des
Adsorptionsprozesses in polymermodifizierten Tradgermaterialien gibt. Im folgenden wird im
Rahmen eines einfachen Modells gezeigt, wie dieses Phdnomen erklart werden kann Die
Beschleunigung des Adsorptionsprozesses tritt ausschlieBlich in den Gelen auf bei denen
die Poren mit einem ionischem Hydrogel geflllt sind. Es ist deshalb naheliegend
anzunehmen, dass diese Struktur die Ursache fir die Erhéhung der Geschwindigkeit @s
Adsorptionsprozesses darstellt.

Die Unterschiede bei der Adsorption von Proteinen in einer Pore, welche die ionischen
Gruppen ausschlielich an der Porenoberflache trédgt und einer Pore, welche mit ionischem
Hydrogel geflillt ist, zeigt Abb. 6.13
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Zylinderpore in einem Zylinderpore in einem
lonenaustauscherpartikel lonenaustauscherpartikel
ohne polymere Beschichtung gefillt mit einem ionischen Hydrogel

Der FluR durch Diffusion ist der Der Diffusionsflufs wird durch
bestimmende Transportmechanismus einen zusatzlichen Fluk )
bedingt durch einen Potentialgradienten
Uberlagert
Abb. 6.13: Schematische Darstellung der Transportprozesse in einer Partikelpore ohne polymere

Beschichtung und in einer Pore gefiillt mit ionischem Hydrogel

Eine Partikelpore ohne polymere Beschichtung mit einem mittleren Radius wn 50 nm trégt

auf der inneren Oberfldche ionische Ladungen. Elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen Ladungen auf der Proteinflache und der Porenwand kdénnen nur innerhalb der
Debey-Lange (k) stattfinden. Wie in Kapitel 5.3.2 beschrieben betragt die DebylL&nge bei

0,02 M Salz (NaCL) 3,25 nm. Ein Protein (Albumin) hat eine mittlere Gré3e von 3 nm (BSA).
Aufgrund dieser GroRRenverhéltnisse ist die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion zwischen
Protein und gebundener Ladung relativ klein.

Das trifft jedoch nicht fir eine Pore zu welche mit einem sehr offenen ionischem Hydrogel
gefullt ist. Hier ist die Wahrscheinlichkeit einer Wechselwirkung ProteinNetzwerkladung

hoch, da das Protein schon am Eingang der Pore mit der Ladung in Wechselwirkung treten
kann. Das Polymernetz behindert die Zuganglichkeit zu den Poren nicht, wie in Kapitel 5.3.1
fur BSA gezeigt wurde. Der Porenraum ist fur BSA voll zugéanglich. Die Flussdichte von
lonen in einem porésen Netzwerk und unter dem Einfluss eines elektrischen Potentials (de

ionischen Ladungen) kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:

Ji = (Ji)oirr + (Ji)el 6.29
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Die gesamte Flussdichte J ist die Summe eines Diffusionsanteils und eines auf den
elektrischen Potentialgradienten zurlickzufihrenden Anteils.

Gleichung 6.29 kann in die NernstPlanck Gleichung umgeformt werden [197]:

Ji=—Di-(£+Z-C- F dq’j 6.30
dx

"R.T dx

Der Fluss von lonen wird unter der Wirkung eines Potentialgradienten beschleunigt. Der
Potentialgradient fur ein Protein in einer mit ionischem Hydogel gefillten Pore ist steiler im
Vergleich zu dem Gradienten in einer Pore mit wandstéandigen Liganden. Das &ufert sich in
einem beschleunigten Adsorptionsprozess wie das in Kapitel 6.4.6 gezeigt wurde.

Andere Tragermaterialien wie Hyper D lonenaustauscter haben auch eine vergleichbar
schnelle Adsorptionskinetik. Das wurde eingehend von Weaver und Carta untersucht [35].
Das Hyper D Gel enthalt ebenfalls ionisches Polymer in den Poren welches jedoch nicht
durch Pfropfpolymerisation aufgebracht wurde.

Die Ursache fur die beschleunigte Adsorption von Proteinen im Batchverfahren fir
polymermodifizierte Trégermaterialien ist folglich die rdumliche Anordnung der Liganden. Die
aus den Batchexperimenten abgeleiteten Ergebnisse wurden bei der Analyse von
Durchbruchkurven verwendet. Es stellt sich die Frage, ob die schnelle Adsorption im Batch
auch auf die Adsorption in Saulen Ubertragen werden kann. In den n&chsten Kapiteln wird

deshalb die Aufnahme und die Modellierung von Durchbruchkurven diskutiert.
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6.5 Analyse der Durchbruchkurven

6.5.1 Ergebnisse

Die Durchbruchkurven der mit ionischem Glycidylmethacrylatpolymer beschichteten Gele bei

gleichen Elutionsbedingungen zeigt Abb.6.14:

CICq

11 % Polymer 19 % Polymer 27 % Polymer

e

0,6 1

50 % Polymer

0,4 1

0,0

0 100 200 300 400 500 600 700
Elutionsvolumen [ml]

Abb. 6.14:  Durchbruchkurven von Fractogel® HW 650 (M) DEA Anionenaustauschern mit
unterschiedlichen Beschichtungsgraden an Pfropfpolymer
(Bedingungen: Superformanceséule 5 ml Bettvolumen, 2 mg/ml BSA in 20 mM
Tris Puffer pH = 8, Fluss: 2 ml/min)

Die Formen der Durchbruchkurven sind deutlich unterschiedich, die Anstiege werden mit
wachsender Polymerbeschichtung flacher. Der Vergleich mit berechneten Modellkurven im
folgenden Kapitel zeigt, dass als wahrscheinliche, geschwindigkeitsbestimmende
Transportmechanismen in den Polymergelen die Filmdiffusion, Poen- und
Oberflachendiffusion oder Kombinationen in Betracht zu ziehen sind.

Zur weiteren Charakterisierung der Gele wurden die aus den Durchbruchskurven bei C/G=

0,5 bestimmtem Beladungskapazitaten Qnax(Durchbruch) mit den Gleichgewichtskapazitaten
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aus den Batchexperimenten Qn.x aus Tabelle 6.3 verglichen . Die Ergebnisse sind in Tabelle
6.10 aufgefuhrt:

Tabelle 6.10 Vergleich der Gleichgewichtsbindungskapazitdten mit den Durchbruchskapazi-

tdten von verschieden modifizierten Gelen (ohne Nachwaschen mit

Beladungspuffer)

Qmax(Durchbruchkapazitat) Qnax
Gel max (Gleichgewichtskapazitat)

[mg/ml]

[mg/ml]

Fractogel® DEA (40-90 um), 132 92
50 % Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (40-90 um), 104 97
27 % Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (40-90 pym) 76 61
19 % Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (40-90 pym) 16 9
11 % Beschichtungsgrad

Die Durchbruchsbindungskapazitaten sind grundsatzlich groRRer als die
Gleichgewichtsbindungskapazitaten. Auffallig war insbesondere die grole Abweichung von
mehr als 53 % flr das Gel mit dem Beschichtungsgrad von 50%. Bei der Bestimmung der
Durchbruchskapazitat ist nicht die Proteinmenge berilicksichtigt, welche im Porenraum
ungebunden vorliegt. Bei einem Gesamtflissigvolumen von 80 % im gepackten Gel betragt
die nichtgebundene Proteinmasse in der flussigen Phase 8 mg. Bezogen auf 5 ml
Gelvolumen erhélt man eine Abweichung der Gesamtbindungskapazitdt von 1,6 mg/ml
welche gegenitber 100 mg/ml zu vernachldssigen sind. Das freie Protein ist somit nicht die
Ursache fir die hohe Differenz der Bhdungskapazitaten.

Zur weiteren Untersuchung wurde das Gel nach dem Durchbruch mit 10 Bettvolumina 20
mM Tris Puffer pH 8 gewaschen. Das gebundene Protein wurde anschlieBend mit 1 M
Kochsalz in 20 mM Tris Puffer pH 8 desorbiert, aufgefangen und photometrish bestimmt.

Hier ergab sich jetzt ein verdndertes Bild (siehe Tabelle 6.11):
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Tabelle 6.11 Vergleich der Gleichgewichtsbindungskapazitdten mit den Durchbruchs-
kapazitdten von verschieden modifizierten Gelen (nach Waschen mit 10
Bettvolumina Beladungspuffer und photometrischer Bestimmung des eluierten

Proteins)

HL Qmax
Gel Qra(Durchbruchkapazitét) (Gleichgewichtskapazitat)
[mg/ml] [mg/ml]

Fractogel® DEA (40-90 um), 93 92
50 % Beschichtungsgrad

Fractogel® DEA (40-90 um), 95 97
27 % Beschichtungsgrad

Fractogel® DEA (40-90 um) 70 61
19 % Beschichtungsgrad

Fractogel® DEA (40-90 um) 11 9
11 % Beschichtungsgrad

Die Durchbruchskapazitdten unterscheiden sich jetzt nur noch wenig von den
Gleichgewichtskapazitaten. Die hohe Bindungskapazitdt des Gels mit dem hdchsten
Beschichtungsgrad (50 %) war somit bedingt durch Protein welches durch nichtionische
Wechselwirkungen gebunden war. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit den
experimentellen Ergebnissen aus der Batchadsorption. Die Geschwindigkeit &r Protein-
adsorption war fur das Gel mit 50 % Beschichtungsgrad am kleinsten (k = 0,0056 mg/ml s).
Die Ursache dieses Unterschieds ist somit nicht nur auf eingeschrankte Zuganglichkeit zu
den Liganden zurtickzufihren sondern auf zusétzliche, nichtionischeWechselwirkungen mit
(vermutlich) ldngeren Adsorptionszeiten. Die Ergebnisse sind noch einmal in Abbildung 6.15

zusammengefasst:
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Abb 6.15: Vergleich der Durchbruchskapazitdten und Gleichgewichtsbindungs-
apazitdten von verschiedenen modifizierten Gelen (ohne Nachwaschen und

mit photometrischer Bestimmung des gebundenen Proteins)

Als Ergebnis dieser Untersuchung kann abgeleitet werden, dass die Form der Durchbruch

urve von der aufgebrachten Polymermenge bestimmt wird.Wie schon in Kapitel 5 gezeigt,

gibt es einen optimalen Beschichtungsgrad Uber den hinaus eine Steigerung der
Bindungskapazitat nicht moglich ist. Beim Uberschreiten dieser Grenze sind neben der
ionischen Wechselwirkung andere Wechselwirkungen in Betrachtzu ziehen, welche die

Steilheit der Durchbruchkurve und somit auch die dynamische Kapazitat verringern.

In  der Darstellung 6.14 der Durchbruchkurven, sind die unterschiedlichen
Bindungskapazitaten (Qnax) der Gele nicht bericksichtigt. Deshalb empfiehlt sch fur den

Vergleich von Durchbruchkurven die Verwerdung des dimensionslosen Durchsatz T; als x-

Koordinate (Gleichung 2.6).

Die Durchbruchkurven der Abbildung 6.14, in dimensionslosen Koordinaten, sehen dann
folgendermalien aus (Abbildung 6.16):

130



c/c,

1,0 4
0,8 -
0,6 -
04 - 11 % Pfropfpolymer
’ 19 % Pfropfpolymer
27 % Pfropfpolymer
50 % Pfropfpolymer
0,2 -
0,0 -
T T T T T T Tr
-2 -1 0 1 2 3 4 5

Abb. 6.16:  Form der Durchbruchkurven in Abhédngigkeit vom Beschichtungsgrad fiir
Fractogel® HW 650 (M) -DEA Gele in dimensionslosen Koordinaten

Das Gel mit dem geringstem Beschichtungsgrad hat die steilste Durchbruchkurve. Nt zu-
nehmenden Beschichtungsgrad wird die Durchbruchkurve flacher. Vergleicht man die Durch
bruchskurven des nichtpolymer modifizierten lonenaustauschergels Fractogef TSK DEAE
650 (M) mit dem "Tentakelgel" Fractogef EMD DEAE (Amid) erh&lt man ein dhnlches Bild.
In dimensionslosen Koordinaten haben die Durchbruchkurven der beiden Gele folgende
Form (Abb 6.17):

c/c,

1,0 A

0,8

0,6

0,4

Fractogel EMD DEAE

0,24 e Fractogel TSK DEAE

0,0 +———uees

-1 0 1 2 3 4 5 T

r

Abb. 6.17 Durchbruchkurven fiir Fractogel® TSK DEAE und Fractogel® EMD DEAE
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Die Durchbruchkurve der nicht-polymer modifizierten Tragermaterials ist auch in dieser
Darstellung steiler. Das heilt: Die dynamische Kapazitdt von polymerbeschichteten
Tréagermaterialien ist schlechter schlechter als diejenige der nichipolymer modifizierten
Tragermaterialien.

