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ZUSAMMENFASSUNG

Die Verwendung von Enzymen fir industrielle Biotransformationen ist ein stark wachsendes
Segment biotechnologischer Anwendungen. Auf Grund hoher Enzympreise kann eine Wie-
derverwendung durch die Immobilisierung der Enzyme auf partikuldre Tragersysteme wirt-
schaftlich interessant sein und findet bereits Einsatz in groBtechnischen Prozessen der Le-
bensmittel-, chemischen und pharmazeutischen Industrie. Als interessantes Tragersystem
bieten magnetische Partikel den Vorteil der einfachen Separation der immobilisierten Enzy-
me aus dem Reaktionsraum durch das Anlegen eines externen magnetischen Felds und
erlauben so eine schonende Separation des Enzyms vom Zwischen- oder Endprodukt nach
biokatalytischen Reaktionsschritten. Obwohl derartige Systeme und passende Immobilisie-
rungsmethoden seit Jahrzehnten beschrieben werden, findet sich noch kein industrieller Pro-
zess, in welchem Magnetpartikel als Biokatalysetrager zum Einsatz kommen. In der vorlie-
genden Arbeit sollte daher ein derartiger Einsatz in einem halbtechnischen Beispielprozess

demonstriert werden.

Dafir wurden kommerziell verfiigbare magnetische Polyvinylalkohol Partikel hinsichtlich Par-
tikeldurchmesser, Partikelform, PartikelgréBenverteilung und Magnetisierbarkeit charakteri-
siert. Weiterhin wurden mit den Partikeln Extraktionsstudien durchgefiihrt, um zu untersu-
chen, ob sich die zur Partikelsynthese eingesetzten Substanzen unter Prozessbedingungen
aus den Partikeln extrahieren lassen. Die Immobilisierung sollte kovalent durchgefiihrt wer-
den, um ein Auswaschen des immobilisierten Modellenzyms im Beispielprozess zu verhin-
dern. Als Modellenzym diente a-Chymotrypsin, als zusatzliches Modellbiomolekdil, im Hin-
blick auf eine technisch einsetzbare Plattform, wurde Tyrosin-Tripeptid immobilisiert. Die
kovalente Immobilisierung wurde in zwei Schritten, erstens Aktivierung der Partikel mit
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und zweitens Kopplung des Biomole-
kils an die aktivierten Partikel, durchgefihrt und mittels statistischer Versuchsplanung opti-
miert. Es zeigte sich, dass der Aktivierungsschritt fr beide Biomolekule gleich durchgefihrt
werden kann. Durch den Einsatz der statistischen Versuchsplanung konnten stabile und ro-
buste Immobilisierungsprotokolle erarbeitet werden. Das Protokoll fur a-Chymotrypsin er-
moglichte eine vollstandige Immobilisierung bis zu einer eingesetzten Enzymkonzentration
von 35 mg pro g Partikel mit einer Aktivitdtsausbeute von 30 %. Fir das, katalytisch nicht
aktive, Tyrosin-Tripeptid konnten mittels des optimierten Protokolls im gesamten untersuch-
ten Einsatzkonzentrationsbereich bis 107 mg/g Beladungsausbeuten gréBer 91 % erreicht

werden.



Um eine verbesserte Prozessiberwachung der Immobilisate zu ermdglichen, wurde weiter-
hin eine Methode zur direkten Quantifizierung der Biomolekllbeladung auf den Partikeln
entwickelt. Diese Methode basiert auf der Fourier Transformierten Infrarot Spektroskopie im
Modus der Abgeschwéachten Totalreflexion und einer darauf aufbauenden multivariaten Ka-
libration. Damit kann der zuvor nur aufwendig zu bestimmende Prozessparameter Enzymbe-
ladung schnell und einfach mittels einer kleinen, direkt aus dem Biotransformationsprozess

entnommenen, Partikelprobe analysiert werden.