Dieses Ergebnis steht Giberraschenderweise im Gegensatz zu den Resultaten, die im Kapitel
6.4.6 bei der Batchadsorption abgeleitet wurden. Dort  waren die
Adsorptionsgeschwindigkeiten  der  polymermodifizierten  Tradgermaterialien  hdher.
Offensichtlich kommt es durch die Beschichtung der &ulReren Geloberflache zu einer
Verschlechterung des Massentransfers wenn die Gelpartikel in eine Sdule gepackt werden.
Zur weiteren Untersuchung dieser Eigenschaften missen Modellgleichungen fir den
Massentransfer in einer Sdule hergdeitet werden.

Die Durchbruchkurven von Partikelsdulen kénnen durch folgende allgemeine

Bilanzgleichung beschrieben werden [179]:

) _
oc € ax%-{-(’]—s)@-i-US@: 6.31
ot oz ot oz

mit den Anfangs- und Randbedingungen:

C(zt=0)=0

C(z=0,t)=Cofurt>0 6.32

Unter Vernachlassigung der axialen Dispersion erhalt man folgenden Ausdruck

eC (1622 1y L g 6.33
ot ot 0z

Us lineare Flulrate [m/s]

€ Bettporositat [-]

Die Gesamtporositat der chromatographischen Saule ist die Summe aus der externen
Porositat (zwischen den Partikeln) und der internen Porositét (Porenvolumen).

Die Bilanzgleichungen kénnen durch die Benutzung von dimensionslosen Koordinaten
vereinfacht werden. Diese Koordinaten werden als dimensionsloser Durchsatz T und als

Ubertragungseinheit N bezeichnet.
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6.5.2 Das Konzept der Ubertragungseinheiten

Die Formen von Durchbruchkurven kénnen durch eine Transformation der Daten auf den
dimensionslosen Durchsatz T, (Gleichung 2.6) und die dimensionslose Ubertragungseinheit

N besser ausgewertet werden. N ist definiert als [170]:

N = 1(L 6.34
Ug

k ist ein Parameter, der entsprechend dem Transportmechanismus definiert wird [170].
Durch die Verwendung von N und T werden die Geschwindigkeitsgleichungen in eine
dimensionslose Form uberfuhrt.

Die entsprechenden Definitionen der einzelnen kinetischen Widerstande sind [170]:

1. Reaktion

N, =k,-Q,, -— 6.35
u

2. Filmwiderstand

N, =k, A 6.36
US

3. Porendiffusion

N, A G et Bl 6.37

NS:15'?O.E.L 6.38
R C, ug

5. Axiale Dispersion
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N, = h

4R, + Do
2

.US

6.39

Die Werte der Ubertragungseinheiten ermdglichen folgende Abschatzung der Bedeutung

eines Massentransferwiderstandes eines Transportmectanismus:

1. Fur einen N-Wert von Null ist der entsprechende Mechanismus dominierend. Es
findet kein Transport statt.

2. Fir einen groBen N-Wert (N — ) erfolgt der Massentransfer sehr schnell und der

Mechanismus hat keine Bedeutung.

Im nachsten Kapitel werden Gleichungen fir die jeweiligen Transportmechanismen in

reduzierten Koordinaten abgeleitet.

6.5.3 Modellgleichungen der Durchbruchkurve

Fur die Form der Durchbruchskurven, welche jeweils durch einen entsprechenden
Mechanismus bestimmt sind, kénnen analytische Beziehungen, unter der Annahme einer
irreversiblen Adsorption, abgeleitet werden. Durch die Annahme der Irreversibilitdt der
Isotherme vereinfacht sich die Auswertung der Daten erheblich und es ist keine numerische

Betrachtung nétig.

1. Reaktion [180]

C eNR<(T,—1)

G, " Tee 40
2. Filmwiderstand [181]

c — gNe (T =1)-1] 6.41
Co
3. Porendiffusion [182]

C LZ.[2.39_NP.(Tr_1)]2 6.42
C, 3.59
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4. Oberflachendiffusion [183]

CE —1-exp[-0,89-N, -(T. = 1)—1] 6.43
0

Die Gleichungen fur den Reaktions- und Filmwiderstand erhédlt man durch Ldsen der
Massenbilanzen unter der Annahme einer Rechtecksisotherme. Fir das
Porendiffusionsmodell und das Oberflachendiffusionsmodell wurden Approximations
funktionen der analytischen Lésung verwendet [182].

Die schematische Darstellungen der Durchbruchkurven fur die Adsorption, den
Filmwiderstand, die Porendiffusion und die Oberflachendiffusion sind in den folgenden Abb.

6.18 und 6.19 gezeigt. Fir die Kurven wurden folgende Werte der Paraneter angenommen:

Ne=1,Np=1,N,=1und Ns=1in Abb.6.17

CIC,
1.0 - Reaktionsmodell _

B | R Filmmodell P
—————— Porendiffusionsmodell E et
——— Oberflachendiffusionsmodell [

0,8 -

0,6 1

0,4 1

0,2 1

0,0

Abb. 6.18:  Schematische Darstellung der Form von Durchbruchkurven, welche durch
verschiedene Transportmechanismen bestimmt werden. Die Adsorption ist

irreversibel. Die Transportkoeffizienten N haben den Wert 1.

Der Verlauf der Kurven wird wesentlich steiler fir folgenden Parametersatz: N = 10, Np =

10, N = 10 und Ns = 10, dargestellt in Abb.6.18. Die Gleichungen von einigen Modellen
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beschreiben nur den unmittelbaren Bereich der Durchbruchkurve und verlaufen aufRerhalb im

Negativen oder besitzen Werte gréRer als 1 fur C/G.

CIC,
1,2

Reaktionsmodell
1,0 A Filmmodell

Porendiffusionsmodell

Oberflachendiffusionsmodell
0,8 1
0,6 1
0,4
0,2 1
0,0

T T T T T Tr
2 1 0 1 2 3

Abb. 6.19:  Schematische Darstellung der Form von Durchbruchskurven, welche durch
unterschiedliche Transportmechanismen bestimmt werden. Die Adsorption ist

irreversibel. Die Transportkoeffizienten N haben den Wert 10.

Unter der Annahme, dass die Filmdiffusion der dominierende Mechanismus ist, hat die
Durchbruchskurve eine konkave Krimmung am Begnn und kann von den anderen
kinetischen Widerstdnden klar unterschieden werden. Die Durchbruchskurve fur eine reine
Reaktionskinetk ist sigmoidal gekrimmt.

Die Durchbruchskurven der Oberflachendiffusion und der Porendiffusion haben eine
ahnliche, mehr konvexe Form. Sie kénnen jedoch durch das Krimmungsverhalten in den
Randbereichen unterschieden werden. Nach Vermeulen [182] ist die Krimmung der Kurve
bei reiner Oberflachendiffusion fur niedrige C/G—Werte steiler und weniger steil bei hohen
C/Co Werten als dies bei der Porendiffusion der Fall ist. Das hat folgende Ursachen: Bei
niedrigen Anfangskonzentrationen kénnen sich die gebundenen Molekile schneller durch
Oberflachendiffusion zu Ligandenbindungsstellen bewegen. Bei hohen Konzentrationen ist
die laterale Diffusion eingeschrédnkt und die Porendiffusion ist der schnellere
Transportmechanismus. Ein Nachteil der einfachen Modellgleichungen Glg. 6.466.43 ist
sicher ihr eingeschrankter Wertebereich fir T. Der Wertebereich ist von N abhangig wie die

folgende Tabelle 6.12 zeigt:
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Tabelle 6.12 Wertebereiche der Modelle fiir einen Stofftransportwiderstand

(Rechteckisotherme)
Modell N=1 N=10
Reaktion —0<T <o —0<T <o
Filmdiffusion —o0<T <2 -0 <T, <11
Porendiffusion -0,2<T, <34 0,88<T,<1,2
Oberflachendiffusion -0,1<T,<5 09<T,<2,2

Der Wertebereich wird mit zunehmenden N fir das Filmdiffusions, Porendiffusions- und das
Oberflachendiffusionsmodell kleiner. Nur das Reaktionsmodell ermdlicht die Berechnung
einer vollstdndigen Durchbruchkurve unabhéngig von N. Die anderen Modelle sind nur im
Bereich von 0,3 < C/Cy < 0,7 zu verwenden. Ein Vergleich der Formen der experimentellen
Durchbruchkurven von Abb. 6.13 mit den Kurven aus Abbildung6.17 zeigt, dass nur das
Poren- sowie das Oberflachendiffusionsmodell zur Modellierung der Form der
Durchbruchkurve im Bereich C/G, = 0,5 geeignet sein sollten. Die Durchbruchkurven fir
diese beiden Modelle (Gleichung 6.42 und Gleichung 6.43) wurden fir veschiedene
Parameter N von 1-10 berechnet und sind in den Abbildungen 6.20 und 6.21 dargestellt:

c/C,

1,0

0,8 T

0,6 1

0,4 A

02 - Np=1
0,0 ///
T T T T T
0,0 0,5

1.0 05 , , 1,0 15 "

Abb. 6.20: Form der Durchbruchkurven berechnet mit dem Porendiffusionsmodell
(Gleichung 6.42) von Np=1 bis Np=10 mit Delta N = 1.

137



Die Kurven des Porendiffusionsmodells durchlaufen Maxima an den Nullstellen der Ableitung

von Gleichung. 6.42 nach T.. Fur diese gilt:

Np (T, - 1) = 2,39 6.44

fur Np =10 gilt T, = 1,239

Dieser Verlauf entspricht nicht einer reden Form einer experimentell ermittelten Durchbruch

kurve und zeigt die Einschrankung dieses einfachen Modells.

C/C,
1,0 - ————
’ 7o
7
0,8 - /S
0,6 -
0,4 -
0,2 1 Delta N=1
Np=10 Np=1
0,0 A
T T T T T
-4 -2 0 2 4 6 r
Abb. 6.21: Form der Durchbruchkurven berechnet mit dem Oberflachendiffusionsmodell

(Gleichung 6.43) von Ne=1 bis Ne=10 mit Delta N = 1.

Die Durchbruchkurven des Oberflachendiffusionsmodells sind in dem Parameterbereich von
1 bis 10 steiler als beim Porendiffusionsmodell.

Der eingeschrankte Wertebereich der einfachen Modelle der Porendiffusion sowie der
Oberflachendiffusion erméglichen nicht die Modellierung einer Durchbruchkurve fir Werte
von C/Cy < 0,3 sowie C/Cy > 0,7.

Es erweist sich somit als notwendig eine weitere flexible Funktion zur Modellierung der

Durchbruchkurve bereitzustellen. Entsprechend derAbbildung 6.18 sollte eine Funktion, die
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sich entweder als Summe der Terme des Filmwiderstandes und der Porendiffusion sowie
des Filmwiderstandes und der Oberflachendiffusion ergibt, eine sehr gute
Anpassungsfunktion sein. Der Vergleich mit den realen Durdbruchkurven (Abb. 6.13) zeigt,
dass in den Randbereichen der Durchbruchkurven die Funktion der Filmdiffusion diesen
Verlauf sehr gut beschreiben kann. Im Bereich 0.3<G Ein entsprechender Zusammenhang
fur die Kombination von Filmwiderstand und Porendiffuson wurde von Vermeulen

beschrieben [182]:

No(T, -1)= %-(ln(c;/con 1)+239-3,59-(1-(C/C, ))% 6.45
F

Diese Funktion hat eine hohere Flexibilitdt als die Modelle welche nur fir einen
Transportwiderstand abgeleitet wurden. In den Abblildungen 6.22 und 6.23 sind die Verlaufe
der Durchbruchkurven fiir verschiedene Verhéltnisse der Ubertragungseinheiten der
Porendiffusion und den Filmtransport dargestellt. In Abbildung 6.22 wurde N gleich 1
gesetzt und die Ubertragungseinheit N- mit den Werten 0,1; 0,5; 1 und 10 variiert. In
Abbildung 6.23 wurde Ng=1 gesetzt und N variiert:

C/C,

1,2
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Abb.6.22: Verlauf der Durchbruchkurven berechnet mit Gleichung 6.45 als Kombination

von Porendiffusion und Filmtransport. (N-=1 und Ng variabel)

C/C,

1,2

1,0

0,8 1

0,6 1

0,4 A

0,2 A

0,0 1

Abb.6.23: Verlauf der Durchbruchkurven berechnet mit Gleichung 6.45 als Kombination

von Porendiffusion und Filmtransport. (N-==1 und Np variabel)

Eine geeignete Beschriebung einer Durchbruchkurve gelingt mit diesem Modell
insbesondere bei vergleichbaren GréRenverhaltnissen der Ubertragungseinheiten (z.B. N=1
und Neg=1 oder Ng=0,5). Fiir den Parametersatz N-=10 und Ng=1 néhert sich die funktionelle
Beschreibung durch Gleichung 6.45 der des Filmdiffusionsmodells an (Glg. 6.41). Fir N=10
und Np geht Glg.6.45 in das Modell 6.42 der Porendiffusion (Glg.6.42) Gber. Im folgenden

Kapitel werden nun fir einige Modelle die Ubertragungseinheiten berechnet.

6.5.4 Berechnung der Ubertragungseinheiten

Die Anpassung der einzelnen Modellgleichungen an die experimengllen Konzentrations-
Zeit-Daten hatten gezeigt, dass die besten Resultate mit dem Poren sowie dem
Oberflachendiffusionsmodell erzielt werden konnten. Fir diese beiden Modelle werden im
Folgenden die Ubertragungseinheiten berechnet um ihren Einfluss auf d&¢ Form der
Durchbruchkurve von einem in eine Saule gepackten lonenaustauscher zu untersuchen. Um

den Einfluss der axialen Dispersion auf die Form der Durchbruchkurve abzuschétzen, wird
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zusétzlich die Ubertragungseinheit der axialen Dispersion berechnet. Zu Berechnung dieser

Werte sind folgende Daten erforderlich:

1. Die maximale Lange der Diffusionsstrecke innerhalb des Gelpartikels wurde gleich
dem Partikelradius gesetzt, Partikelradius fiir Fractogef HW 650 (M) ist dr/2 = 32,5

um
2. € Die Porositat der Packung (0,8 [])
de Der mittlere Partikeldurchmesser (65 pm),
3. Der lineare Fluss us war 1 cm/min und die Bettldnge L der S&ulen variierte zwischen
2und 3 cm.

Unter Verwendung der in Kapitel 6.3 berechneten Transportkoeffizienten aus den
Batchversuchen wurden Werte der Ubertragungseinheiten der Porendiffusion und der
Oberflachendiffusion fur die untersuchten Geltypen errechnet (Gleichung 6.37 und
Gleichung 6.38). Sie sind in Tabelle 6.13 dargestellt:

Tabelle 6.13 Werte der Ubertragungseinheiten fiir die Porendiffusion und die Oberfla-

chendiffusion der verschiedene modifizierte Gele

Gel Porendiffusion Oberflachendiffusion
Np No
Fractogel® DEA (40-90 uym), 37 9.9
50 % Beschichtungsgrad ’ ’
Fractogel® DEA (40-90 uym), 3 23
27 % Beschichtungsgrad
Fractogel® DEA (40-90 pym) 48 19.5
19 % Beschichtungsgrad ’ ’
Fractogel® DEA (40-90 pym) 13 0.92
11 % Beschichtungsgrad ’ ’
Fractogel® TSK DEAE (40-90 um) 27 146
ohne polymere Beschichtung ’ ’
Fractogel® EMD DEAE (40-90 ym) 93 o4
10 % Beschichtungsgrad (Amid) ’

Die  Porendiffusion ist nach den Resultaten der Tabelle 6.13 der
geschwindigkeitsbestimmende Mechanismus, da die Werte der Ubertragungseinheiten der
Oberflachendiffusion etwas gréf3er sind.

Zur Abschatzung des Einflusses der Dispersion wurde unter Benutzung von Geichung 6.39

die Ubertragungseinheit der axialen Dispersion berechnet:
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L=3cm, D=5,3.10" cm?¥s [159], dp = 60 pm, us = 1 cm/min

Man erhalt:

Np = 250

Die Axialdispersion stellt folglich fir den Massentransfer keinen Widerstand dar.

Im folgenden Kapitel wird versucht mittels der Ubertragungseinheit der Porendiffusion eine

Durchbruchkurve vorauszuberechnen.
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6.5.5 Vorausberechnung von Durchbruchkurven mit berechneten
Transportkoeffizienten der Batchadsorption

Nach der Analyse der Ubertragungseinheiten olite die Porendiffusion der geschwindigkeits

bestimmende Mechanismus sein, der mafigeblich die Form der Durchbruchkurve beeinflusst.
Es wurden mit Verwendung der Gleichung 6.42 und den Daten aus der Tabelle 6.6 der
Porendiffusionskoeffizienten die Durchbruchkurven berechnet.

Abbildung 6.24 zeigt als Beispiel die Vorausberechnung der Durchbruchkurve fir einen
Fractogel® DEA lonenaustauscher mit einem Beschichtungsgrad von 27 %. Die Anpassung
der Durchbruchkurve durch die einfache quadratische Gleichung (Glg. 6.42) ist nicht

zufriedenstellend.

c/C,

1,0 .

0,8

0,6 1

0,4 1

0,2
* experimentelle Werte
berechnet mit Gleichung 8.46

0’0— . « °

-1 0 1 2 3 4 5
T

Abb.6.24: Experimentelle Durchbruchkurve und mit dem Porendiffusionsmodell
(Gleichung 6.42) vorausberechnete Durchbruchkurve fiir Fractogel® EMD

DEA mit 27 % Beschichtungsgrad

Obwohl die experimentellen Daten des Batchmodells unter der Annahme nur eines
bestimmenden Transportmechanismus durch verschiedene Modelle (insbesondere das
Porendiffusionsmodell) befriedigend wiedergegeben werden kdénnen, gelingt die
Vorausberechnung der Durchbruchkurven nicht. Es ist deshalb anzunehmen, dass ein
weiterer Widerstand die Form der Durchbruchkurve wesentlich mit beeinflusst. Es wurden
deshalb die Durchbruchkurven an ein Modell angepasst, das sowohl den Filmwiderstand als

auch die Porendiffusion bertcksichtigt.
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Entsprechend der Untersuchungen von Mollerup [201] spielt der Filmwiderstand im
gepackten Bett neben der Porendiffusion eine bedeutendere Rolle als bei der
Batchadsorption.

Das wird im folgenden Kapitel weiter diskutiert.

6.5.6 Modellierung der Durchbruchkurven unter Beriuicksichtigung eines
zusatzlichen Filmwiderstandes

Die Parameter Np und N der Gleichung 6.45 wurden an die experimentell ermittelten Daten
C/Cy als Funktion von T, angepasst. Die Regression wurde mit dem Programm SIGMAPLOT
von der Fa. Jandel durchgeflhrt. Im Unterschied zu den vorher beschriebenen
Einparametermodellen (Gleichungen 6.40 bis 6.43) ist eine Aufldsung nach C/G hier nicht
moglich. Es wurde deshalb T, als Funktion von C/C, angepasst. Die Ergebnisse der

Berechnung von Nr und N der verschiedenen Gele zeigt die folgende Tabelle:

Tabelle 6.14 Dimensionslose Ubertragungseinheiten fiir den Filmwiderstand und die

Porendiffusion (berechnet mit Gleichung 6.45)

Filmwiderstand

Gel N Porendiffusion

F Np
Fractogel® DEA (40-90 um), 6
50 % Beschichtungsgrad 2.510 0.74
Fractogel® DEA (40-90 um),
27 % Beschichtungsgrad 0.0377 0.68
Fractogel® DEA (40-90 um)
19 % Beschichtungsgrad 0.11 0.37
Fractogel® DEA (40-90 um) 0.109 019

11 % Beschichtungsgrad

Fractogel® TSK DEAE (40-90
pum) 0.12 0.05
ohne polymere Beschichtung

Fractogel® EMD DEAE (40-
90 ym)

10 % Beschichtungsgrad
(Amid)

0.104 0.49

Der Filmwiderstand wird nach diesem Modell mit zunehmenden Beschichtungsgrad gréRer
und ist bei 27 % Polymerschichtungsgrad der bestimmende Transportwiderstand in einem
Bett aus gepackten Partikeln. Entsprechend diesen Ergebnissen ist im gepackten Bett der

polymermodifizierten Partikel der Filmwiderstand die bestimmende Komponente.
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Die Vorausberechnung der Durchbruchkurven gelingt mit der Moell Gleichung. 6.45 sehr

gut wie die Abbildung 6.25 als Beispiel zeigt:

C/IC

1,0

0,8

0,6 1

0,4

experimentelle Werte
berechnet mit Gleichung 8.31

0,2 4

0,0

2 b 0 1' 2 3 4
Abb. 6.25:  Experimentelle Durchbruchkurve und mit dem Porendiffusions-Filmmodell
(Gleichung 6.45) vorausberechnete Durchbruchkurve fiir Fractogel® EMD

DEA mit 27 % Beschichtungsgrad

Es ist zu berlicksichtigen, dass das obige Modell zwei adjustierbare Parameter enthalt und
deshalb flexibler als die Modellgleichung 6.42 (die nur einen adjustierbaren Parameter
enthalt) an die experimentellen Daten argepasst werden kann.

Interessant ist die Tatsache, dass es offensichtlich Unterschiede beim Einfluss des
Filmwiderstands fur polymermodifizierte Gele im Batchversuch und im gepackten Bett gibt.
Wahrend der Filmwiderstand im Batch gering ist, steigt der Finwiderstand in einem
gepackten Bett an. Diese Diskrepanz tritt bei nichtpolymer modifizierten Trdgermaterialien
nicht auf (siehe Tabelle 6.14).

Durch die polymere Modifizierung erzielt man somit eine Beschleunigung der Porendiffusion
im Batchverfahren. Die Polymerschicht auf der Aulenseite der Partikel hat jedoch eine
Erhéhung des Filmwiderstandes im gepackten Bett zur Folge, was letztendlich zu einer
Verschlechterung der Form der Durchbruchkurve fihrt und folglich auch die dynamische
Bindungskapazitat negativ beeinflusst. Es muss jedoch festgestellt werden, dass es sich hier
um qualitative Feststellungen handelt. Eine genaue Quantifizierung dieses Verhaltens steht

noch aus.
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6.6 Zusammenstellung der Ergebnisse

1. Der Porenraum von polymer modifizierten Partileln wird ab einem bestimmten
Beschichtungsgrad voll mit dem ionischen Polymer ausgeflillt. An diesem Punkt steigt
die spezifische Proteinbindungskapazitdt um mehr als das 16fache an, obwohl die

Ligandendichte nur um das 1,2fache zunimmt.

2. Experimentell kann die Existenz eines ionischen Hydrogels in den Poren flir einen
Anionenaustauscher durch lonenausschluRichromatographie mit einem basischen

Protein charakterisiert werden.

3. Die Adsorptionsisothermen der untersuchten polymer modifizierten Gelen haben
"Rechteckform".
4. Die Charakterisierung der experimentell Daten wurde mit Modellen fur jeweils einen

Transportmechanismus (Reaktionskinetik, Porendiffusion, Oberflachendiffusion und

Filmtransport) unter der Annahme einer irreversiblen Adsorption durchgeiihrt.

3. Die Konzentrations-Zeit Kurven der Proteinadsorption im Batchverfahren, in
polymermodifizierten Gelen, kédnnen am besten mit einem Porendiffusionsmodell

beschrieben werden.

4. Durch eine polymere Modifikation erhdht sich die Geschwindigkeit des

Gesamtadsorptionsprozesses im Batchverfahren.

5. Die Vorausberechnung der Durchbruchkurven, mit  den ermittelten
Transportkoeffizienten aus den Batchuntersuchungen mit Modellen die nur einen
Transportwiderstand beinhalten, ist nicht mdglich. Die Anpassung ar
experimentellen Daten der Durchbruchkurve gelingt nur unter Benutzung einer
Beziehung, welche sowohl einen Filmwiderstand als auch die Porendiffusion

berucksichtigt.

6. Die Geschwindigkeit der Proteinadsorption an polymermodifizierten Partikel ist im

Batchverfahren héher als in einer chromatographischen Saule.
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Die Herstellung der Compositpartikel hat also eine Reihe von Vorteilen im Vergleich zur
herkémmlichen Derivatisierungsstrategie. Bei allen Bemihungen gelingt es jedoch nicht,
einen konvektiven Fluss in den Poren der Partikel zu erzeugen, da der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt fir den Massentransport in den Gelpartikeln die
Diffusion zu den Liganden ist.

Es ist jedoch bekannt, dass der Transport in Membranadsorbern Uberwiegend durch
Konvektion erfolgt [184]. Die hier beschriebenen Beschichtungsverfahren wurden deshalb
auf Membranen Ubertragen. Die wesentlichen Eigenschaften dieser vom Autor entwickelten

entwickelten Trennsysteme werden im folgenden Kapitel ndher erldutert.

7 Modifizierte Membranen fiur die Biochromatographie

7.1 Vorteile von Membranadsorbern

Wie schon in der Einfuhrung beschrieben, ist eine kurze Kontaktzeit von Proteinen mit einer
Oberflache gilnstig fur die Stabilitét, da die Denaturierung an Oberflachen einem Zeitgesetz
erster Ordnung folgt. Ein schneller Transport zu den Liganden in einem Tragermaterial flr
die Adsorption und Desorption kann durch eine Verkirzung der Diffusionswege erreicht wer
den. Das soll im Rahmen einer Pecletanalyse kurz diskutiert werden [185]:

Die Peclet-Zahl Pe ist definiert als das Verhéltnis von Diffusionszeit zur Aufenthaltszeit in der

Trenneinheit:

t

Pe:t—'3<Pe,cr (7.1)
o}

to Diffusionszeit zum Liganden [s]

tc Aufenthaltszeit in der Saule [s]

dabei ist Pe. die kritische PecletZahl, ein Grenzwert, bei deren Uberschreitung die
dynamische Kapazitat nicht mehr genutzt werden kann.
Die Peclet-Zahl kann mit Struktur und Flussparametern des Tragermaterials weiter

charakterisiert werden:

o

Pe = (7.2)

m

ext

9]
<
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Re Partikelradius [m]
D Diffusionskoeffizient des Probemolekiils in [nf/s]

(fur viele biologische Makromolekiile in der GréRe 10'> m?/s)
Eext externe Porositét oder das Zwischenkornvolumen in [n]

Qv volumetrischer FluR in [m*/s]

Bei partikuldren Tragermaterialien ist de Lange der Diffusionsstrecke durch die
PartikelgroRe bestimmt.Durch eine Verringerung des Partikeldurchmessers kann die

Geschwindigkeit des Massentransportes verbessert werden. Der Nachteil ist jedoch ein

hoher Druckanstieg, da gilt Ap~%?2 .Teilchen mit Durchmessern kleiner als 2 ym kénnen
P

deshalb in der Praxis nicht verwendet werden.

Bei Membranen findet man eine andere Situation vor: Mikrofiltrationsmembranen haben
haufig Schichtdicken von 100 ym und mittlere PorengrélRen von 0,25 pm [186].
Diffusionsprozesse finden Gberwiegend innerhalb der Membranpore in radialer Richtung zur
Porenwand statt. Da der Porendurchmesser einer Membran kleiner als ein
"durchschnittlicher" Partikeldurchmesser ist, sind die Diffusionsstecken fur Membran-
systeme kiirzer.

Fiar ein ,durchschnittliches® Prozesspartikel mit einem mittleren Durchmesser von 50 ym
betrdgt die maximale Diffusionsldange 25 pm. Bei einer Membran mit einem mittleren
Porendurchmesser mit 0,2 um liegt sie bei 0,1 um. Beisonst vergleichbaren Parametern
erhalt man ein Verhéltnis der kritischen PecletZahlen fir Partikel zu Membranen von etwa
7000. Das bedeutet: Man kénnte Membranen etwa 7000 mal schneller betreiben, wenn der
Transport nur allein durch Diffusion zu den Liganden erfolgen wiirde. In der Literatur findet
man haufig Hinweise auf den konvektiven Transportcharakter in Membransystemen. Das ist
nur bedingt richtig. Der eigentliche konvektive Transport findet nur in axialer Richtung statt.
Der Transport zu den Liganden an der Membranwand erfolgt durch molekulare Diffusion.
Die Proteine diffundieren jedoch hier in eine Polymerschicht von weniger als 2 ym dicke
und nicht, wie in einem porésen Partikel, in eine Pore.mit Ldngen von bis zu 50 ym. Der
Adsorptionsprozess in einer Membran ist somit einem Trennprozess an einem nichtporésen
Teilchen vergleichbar.

Die vorteilhaften Eigenschaften von modifizierten Membranen fir die Biochromatographie
wurden schon héaufig beschrieben. Alle chromatographischen Techniken der Biosepaation
kénnen mit Mikrofiltrationsmembranen realisiert werden.

Es wurden lonenaustausch[101],[102], hydrophobe Interaktionschromatographie[187],
Farbstoff-[188] ,Metallchelatsaffinitdtschromatographie[107], Thiophile Adsorptions[189]
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und Protein A - [190] Membranen hergestellt und charakterisiert. Es stellt sich die Frage,
weshalb sich Membranadsorber bisher nicht gegeniber partikuldren Systemen haben
durchsetzen kénnen. Hauptséchlich sind es die fehlende Mdéglichkeiten der Herstellung von
preparativen Systemen als auch der (bisher) weitaus héhere Preis fiir die entsprechenden
Trenneinheiten welche die Anwendungsbreite einschréanken.

Es werden im folgenden einige Ergebnisse der Untersuchungen der chemischphysikalischen
Eigenschaften von Hohlfaseradsorbermadulen zur lonenaustausch-membran-

chromatographie vorgestellt.

Membranen werden in der Bioverfahrenstechnik fir viele Verwendungszwecke eingesetzt.
Fur den Biotechnologen sind Membranmodule deshalb nichts véllig Neues.

Ausgewahlte Verfahren sind: Zellerntg Zellbruchentfernung, Ankonzentrierung und
Entsalzung [186]. Man unterscheidet bei den Filtrationstechniken je nach der Porengré3e der
Filter zwischen Mikrofiltration mit symmetrischer Porenstruktur, Porengréf3e (0,410 um) und

Ultrafiltration mit asymmetische Porenstruktur, PorengréRe der Trennschicht (+20 nm)

[186]. Mit Membranen kénnen sowohl Suspensionen als auch klare Lésungen aufgearbediet

werden. Bei einer sogenannten Dead-End Filtration hat das Modul einen Eingang und einen
Ausgang. Die zu filtrierende L6sung muss aber in jedem Fall die Membranwand passieren.

Bei einer Cross-Flow Filtration hat der Modul mindestens drei Anschlisse [191]. Einen
Eingang, einen Ausgang fir das Retentat und einen fur das Filtrat. In diesem Fall muss die

Lésung nicht die Wand der Membran passieren.

v v

Abb. 7.1: statische Filtration (dead-end) dynamische Filtratiion (Crossflow
_ Filtration)

Die Anzahl der Filtermaterialien ist groR. Besonders bevorzugt sind regenerierte Cellulose,
Polypropylen, Polyamidmembranen (Polyamid 6, Nylon 6,6) und Polyethersulfonmembranen
[186]. Bei der geometrischen Form hat man die Mdglichkeit, zwischen Flachmembranen und

Hohlfasermembranen zu wéhlen.
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Angepasst an die Filterform ist das Modulgehduse. Fir Flachmembran& kann man einen
einfachen Modul verwenden, in den die Membranscheiben nur eingelegt werden [192].
Mehrere  Flachmembranscheiben  werden unter Verwendung von  Spacern
Ubereinandergelegt. Die Flachmembranmodule zeigen jedoch Nachteile bei der effektiven
Volumenausnutzung und der Verteilung der zu filtrierenden Lésung. Eine Steigerung der
Raumausnutzung bei Flachmembranen erzielt man mit plissierten oder Spiralmembranen
[186]. Die effektivste Ausnutzung des Modulvolumens erhdlt man jedoch bei der
Verwendung von Hohlfasermembranen [186].

Tabelle 7.1 Verhéltnis von Membranflache zu dem Membranvolumen fiir verschiedene

Modulkonstruktionen
Modultyp {\r/lnezmaanflache pro Bauvolumen
Plattenmodul (Flachmembranen) 200-800
Wickelmodul (Flachmembranen) 600-1000
Modul mit plissierten Membranen 400-1400
(Flachmembranen)
Rohrmodule (di > 4 mm, Hohlfasermodul) 80-500
Kapillarmodul (d = 0,5 bis 4 mm, _
Hohlfasermodul) 500-4000
Hohlfasermodul (d < 0,5 mm) > 4000

Fir den nachfolgend beschriebenen Hohlfasermodul (Abb. 7.3) mit einer inneren
Gesamtflache von 86 cnf und einer duReren Flache von 144 cnf (pro Modul) erhalt man die
Verhéltniswerte: 2047 und 3380 (Flache pro Bauvolumen, erster WerlLumenflache, zweiter
Wert - Shellflache). Aufgrund dieser glinstigen Platzausiutzung erwies es sich als vorteilhaft

Hohlfasermodule als Chromatographieeinheiten zu verwenden.
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7.2 Hohlfasermembranadsorber fiir die Biochromatographie

Hohlfasermembranen werden gewoéhnlich beidseitig eingebettet

Bei der von uns verwendeten Konstruktion wurden die Fasern haarnadelférmig gekrimmt in
ein Gehduse eingebracht und beide offenen Enden einseitig eingebettet. Man bezeichnet
das als einseitige Dead-End Anordnung [192]. Eine schematische Darstellung der Strénung

in einer solchen Dead-End Anordnung ist in Abb. 7.2 gezeigt:

Abb. 7.2: Schematische Darstellung der Flussverhéltnisse in einem Dead-End

Hohlfasermodul

Die Loésung lduft entweder vom Lumen (Innenraum der Faser) nach der sogenannten
Shellseite, oder von der Shéllseite ins Lumen. Beide Richtungen sind nicht identisch, da die
geometrische Aulienflache etwa 60 % groRer als die Lumenflache ist.

Der Hohlfasermembranadsorber hat mit 10 einen wesentlich héheren Schlankheitsgrad als
Ubliche Gehduse der Flachbettmembranadsorber (gewdhnlich 1-2). Er hat zwei Lock-Luer
Anschlisse und wird in &hnlicher Weise wie eine chromatographische S&ule, gefullt mit

Partikeln, betrieben. Ein Bild eines solchen Adsorbers zeigt Abbildung 7.3:
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Abb. 7.3: Hohlfasermodul fiir die Chromatographie mit einer Lédnge von 80 mm und

einem Innendurchmesser von 8 mm

Die Hohlfasermembranen mit einem Aufendurchmesser von 0,5 mm und einem
Innendurchmesser von 0,3 mm aus Polyamid 6 wurden nach dem im Kapitel 4
beschriebenen Verfahren mit Polyglycidymethacrylat beschichtet und durch nachfolgende
Reaktionen mit a) Diethylamin und b) Hydrogensulfit zu Anioner und Kationenaustauschern
modifiziert (Vorschriften im Methodenteil 8.128.15). Ein optimaler Wert des
Beschichtungsgrades mit Polymer auf die Hdlfasermembran wurde hier mit 42 % erreicht.
Bei héheren Werten kam es zu einer starken Abnahme der Permeabilitdt. Durch Optimierung
des Herstellungsverfahren konnten vergleichbare Bindungskapazitaten wie bei partikularen
Tragermaterialien erreicht werden. Wichtige Eigenschaften der Hohlfasermembranadsorber

werden im nachfolgenden Kapitel diskutiert.

7.2.1 Proteinbindungskapazitaten und Geschwindigkeit der Adsorption von
Membranadsorbern

Die maximalen Proteinbindungskapazitaten der lonenaustauscher sind in de folgenden
Tabelle 7.2 aufgefihrt:

Tabelle 7.2 Maximale Proteinbindungskapazitdten von lonenaustauschermodulen der

Dimension 80-8 mm (L&nge-Durchmesser)

maximale maximale

Proteinbindungskapazitat Proteinbindungskapazitat
lonenaustauschertyp (Ligand' | [mg/ml] [mg/ml]

(bezogen auf das bezogen auf das

Membranvolumen) Gehausevolumen

DEA

(DIEthylAminohydroxypropy+) 62 mg (Rinderserumalbumin)| 27 mg (Rinderserumalbumin)

Sulfo(Sulfohydroxypropyl) 92 mg (Lysozym) 40 mg (Lysozym)
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Die Angabe der Bindungskapazitdt eines Membranadsorbers ist im Vergleich zu einem
partikuldren Trédgermaterialien in der Literatur haufig nicht einheitlich. Das erschwert den
Vergleich der beiden Trennsysteme. Bei partikuldren Tragermaterialien wird die dynamische
Bindungskapazitat als mg Protein pro ml gepacktes Gel angegeben. Man hat entsprechend
einer vorgegebenen Dimension einer chromatographischen Saule eine bestimmte
Gesamtkapazitat einer Trenneinheit zur Verfigung. Bei Membrandasorbern gibt man die
Bindungskapazitat haufig in mg Protein pro Flacheneinheit der geometrischen Anstrémflache
des Adsorbers an. Glnstiger ist es die Gesamtkapazitat einer pro Volumen von einer
Trenneinheit anzugeben. Membranen sind nicht so dicht gepackt sind wie partikulare
Séaulenpackungen. Deshalb haben die Bindungskapazitdten pro Einheit Gehdusevolumen
nicht die GréRenordnung der polymermodifizierten Partikel. Das kann jedoch durch eine sehr
kurze Zykluszeit und eine sehr schnelle Adsorptionsdynamik wieder mehr als ausgeglichen
werden [193]. Durch die beschriebenen Beschichtungstechniken konnten vergleichbare
Bindungskapazitaten wie auf partikuldren Tragermaterialien erzielt werden (siehe Tabelle 4.3
und Tabelle 5.1).

Die dynamische Bindungskapazitét
Die Proteinbindungskapazitat eines Membrantrennmodds wird durch den linearen Fluss

nicht beeintrachtigt. In der Abb.7.4 ist die Abhangigkeit der Proteinbindungskapazitat vom

linearen Fluss fir eine Sulfoaustauschermembran dargestellt:

Q/Qmax
100 - -_—

80 -

60

40 -

20 -

0

6 1(;0 2(;0 3(;0 400
Bettvolumen pro min
Abb. 7.4: Maximal mdgliche relative Proteinbindungskapazitédt (Lysozym) fiir einen

Sulfo-Kationenaustauschermodul der Dimension 80-6 mm in Abhé&ngigkeit

vom Fluss in Bettvolumen pro ml
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Die Bindungskapazitat ist nahezu unabhéangig vom Fluss. Die Geschwindigkeit kann noch
weiter gesteigert werden, jedoch ist dies limitiert durch den Berstdruck der Hohlfasermem
branen, der bei etwa 6 bar erreicht wird. Wenn man bericksichtigt, dass die maximale
Durchflussgeschwindigkeit in Partikelsdulen bei 30 Sdulenvolumen pro min erreicht wird, so
ist die Flussgeschwindigkeit in einem Hohlfasermodul deutlich héher (ca.10 mal schneller).

Die Druck-Fluss-Kurve von verschiedenen Membranmodulen zeigt Abbildung 7.5:

Druck [ bar ]

=  Sulfoaustauscher
Regressionsgerade
4 DEA - Austauscher
Regressionsgerade

¢ unmoadifizierte Membran
—— Regressionsgrade

0 100 200 300 400 500
FluR [ mi ]

Abb. 7.5: Druck-Flusskurven in Wasser bei 25 °C fiir Hohlfasermembranmodule der

Dimension 80-8 mm (Ldnge-Durchmesser)

Die Druck-Fluss-Kurven sind linear und kénnen durch das Gesetz von Darcy beschrieben
werden. Die Sulfoaustauscher und der DEAAdsorber wurden mit jeweils 42 % Blockpolymer
modifiziert. Bei einem Druckabfall von 1 bar wurde eine Flussreduktion von 25 % fur den
Sulfoaustauscher und 40 % fur den schwachen Anionenaustauscher, im Vergleich zu einem
nicht-modifizierten Membranmodul gemessen. Die Permeabilitat ist somit nicht nur von der
GrolRe des Polymerbeschichtungsgrades sondern auch von der Art des gebundenen lons
abhéngig. Die polymere Beschichtung hat somit nur eine zu vernachlassigende Bedeutung
fur die Flussleistung der Membranadsorber.

Mit den oben beschriebenen Membranadsorbern kénnen lineare Flisse im Modulrohr von
500 cm/min erreicht werden. Ein vergleichbares partikulares Prozel3gel in einer chromate

raphischen Saule mit 1 cm Durchmesser kann nur mit einem linearen Fluss von 45 cm/min
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betrieben werden [194]. Folglich kann mit einem Membranadsaber 100 mal mehr Volumen
pro Zeiteinheit aufgearbeitet werden als mit einem Gelbett.

Die lineare Geschwindigkeit der Lésung in der Membranpore ist jedoch vergleichbar zum
linearen Fluss in den Zwischenrdumen einer Partikelpackung, da die angestrémte
Membranflache mit etwa 100 cn um ein Vielfaches gréRer als der Saulenquerschnitt ist. Ein
entscheidender Vorteil eines Membranadsorbers ist somit die VergréRerung des
anzustrémenden S&ulenquerschnitts. Anhand einer einfachen Bilanz der Zykluszeiten kann

gezeigt werden weshalb Membranadsorber Vorteile im Vergleich zu Partikelsdulen besitzen.

7.3 Schnellere Zykluszeiten mit Membranadsorbern

Die oben beschriebenen Membransdulen haben "Betriebsvorteile" gegeniber Saulen
derselben Dimension welche mit Partikeln gepadt sind [185]. Aufgrund des geringen
Druckabfalls kbnnen Membranadsorber sowohl mit einer Spritze als auch mit einer Pumpe
betrieben werden. Es wird im Folgenden ein Vergleich von mittleren Trennzeiten einer
hypothetischen Proteinreinigung mit einem Minimalul und einer partikuldren Saule
durchgeflhrt:

Angenommene Zykluszeiten:
Es soll die Zeit fur einen Trennzyklus einer Membransdule mit dem einer partikuldren Saule

vergleichbarer Dimension ermittelt werden. Der Trennzyklus bestand aus den folgenden

Einzelschritten:

1. Aquilibrieren mit 10 Bettvolumina

2. Probenaufgabe 50 Bettvolumina

3. Nachwaschen mit 10 Bettvolumina

4. Elution mit 10 Bettvolumina

5. Reinigung mit 10 Bettvolumina einer 1 M Natronlauge

Saulen:

1. Hohlfasermembranmodul der Dimension 838 mm (Bettldnge-Innendurchmesser) mit
einem Gehausevolumen von 4,2 ml

2. Superformance® Glass&ule der Dimension 50-10 mm (Bettlange-Innendurchmesser)

gepackt mit Fractogel® EMD HW 650 (M) Teilchen, S&ulenvolumen 4,2 ml
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Die Fractogelsaule wurde konstantmit einer Flussrate von 2 cm/min betrieben. Man erreicht
eine Volumengeschwindigkeit von 0,37 Bettvolumina pro min. Der Zyklus fur den
Partikelaustauscher dauert damit insgesamt 270 min.

Fur den Membranionenaustauscher wurden die Geschwindigkeiten den eizelnen Stufen
angepasst. Fur den eigentlichen Elutionsschritt wurde eine vergleichbare
Volumengeschwindigkeit wie bei der Partikelsdule benutzt (0,5 Bettvolumina pro min). Fur
alle anderen Schritte wurde der Modul mit 30 ml/min betrieben (7,2 Bettvoluminapro min).
Die Gesamtzykluszeit betragt fiir den Modul 32 min.

Die Zyklusgeschwindigkeit ist fir einen Membranadsorber um den Faktor 8,4 hdher als fur
eine partikuldre Saule. Die grof3e Zeiteinsparung erzielt man aber nicht bei der eigentlichen
Trennung, sondern bei den héaufig zeitraubenden Aquilibrierungs und Waschvorgéngen
sowie bei der Probenaufgabe von Lésungen mit geringen Proteinkonzentrationen.

Diese obigen Ergebnisse zeigen auch, dass die Kontaktzeit eines Proteins mit der
Membranoberflache kleinerals bei partikuldren Tragern gehalten werden kann.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die Ubertragung der polymeren
Oberflachenbeschichtungstechnik auf Membranen vergleichbare Bindungskapazitdten wie
bei partikuldren Tragermaterialien ereicht werden kénnen. Ein wesentlicher Vorteil der
Membranadsorber ist ihre nahezu fluBunabhangige Kapazitdt. Die beschrankten
Mdoglichkeiten bei der MaRstabsvergrélierung der Herstellung von Modulen mit modifizierten
Membranen und deren schlechte Regeneriebarkeit erschweren jedoch die Anwendung

dieser geeigneten Adsorptionssysteme in der Produktion.

8 Methoden

8.1 Methoden der chemischen Modifizierung und Charakterisierung

1. Pfropfpolymerisation von 2,3 Epoxypropylmethacrylat auf Fractogef’ HW 650 (M)

Diese Reaktion ist die Schliisselsynthese zur Herstellung aller in dieser Arbeit beschriebenen
partikuldren, polymermodifizierten Tragermaterialien.

100 ml wasserfeuchtes, abgenutschtes Gel wurden in 200 ml VEWasser gelést. In
Reihenfolge wurden 6 g 2,3 - Epoxypropylmethacylat und 3 g Ammoniumcer(IV)-nitrat und
3g Salpetersdure (65%) in 50 ml Wasser als Starter zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde nach sorgfaltiger Entgasung unter Inertgas 1 Stunde mit einem Flligelrihrer gerihrt.

(Die Konzentrationsverhaltnisse waren wie folgt: 34,4 Masse % wasserfeuchtes Fractogel
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HW 650 (S) (80 Masse % Wasser und 20 Masse % Polymer), einer wassrigen Losung aus
0.015 M Ce*, 0.08 M Salpetersaure und 0.15 M Glycidylmethacrylat als Monomer).

Nach der Reaktion wird das Gel mt einer Fritte der PorengréRe 3 abgesaugt und mit
Wasser, 1 M Schwefelsaure, Wasser, Natronlauge, Phosphatpuffer (0,5 M, pH 7) und

Wasser gewaschen.

2. Aktivierung von Fractogel HW 650° (M) mit Epichlorhydrin

Diese Methode wurde zur Herstellung von Tragermaterialien mit einem sehr kurzen Spacer
(3 Atome) verwendet (siehe Kapitel 4.4).

100 ml wasserfeuchtes, abgenutschtes Gel wurden in 80 ml einer Lésung aus 1 M
Natronlauge und 1,4 M Epichlorhydrin suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde 4 Stunden
bei 60 °C gerthrt. AnschlielRend wurde da Gel mit einer Fritte der PorengréRe 3 abgesaugt
und mit Wasser, Phosphatpuffer (0,5 M, pH 7) und Wasser gewaschen.

3. Aktivierung von Fractogel® HW 650 (M) mit 1,4 Butandioldiglycidyether

Diese Methode wurde zur Herstellung von Trégermaterialien mit einem langen Spacer (9
Atome) verwendet (siehe Kapitel 4.4).

100 ml wasserfeuchtes, abgenutschtes Gel wurden in 80 ml einer Lésung aus 1 M
Natronlauge und 1 M 1,4 Butandioldiglycidyether suspendiert. Das Reaktionsgemisch wurde
20 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Anschliefend wurde da Gel mit einer Fritte der
Porengréfle 3 abgesaugt und mit Wasser, Phosphatpuffer (0,5 M, pH 7) und Wasser

gewaschen.

4, Bestimmung der Ligandendichten von epoxygruppenhaltigen Tragermaterialien

Fur die quantitative Bestimmung von Epoxygruppen wird in der Literatur eine Reihe von
Methoden beschrieben. Eine haufig benutzte Methode ist die Reaktion der Epoxygruppe mit
Thiosulfat und anschlieBender jodometrischer Rucktitration [139]. Diese Reaktionversagt
jedoch bei Poylglycidylmethacrylat, was vermutlich auf den Einfluss der hydrophoben
Ruckratkette zurtickgefuhrt werden kann, welche eine gute Benetzung verhindert.

Die Titration von Epoxygruppen erfolgte deshalb nach einer Vorschrift von M. Pribl [#1].

Das Reaktionsprinzip beruht auf der Addition von Bromid aus Tetraethylammoniumbromid an
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den Epoxyring und anschliellende Titration des Tetrabutylammoniumhydroxids in

wasserfreien Eisessig mit Perchlorsaure.

\>_/<O (C,HyNBr \>_<O
0 + 0
‘\@O H :>>

Br

Abb. 8.1 Bestimmungsreaktion fiir polymere Epoxygruppen

5. Variation des Beschichtungsgrades mit Polyglycidylmethacrylat

Eine systematische Verdnderung des Beschichtungsgrades mit Polyglycidylmethacrylat
konnte durch Variation der Monomerkonzentration in Beispiel 1 erreibit werden. Alle
anderen Reaktionsbedingungen wurden konstant gehalten. Die Abhangigkeit des

Beschichtungsgrades von der Monomerkonzentration zeigt die folgende Tabelle:

Tabelle 8.1  Variation des Beschichtungsgrades

Monomergehalt [mol/l] in der Reaktionsbsung 0,05 0,1 0,15 0,2

Beschichtungsgrad [%] 11 19 27 50
6. Synthese und Kapazititsbestimmung eines schwachen Anionenaustauschers
(DEA-Typ)

100 g abfiltriertes Gel, hergestellt nach Beispiel,1 wurden in 100 ml Wasser suspendiert und
100 ml Diethylamin zugegeben. AnschlieRBend wurde 20 Stunden bei Raumtemperatur
gerihrt und das Reaktionsprodukt zweimal mit Wasser gewaschen. Das gewaschene
Reaktionsprodukt wurde in 100 ml einer 0,5 M Schwefelsdureldsung suspendiert und zwei
Stunden bei 40 °C mit einem Fligelrihrer langsam gerthrt. Danach wurde mit 0,25 M
Phosphatpuffer (pH 7) bis zum Neutralpunkt und anschlieBend mit Wasser auf einer Fritte
der PorengréflRe 3 gewaschen. Stickstoffgehalt: nach Elementaranalyse:1,8 %.

Zur Bestimmung der Bindungskapazitdt wurce das Trdgermaterial in eine

Superformanceséule® (Dimension: 50 mm Lange und 10 mm Innendurchmeser) gepackt und
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mit einer L6sung von 10 mg/ml Rinderserumalbumin in 20 mM TrisHCI Puffer pH 8 bis zum

Durchbruch beladen.

7. Herstellung und Kapazititsbestimmung eines starken Kationenaustauscher
(Sulfo-Typ)

100 g abfiltriertes Gel, hergestellt nach Beispiel 1, wurden in 200 ml einer Lésung von 0,8 M
Na,SO; in 0,2 M Natriumphosphatpuffer pH 8 eingebracht. Die Suspension wurde bei 60°C
drei Stunden mit einem Hugelrihrer gerihrt. Danach wurde das Reaktionsprodukt zweimal
mit ca. 500 ml Wasser auf einer Fritte der Porengrél3e 3 gewaschen. Schwefelgehalt nach
Elementaranalyse: 2,5 %.

Zur Bestimmung der Bindungskapazitdt wurde das Tragermaterial in eine
Superformancesaule® (Dimension: 50 mm Lange und 10 mm Innendurchmeser) gepackt und
mit einer Lé6sung von 10 mg/ml Lysozym (Huhnereiwei3) in 20 mM Phosphatpuffer bis zum

Durchbruch beladen.

8. Herstellung eines Aminogels

100 g abfiltriertes Gel, hergestellt nach Bespiel 1, wurden 200 ml konzentrierter
Ammoniaklésung eingebracht. Die Suspension wurde bei 40°C sechs Stunden mit einem
Flugelruhrer geruhrt. Danach wurde das Reaktionsprodukt zweimal mit ca. 500 ml Wasser
auf einer Fritte der PorengréfRe 3 gewaschen. Sticlstoffgehalt nach Elementaranalyse: 1,2
%.

9. Herstellung und Kapazitatsbestimmung eines IMAC Tréagers

Zu 100 ml abgesaugtem oxiran-aktiviertem Tragers, hergestellt nach Beispiel 1, wurden 200
ml einer 0,4 M Lésung des Dinatriumsalzes der Iminodiessigsaue in 0,4 M Na,CO; (pH 11)

gegeben. Die Lésung wird bei 45 °C 24 Stunden gerlhrt. Das Reaktionsprodukt wurde mit
einer Fritte der Porengréfie 3 abgesaugt und mit 500 ml Wasser gewaschen. Stickstoffgehalt
nach Elementaranalyse: 1,2 %

Zur Bestimmung der Bindungskapazitdt wurde das Tréagermaterial in eine
Superformanceséule® (Dimension: 50 mm Lange und 10 mm Innendurchmeser) gepackt und
mit einer Lé6sung von 10 mg/ml Lysozym (HUhnereiweil3) in 20 mM Phosphatpuffer + 0,5 M

Natriumchlorid bis zum Durchbruch beladen.
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10. Herstellung und Kapazitiatsbestimmung eines Tragermaterials fiir die Thiophile
Adsorption

Stufe 1:

100 ml abgesaugtes oxiran-aktiviertes Tragermaterial, hergestellt nach Beispiel 1, wurden in

200 ml einer 4 M Natriumhydrogensulfidliésung (pH 11) susperdiert und 1 Stunde bei

Raumtemperatur gerthrt. Danach wurde mit 500 ml Wasser auf einer Fritte der Porengrél3e

3 gewaschen.

Stufe 2:
Das in Stufe 1 erhaltene Material wurde mit 200 ml einer 0,4 M Divinylsulfonlésung (geldst in
einer 0,5 M N Na,COs; pH 11) versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur gerihrt.

Danach wurde mit 500 ml Wasser auf einer Fritte der PorengréRe 3 gewaschen.

Stufe 3:

Das aus Stufe 2 erhaltene Material wurde 45 min in 200 ml einer 2,3 M
Mercaptoethanollésung in 0,5 M Puffer (pH 11) gerihrt. AnschlieRend wurde je zweimal mit
je 200 ml Natriumsulfitiésung (pH 1), 1 M Salpetersaure, 0,05 M Natronlauge sowie 0,1 M
Phosphatpuffer und Wasser gewaschen.

Zur Bestimmung der Bindungskapazitat wurde das Tragermaterial in eine
Superformanceséule® (Dimension: 50 mm Lange und 10 mm Innendurchmeser) gepackt und
mit einer L&ésung von 5 mg/ml gammaGlobulin (human) in 20 mM Phosphatpuffer + 0,8 M

Ammoniumsulfat bis zum Durchbruch beladen.

1. Herstellung von Anionen-und Kationenaustauschermembranen fir die
Chromatographie

11.1 Blockpolymerisation

Stufe-Einfihrung von C=C Doppelbindungen in ein Polyamid

Zur Durchfiihrung der Synthese wurde ein Polyamidfaserbliindel aus Nylon (Faserbiindel aus
64 Fasern, 32 cm lang, die Einzelfaser hatte folgende charalteristischen Daten: etwa 300
Mm innerer Durchmesser, etwa 500 ym auf3erer Durchmesser, mittlere PorengréRe 0,4.) auf
30 cm gekirzt und in eine 300-10 mm (Lange-Innendurchmesser) Chromatographiesaule
gepackt. An diese Sdule wurde eine inerte Pumpe angeschlosen. Die Apparatur wurde
zunachst mit Wasser gespllt. Fur die Umsetzung wurden 20 g Glycidylmethacrylat in 200 ml
1 M Natronlauge geldst und mit hoher Geschwindigkeit (10 ml/min) bei 40 °C zwei Stunden

im Kreislauf gepumpt. AnschlieRend wurde die derivatiserte Membran mit Wasser gesplilt.
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11.2 Stufe-Blockpolymerisation mit 2,3 Epoxypropylmethacrylat

Das nach Beispiel 11.1 derivatisierte Hohlfasermembranbindel wurde in der dort
beschriebenen Apparatur mit zunachst Aceton, dann mit Toluol (jeweils 200 ml) gspult.
AnschlieRend wurde eine Lésung von 20 g 2,3 Epoxypropylmethacrylat (0,7 M) und 1 g
Azoisobutyronitril (30 mM) in 200 ml Toluol bei 80 °C eine Stunde mit einem Fluss von 7
ml/min durch die Apparatur gepumpt. Das derivatisierte Hohlfasermembranbindelwurde

anschlieRend mit Toluol und Aceton gespdlt.

12. Modifizierung einer Epoxy-Hohlfasermembran zu einem schwach basischen
Anionenaustauscher

Die nach Beispiel 11.2 derivatisierte Membran wurde in der in 11.1 beschriebenen Apparatur
zunachst mit Wasser gespult. AnschlieBend wurden 200 ml einer wassrigen
Diethylaminlésung (50 Vol %) 6 Stunden bei Raumtemperatur mit einem Fluss von 7 ml/min
durch die Apparatur gepumpt. SchlieRlich wurde die erhaltene lonenaustauschermembran

mit 0,5 M Phosphatpuffer (pH 7) und Wasser gewaschen bis das Eluat neutral war.

13. Kapazititsbestimmung

Zur Bestimmung der Bindungskapazitdt wurde ein fertiger Hohlfasermodul (siehe Kapitel 7)
der Dimension 80-8 mm (Lange-Durchmesser) verwendet. Der Modul wurde mit einer
Lésung von 10 mg/ml Rinderserumalbumin in 20 mM TrisHCI Puffer pH 8 bis zum

Durchbruch beladen.

14. Modifizierung einer Epoxy-Hohlfasermembran zu einem Kationenaustauscher

Die nach Beispiel 2.1 derivatisierte Membran wurde in der in 11.1 beschriebenen Apparatur
zunachst mit Wasser gespult. 200 ml einer Lésung aus 0,42 M Natriumdihydrogenphosphat,
1,4 M Natriumsulfit und 0,15 M Tetrabutylammoniumhydrogensulfat wurde auf pH 8
eingestellt. Diese Lésung wurde auf 95 °C erwdrmt und 2,5 Stunden mit einem Fluss von 7
ml/min durch die Apparatur gepumpt. Die Membran wurde mit je 200 ml Wasser, 1 M

Natronlauge, Wasser, 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7), Wasser und Aceton gesplilt.

161



15. Kapazititsbestimmung

Zur Bestimmung der Bindungskapazitat wurde ein fertiger Hohlfasermodul (s&ehe Kapitel 7)
der Dimension 80-8 mm (Lange-Durchmesser) verwendet. Der Modul wurde mit einer
Lésung von 10 mg/ml Rinderserumalbumin in 20 mM TrisHCI Puffer pH 8 bis zum

Durchbruch beladen.

8.2 Methoden zur Untersuchung der Massentransfereigenschaften

1. Aufnahme von Adsorptionsisothermen

Die Gleichgewichtsbindungskapazitdten (Qn.x) der partikuldaren Tragermaterialien wurden
wie folgt bestimmt:

Eine definierte Menge getrocknetes Gel (fir Gele mit hoher Kapazitéat ca. 0,2 g und fiir Gele
mit geringer Kapazitdt ca. 1 g) wurde in einem Rundkolben mit Flugelrihrer gegeben. Das
Gel wurde in einer Proteinlésung suspendiert und im Thermostaten bei 20 °C mit ca. 60
U/min gerihrt. Es wurden die Bindungskapazitaten nach 3 Stunden und nach 24 Stunden
bestimmt (nachfolgend beschrieben). Da nach 3 Stunden keine weitere Zunahme der
Bindungskapazitdt zu beobachten war, wurde dieser Wert fur die weitere Auswertung
verwendet.

Ausgangskonzentrationen (&) der Proteine waren: 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1
mg/ml und 2 mg/ml.

Fur Anionenaustauscher wurde eine Lésung aus: 20 mM TrisHCI Puffer pH 8 mit
Rinderserumalbumin und fir Kationenaustauscher eine Lésung aus: 20 mM
Natriumdihydrogenphosphatpuffer pH 7 mit Lysozym (HUhnereiweil3) verwendet.

Zur Bestimmung der Gleichgewichsbindungskapazitat gibt es prinzipiell zwei Méglichkeiten:

1. Bestimmung des Proteingehaltes im Uberstand (Photometrisch Messung oder Methode
nach Bradford [43])

2. Absaugen des Gels und Elution des gebundenen Proteins mit Kochsalz und
Bestimmung des Gehaltes photometrisch bei 280 nm, im Vergleich zu einer

Standardlésung, oder wie oben beschrieben nach der Methode von Bradford.
Wir hatten uns fir Methode zwei entschieden, da es 1. Nicht zu einer Veranderung der

Messwerte durch ausblutende Gelbestandteilekommt und 2. Das nichtgebundene Protein im

Porenraum des Gels bereits entfernt ist.
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Nach der Gleichgewichtseinstellung wurde das Gel entweder mit 20 mM TrisHCI Puffer pH 8
oder 20 mM Natriumdihydrogenphosphatpuffer pH 7 auf einer keramischen Fritte gewasben
und das Protein mit dem Grundpuffer unter Zugabe von 1 M Kochsalz desorbiert.

Die Bindungskapazitdt [mg/ml] bezlglich des feuchten Gels wurde nach folgender

Beziehung ermittelt:

Q _ CEI 'VEI
max 3 . mGe|

Ceu Konzentration des desorbierten Proteins [mgml]
Vg Elutionsvolumen [ml]
mee Einwaage des getrockneten Gels

3 Quellfaktor des getrockneten Fractogels

2. Die Bestimmung von Konzentrations-Zeit-Kurven

Die Untersuchung der Batch-Bindungskazitat erfolgte diskontinuierlich nach einer Methode
von Tsou und Graham [31]. Die Tragermaterialien wurden in einer Proteinlésung
entsprechender Konzentration auf einer Tischschittelmaschine geschwenkt (Umdrehung ca.
60 U/min um Aufschdumen zu vermeiden). Als Pufferlésung wurde 20 mM Tris HCI pH 8
verwendet. Typische Volumenverhéltnisse von Gel zu Lésung waren 2,5 ml auf 500 ml, die
Entnahme von 1 ml Volumenaliquoten fur die Aufnahme der Konzentrations-Zeit Kurven
fUhrte somit zu keiner Verfalschung der Konzentrationsverhéltnisse. In Abhangigkeit von der
Zeit wurden Proben vom Uberstand gezogen welche photometrisch gegen eine BSA
Standardlésung bei 280 nm gemessen wurden. Bei den Gelen wurde der Konzentrations
Zeit Verlauf fur folgende Ausgangskonzentrationen untersucht: G = 0,25 mg/ml, C, = 0,5
mg/ml, Co = 1 mg/ml, Co = 2 mg/ml. Die Gleichgewichtsbindungskapazitaten Q..x der in
Tabelle 8.1 angefuhrten Gele wurde als Grenzwert der (t>x) fur Co = 2 mg/ml ermittelt. Die
Zeit bis zur Geichgewichtseinstellung wurde auf 3 Stunden festgelegt. Dieser Wert war
ausreichend, da bei allen Fractoge@-lonenaustauschern nach ca. 15 min 99 % von Qnax

erreicht waren.
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3. Die Aufnahme von Durchbruchkurven

Fir die Aufnahme einer Durchbruchkurve wurde das jeweilige Gel in eine 50— 16 mm

Superformance Glassdule gepackt (Volumen @. 5ml) und kontinuierlich mit einer
Proteinldsung mit einem linearen FluR von 2 cm/min beladen. Die Konzentration der
Proteinldsung betrug 2 mg/ml. Die Proteinldsungen wurden bis zur vollstdndigen Sattigung
C/Cp > 99 % Uber den Adsorber gepumpt. Als Durcthbruchwert wurde C/Cy = 0,1 betrachtet.

Zur Bestatigung der ermittelten Wertes wurde das gebundene Protein desorbiert.

Dazu wurde mit Grundpuffer nachgewaschen und das gebundene Protein mit einer
Kochsalzlésung eluiert und photometrisch der Proteingehalt be einer Wellenlange von 280

nm bestimmt.

Fur die Untersuchungen wurden fir die Beladung (A), das Nachwaschen (B) und die Elution

des gebundenen Proteins (C) die folgenden wéssrigen Salzlésungen verwendet.

Anionenaustauscher :

Lésung A : 20 mM TrisHCI Puffer pH 8 + Rinderserumalbumin 2 mg/ml
Lésung B : 20 mM TrisHCI Puffer pH 8
Lésung C : 20 mM TrisHCI Puffer pH 8 und 1 M Kochsalz

Kationenaustauscher :

Lésung A : 20 mM Natriumdihydrogenphosphatpuffer pH 7 + Lysozym
2 mg/mi
Lésung B : 20 mM Natriumdihydrogenphosphatpuffer pH 7
Lésung C : 20 mM Natriumdihydrogenphosphatpuffer pH 7 und 1 M Kochsalz

Folgender Ablauf der Beladung und Elution bei der Bestimmung von Bindungskapazitaten
und der Aufnahme von Durchbruchkurven wurde bei allen Experimenten mit

lonenaustauschergelen eingehalten:

1. Aqulibrieren mit 10 Bettvolumina Puffer A

2. Beladung mit der Proteinlésung

3. Nachwaschen mit 10 Bettvolumina von Puffer B

4. Desorption des Proteins mit Puffer C und photometrische Bestimmung bei 280 nm.

5. Reinigen des Gels oder des Moduls mit 1 M Natronlauge (10 Bettvolumina)
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Die Kapazitdt von lonenaustauschern wird,wie in Kapaitel 4 gezeigt, wesentlich vom
Porenvolumen bestimmt. Es wurde deshalb das zugéngliche Porenvolumen der
polymermodifizierten lonenaustauscher bestimmt und mit den lonenaustauschern verglichen,

welche nach konventionellen Verfahren hergestellt wurden.

4. Bestimmung des Porenvolumens mittels Gelfiltration

Es wurden Gelfiltrationstrennungen in einer Losung aus 350 mM Kochsalz und 20 mM
Phosphatpuffer pH 7 mit den Probensubstanzen : Dextranblau (Molmasse 210° Da),
Rinderserumalbumin (Molmasse 6,610 Da), Lysozym aus dem Hihnerei (MW 1,410* Da)
und Aceton durchgefiuhrt (350 mM Kochsalz wurden zur Verhinderung der ionischen

Adsorption von Rinderserumalbumin zugegeben).

Bedingungen:

Séule: 300-10 mm Superformanceséaule (Volumen etwa 22 ml)
Probe: 0,1 ml Probenvolumen (Konzentration ca. 1 mg/ml)
Fluss: 1 ml/min

Detektion: UV bei 280 nm

Anlage: Merck-Hitachi (Inertversion)
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10 Symbole, Abkirzungen, Griechische Symbole

Symbole

a spezifische Oberflache (fir kugelférmige Partikel 3/R)

an Gleichgewichtsaktivitdt des Analyten [mgl/l]

anL Gleichgewichtsaktivitat eines Analyten-Liganden Komplexes [mgl/l]

Ael elektrostatische Persistenzlange [m]

a. Gleichgewichtskonzentration des Liganden [mg/ml]

A experimentell bestimmte spezifische Oberflache [nf/g]

Assa Flache eines BSA Molekiils [nf]

Asorb gemessenen spezifische Oberfliche eines Sorbens [nf]

A, Avogadrokonstante [mol’]

b mittlerer Ladungsabstand auf einer Polyelektrolykette

BG Beschichtungsgrad [%]

CLigand spezifische Konzentration von Liganden [mg/ml]

Cr dimensionslose Hilfsvariable in derKoczeny-Karmann Gleichung (Siehe
Abschnitt 2.3)

C Gleichgewichtskonzentration in L6sung [mg/I]

Ci Konzentration der Komponente i [mol/l]

Co Anfangskonzentration [mgl/I]

desa hydrodynamischer Durchmesser eines BSA Molekuls [nm]

de mittlerer Durchmesser der Poren [nm]

D molekularer Diffusionskoeffizient in Lésung [nf/s]

Dax axialer Dispersionskoeffizient [n/s]

Do Oberflachendiffusionskoeffizient [nf/s]

De effektiver Porendiffusionskoeffizient [nf/s]

= dimensionsloser Effektivitatsindex

AGn molare freie Enthalpie
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Ji

Ks

K

ki, ke, ki

ks

Ka
Ko
Ke

Kmax

I—cont

Lw
I—Pore

Am

MgGel
Myred
Ma

I\/IBSA

M

Mp
Mw

N;

Hilfsvariable, Def.Glg.6.23

Flussdichte der Komponente i pro Einheitsfléche [mol/nfs]
Boltzmannnkonstante [Ws]

Transportkoeffizient des Filmwiderstandes[cm/s]
Geschwindigkeitskonstanten der Polymerisationsreakton
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante einer bimolekularen Reaktion [I/mois]
Nernst'scher Verteilungskoeffizient F]

Assoziationskonstante [I/mol]

Dissoziationskonstante [mol/l]

Verteilungskoeffizient von Substanzen bei der Gelfiltraton [-]
maximaler linearer Anstieg der Konzentrationsabh&ngigkeit von
Transportkoeffizienten (siehe Glg.6.28)

Séulenldnge [cm]

Konturldnge einer Polymerkette: das Produkt aus Monomereinheitsldnge und
Anzahl der Monomere [nm]

wahre Lange eines ungestérten Polymerknaules

mittlere Lange einer Zylinderpore [um]

Massenzunahme eines Tragermaterials nach einer Polymerisation [g]
Masse eines getrockneten lonenaustauschergels [g]

dimensionslose Massenzunahme

Masse eines wasserfreien unmodifizierten Fractogef [g]
Molekulargewicht von BSA [g/mol]

Gesamtmasse des eingesetzten Monomers in einer Polymerisationsreaktion

[9]

Zahlenmittel eines PolymersE]

Masse des wasserfreien Reaktionsproduktes (beschiditetes Gel) [g]
Molmassenmittel eines Polymers [g/mol]

Stoffmenge der Molekule der Komponente i [mol]

Anzahl der Ubertragungseinheiten
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Ng Anzahl der theoretischen Bdoden

Ne Ubertragungseinheit der Filmdiffusion

No Ubertragungseinheit der Oberflachendiffusion

Np Ubertragungseinheit fir die Porendiffusion

Nr Ubertragungseinheit der Reaktion

Nz Anzahl der Zylinderporen

Ap Druck&nderung [bar]

Pn transzendente Wurzeln von Gleichung 8.20

Pe Pecletzahl

Pe(en kritische Pecletzahl (Glg.7.1)

PE Pfropfeffizienz [%]

P Polymerisationsgrad von Komponente i

J20 hypothetische maximale Bindungskapazitat [g/ml] eines Proteins auf einer
Geloberflache in Monolayeranordnung

J3p hypothetische maximale Bindungskapazitat [g/ml] eines Proteins im
Porenraum eines Gels (dichteste Kugelpackung)

Q molare Konzentration im Gleichgewicht in der Festphase [mg/ml]

Qo dynamische Bindungskapazitat [mg/ml]

Qe Grenzbindungskapazitat [mg/mi]

Qmax maximale statische Bindungskapazitat [mg/ml]

Qv Volumetrische Flussrate [cm*/ml]

r Radiuskoordinate im Polarkoordinatensystem [m]

R universelle Gaskonstante [Ws/molgrd]

Raugen Radius einer Zylinderpore vor der Beschichtung [nm]

Rinnen Radius einer Zylinderpore nach der Beschichtung [nm]

Rp Partikelradius [um]

Rred dimensionsloser Radius einer Zylinderpore []

S Stabilitat einer polymeren Beschichtung [%]

te mittlere Aufenthaltszeit einer Substanz in einer Salle [s]
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tD#

Us

Vo

Ve

VEeos

Ve

Ve

VR

Ve
Vzyiinderpore
Vz

AV

AX

Zc
Zgsa

Z;

mittlere Diffusionszeit einer Substanz [s],

absolute Temperatur [K]

Zeit [s]

dimensionsloser Durchsatz (Definition Glg.: 2.6)

linearer Fluld [m/s]

Retentionsvolumen von Dextranblau

Retentionsvolumen eines Proteins [ml]

Elutionsvolumen des gebundenen Proteins [ml]

Elutionsvolumen in halber Peakhéhe [ml]

Flissigphasenvolumen [ml]

Gelvolumen [ml]

Elutionsvolumen von Aceton [ml]

Porenvolumen [ml]

Volumen einer Zylinderpore [ml]

Zwischenkornvolumen [ml]

VergréRerung des Porenvolumens [cnT]

Zunahme des Partikelradius [um] nacheiner Pfropfpolymerisation
Monomerumsatz [mol/I]

Ortskoordinate im kartesischen Koordinatensystem
Koordinationszahl der ndchsten Nachbarn im FloryHuggins- Gittermodell
Anzahl der BSA Molekile in einer Zylinderpore in einer dichtesten

Kugelpackung
Anzahl der elektrischen Einheitsladungen
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Abklrzungen

BSA
DEA
DEAE
EMD
M.
IMAC
T-Gel
Tris

TSK

Rinderserumalbumin

Diethylamino-

Diethylaminioethy}

Emanuel Merck Darmstadt

Polymerradikal

Immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie
Gel fur die thiophile Adsorption
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Toyo Soda Kogiyu bedeutet: Produziert von der Firma Toyo Soda

Griechische Symbole

™

&ij

Oi

Gesamtporositat einer chromatographischen Saulef]
Leistungsaufnahme pro Einheitsmasse [cnf/s’]
Wechselwirkungsenergie eines ij Paares [Ws]
Hilfsvariable, Def. Glg.6.17

Ubertragungskoeffizient

Debey-Hiickel Parameter [m?] (Siehe Abschnitt 5.1)
Hilfsvariable, Def.Glg. 6.24

Hilfsvariable Def. Glg. 6.20

chemisches Potential der i. Komponente bezogen auf den Standardzustand
kinematische Vikositat [cnmf/s]

Dichte einer Polymerbeschichtung [g/cnT)
dimensionsloser Kanalfaktor

Volumenbruch der Komponente i
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Oi elektrisches Potential der Komponente i [Volt/m]

Xij

11 Ubersicht der verwendeten Trigermaterialien

Flory-Wechselwirkungsparameter

Fur die experimentelle Charakterisierung von polymerbeschichteten Trégermaterialien

wurde eine Auswahl von Forschungsmusten hergestellt. Die Eigenschaften dieser Gele

wurden mit kommerziell erhéltlichen Tragermaterialien verglichen. Alle synthetisierten oder

kauflich erworbenen Gele sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt:

Tabelle 14.1 : Ubersicht iiber die verwendeten Trégermaterialien

Tragermaterial

Beschichtungsmethode und

polymeranaloge Reaktionen

Experimentelle Charakterisierung

Fractogel® EMD DEA (M)”,
Forschungsmuster,

Anionenaustauscher

verschiedene Pfropfgrade von
Polyglycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Diethylamin

Untersuchung der
Massentransfereigenschaften in Kapitel
6.3 (Siehe Tabelle 6.1)

Fractogel® EMD TMA (M),
Forschungsmuster,

Anionenaustauscher

Pfropfpolymerisation mit
Glycidylmethacrylat und nachfol -

gende Reaktion mit Trimethyl amin

Vergleichsmuster, Bindungskapazitét in
Tabelle 4.1 und 4.2.

Fractogel® EMD Sulfo (M),
Forschungsmuster,

Kationenaustauscher

Pfropfpolymerisation mit
Glycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Hydrogensulfit

Vergleichsmuster, Bindungskapazitét in
Tabelle 4.3

Fractogel® EMD DEAE (M),
kommerziell erhéltliches Gel der
Fa. Merck KGaA,

hergestellt durch
Pfropfpolymerisation von
Acrylamido N,N —

Diethylaminoethylendiamin

Untersuchung der
Massentransfereigenschaften in Kapitel
6.3 (Siehe Tabelle 6.1)

Toyopearl® TSK DEAE(M),
kommerziell erhéltliches Gel
von der Fa. TOSOH Biosep
GmbH

nichtpolymerer Anionenaustauscher

Untersuchung der
Massentransfereigenschaften in Kapitel
6.3 (Siehe Tabelle 6.1)

Fractogel® EMD Chelat (M),
kommerziell erhaltliches Gel der
Fa. Merck KGaA,

Pfropfpolymerisation mit
Glycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Iminodiessigséure

Siehe Kapitel 4.3.4,

Metallchelataffinitdtschromatographie
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Fractogel ®-IDA (M),

Forschungsmuster

Reaktion von Fractogel ® mit
Epichlorhydrin und nachfolgende

Reaktion mit Iminodiessigsaure

Charakterisierung der

Spacereigenschaften (Siehe Kapitel 4.4)

Fractogel® Spacer IDA (M)

Forschungsmuster

Reaktion von Fractogel mit 1,4
Butandioldiglycidether und
nachfolgende Reaktion mit

Iminodiessigséure

Charakterisierung der

Spacereigenschaften (Siehe Kapitel 4.4)

Fractogel ®-DEA (M),

Forschungsmuster

Reaktion von Fractogel ® mit
Epichlorhydrin und nachfolgende

Reaktion mit Diethylamin

Charakterisisierung der

Spacereigenschaften (Siehe Kapitel 4.4)

Fractogel® Spacer DEA (M)

Forschungsmuster

Reaktion von Fractogel mit 1,4
Butandioldiglycidether und
nachfolgende Reaktion mit

Diethylamin

Charaktersisierung der

Spacereigenschaften (Siehe Kapitel 4.4)

Fractogel® EMD TA
kommerziell erhaltliches Gel der
Fa. Merck KGaA,

Pfropfpolymerisation mit
Glycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktionen mit
Hydrogensulfid, Divinylsulfon und

Mercaptoethanol

Siehe Kapitel 4.3.5, Thiophile Adsorption

Fractogel® EMD Amino (M)
kommerziell erhaltliches Gel der
Fa. Merck KGaA,

Pfropfpolymerisation mit
Glycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Ammoniak

Ligandendichte in Tabelle 4.1

Polyamid 6 Hohlfasermembran
DEA,

2
Forschungsmuster

Blockpolymerisation mit
Polyglycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Diethylamin

Bindungskapazitat und Ligandendichte in
Tabelle 4.1 und 4.2

Polyamid 6 Hohlfasermembran
TMA,

Forschungsmuster

Blockpolymerisation mit
Polyglycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Trimethylamin

Bindungskapazitdt und Ligandendichte in
Tabelle 4.1 und 4.2

Polyamid 6 Hohlfasermembran
Sulfo,

Forschungsmuster

Blockpolymerisation mit
Polyglycidylmethacrylat und
nachfolgende Reaktion mit

Hydrogensulfit

Bindungskapazitat in Tabelle 4.3

DEA lonenaustauscher auf ver -
schiedenen Basismaterialien :
Accurell, Polystyrolgel von
Polymer Labs, Bioran,
Cellulose, Sepharose 2B,

Eupergit, Kieselgel Monospher

Pfropfpolymeristion mit
Glycidylmethacrylatund
nachfolgende Reaktion mit

Diethylamin

Charakterisierung der Wechselwirkung :
Pfropfsubstrat und Polymerkette (Tabelle
5.1und 5.2)

" PartikelgroRe 40 — 90 um

% Daten der Hohlfasermembranen im Anhang A2
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12 Physikalisch-Chemische Eigenschaften des Basismaterials Fractogel® HW
650 (M)

Da Fractogel HW 650 (M) sehr haufig in der Arbeit als Basimaterial verwendet wird, sid die

wesentlichen Eigenschaften in der folgenden Tabelle aufgefihrt :

Tabelle A1: Wesentliche Parameter von Fractogel® HW 650 (M), Merck KGaA

Name Fractogel® HW 650 (M), Merck KGaA
Toyopearl® HW 650 (M), TOSOH GmbH

PartikelgroRe’ 40-90 pm

Porositat’ 80 %

mittlere PorengroRe® 65 nm

! bestimmt mit Coulter Counter Methode
2 mit Gelfiltration

3 mit Gelfiltration und Quecksilberintrusion

Ein Elektronenmikroskopisches Bild der Fracbgelpartikel zeigt Abbildung 10
Die Aufnahme zeigt die gleichmafRige Form der Partikel. Die Partikel haben eine bidisperse
Porenstruktur. Das bedeutet, groRere Gelpartikel sind aus wesentlich kleineren Mikropartikel

aufgebaut.
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Abb. A1

Membranmaterial

Konfiguration

Faser Dimensionen :
Innendurchmesser [um]
Aussendurchmesser [um]
Wanddicke [um]

effektive Gehauseldnge [cm]
Gehausevolumen [ml]
Porositat der Faser [%]
Membranvolumen [ml]
Membranflache innen [cnT]
Membranflache aussen [cnf]

Porendurchmesser [umf
(Mittelwert)
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Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Fractogelpartikeln

13 Datenblatt eines Anionenaustauscher-Hohlfasermoduls

Polyamid 6 beschichtet mit Polyglycidyt
methacrylat (42 % Pfropfgrad) und
umgesetzt zum lonenaustauscher

72 einseitig eingebettete Hohlfasern,
haar-nadelférmige Anordnung

300
500

100

4,2
60
1,3
86

149

0,2



Ligandendichte von
DEA Gruppen [mMF 00,57

Séure-Base Titration mit 0,1 M HCI (Membranvolumen)

14 Ableitung des Verteilungskoeffizienten von Pfropfpolymeren zwischen
Trageroberflache und Losung ( modifizierte Flory-Huggins Beziehung Glg.
5.4)

Ausgangsbeziehung ist:

AG,

o7 =n,-Ind, +n, - INd, +N5 - INQ; +N, - @y - Ygz Ny Ds =Ygz + Ny Py s - %0s (1
dabei ist:

b :n1+P2-:12+P3-n3 @
b, = 2 3)

- )
n,+P,-n,+P;-n,
Es gilt:
[Aij
a 0
RT _ (Ms - Ma) _ Aply (5)
on, RT RT
Ableitung von (1) nach ns ergibt:
[Aij
ART) _ny Sy 2,15 06 0 O B O (g
on, o, on, ¢, on, ¢, On, on, on, on,
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die Ableitungen der Volumenbriiche nach ny sind :

%:_ Pa'n1 :_P3'¢12 (7)
2

on,  (n,+n,-P,+n,-P,) n,

%:_ Pa'Pz'nz =_P3'¢§ (8)

on,  (n,+n,-P,+n,-P,Y  P,-n,

%:Pa'(n1+n2'P2+n3'P3)_P32'n3:%_d)_g 9)

8n3 (n1 +N, 'Pz +N, 'PS)Z Ny Ny

Einsetzen von (7), (8) und (9) in (6) ergibt nach einigen Umformungen und unter
Vernachlassigung der Terme die ¢ enthalten Gleichung 5.3.

Der Verteilungskoeffizient kann durch Geichsetzen der der chemischen Potentiale vonps in

der Gelphase sowie in L&sung. Der Volumenbruch des Basispolymers in der mobilen Phase
ist ¢, =0.

Man erhalt folgende Beziehung:

1+|n¢39 +P, '[_4)19 _%_XH '(¢1g '¢29 _(P1g)+X13 '¢29j =1+In¢, +P, '(_¢1| + ¢y 'X13)

mit ¢,, =1-¢,, und ¢, =1 erhalt man Gleichung 5.4.

192