Als Beispielprozess flr Biotransformationen unter Einsatz magnetischer Partikel mit immobi-
lisiertem Enzym sollte der rezyklierte Verdau des Proteins Hadmoglobin durch immobilisiertes
a-Chymotrypsin erfolgen. Dieser Beispielprozess wurde zunachst im Labormafstab in flnf
Rezyklierungen durchgefihrt und ein Aktivitatsassay entwickelt, der auf der Entfarbung der,
zu Beginn rétlich-braunen, Hamoglobin-Prozesslésung basiert. Weiterhin wurde der Labor-
mafBstab zur Verifizierung der FTIR ATR Methode verwendet. Mit den Ergebnissen des La-
bormafBstabs wurde am Ende der Arbeit dieser Hamoglobin-Verdau mittels immobilisiertem
a-Chymotrypsin auf einen halbtechnischen MaBstab hoch skaliert. Dafir wurden 52 g Parti-
kel mit einer Enzymbeladung von 48 mg/g in einer 1 g/l Himoglobin-Prozessldsung zwanzig
Mal Uber jeweils 23 h rezykliert. Hierbei konnte mittels FTIR ATR gezeigt werden, dass die
Immobilisate kein Enzym in die Prozesslésung desorbierten, die Enzymbeladung also kon-
stant blieb. Die Hdmoglobin-Verdauaktivitat war Uber die zwanzig Zyklen zwar mit Schwan-
kungen behaftet, nahm aber insgesamt nicht signifikant ab. Mit einer bei 4 °C gelagerten
Ruckstellprobe konnte ferner die Lagerstabilitdt der Immobilisate Uber 27 Tage gezeigt wer-
den.



ABSTRACT

The usage of enzymes in industrial biotransformation processes is an emerging segment of
biotechnological applications. Due to the high enzyme costs, recycling by the immobilization
of the enzymes on particle-based carrier systems is economically interesting and already
practiced on the industrial scale by food, chemical, and pharmaceutical industries. Magnetic
particles are an interesting carrier system due to their easy separation from the reaction me-
dium by the application of an external magnetic field. This allows for a gentle separation of
the enzyme from the intermediate or final product resulting from the biocatalytic reaction.
Although described for centuries now, those magnetic particle systems and suitable immobi-
lization methods are not yet used on the industrial process scale. Therefore, it was the objec-
tive of this work to demonstrate such a usage in a semi-technical process.

Commercially available magnetic polyvinylalcohol particles were characterized for particle
diameter, form, size distribution, and magnetic properties. Extraction studies were conducted
to analyze whether substances used in the particle synthesis can be extracted from the parti-
cles under process conditions. For immobilization, a covalent immobilization method was
used to circumvent desorption of the model enzymes in the exemplary process.
a-Chymotrypsin and Tyrosine tripeptide were chosen as model biomolecules to demonstrate
platform technology. The covalent immobilization was carried out in two distinctive steps:
Firstly, activation of the particles by 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC)
and secondly, coupling of the biomolecule to the activated particles. This procedure was op-
timized by design of experiments approaches. One result obtained was that the activation
step is the same for both biomolecules. With the help of the design of experiments ap-
proaches, stable and robust immobilization protocols were achieved. The protocol for a-
Chymotrypsin led to complete immobilization of the applied enzyme up to a concentration of
35 mg per g particles and an activity yield of 30 %. For the non-catalytically active Tyrosine
tripeptide, the optimized protocol yielded loadings bigger than 91 % in the whole concentra-
tion range of up to 107 mg/g.

For a better process control of the immobilizates, a direct quantification method for the im-
mobilized biomolecule based on Fourier Transform Infrared Spectroscopy was developed.
The method utilizes the Attenuated Total Reflection mode and a multivariate calibration
model. With this method, it is possible to determine the formerly hard to analyze process pa-
rameter of enzyme loading in a fast and easy way, with a small particle sample being taken
directly from the biotransformation process broth.



The exemplary process for a biotransformation reaction using magnetic particles with immo-
bilized enzyme was the recycled digestion of the protein hemoglobin by immobilized
a-Chymotrypsin. The process was initially accomplished on the laboratory scale in five cycles
and an activity assay based on the decolorization of the ginger hemoglobin process solution
was developed. Furthermore, the laboratory scale was used to verify the FTIR ATR method.
With these results, hemoglobin digestion by immobilized a-Chymotrypsin was scaled up to a
semi-technical scale at the end of this work. 52 g particles with an enzyme loading of
48 mg/g were used in a 1 g/l hemoglobin solution over 20 cycles with 23 h reaction time for
each cycle. By the use of the FTIR ATR method, it was shown that the immobilizates did not
release enzyme into the process solution and the loading therefore remained constant. The
hemoglobin digestion activity did not decrease significantly over the 20 cycles. With a re-
tained sample stored at 4 °C, storage stability of the immobilizates over 27 days was demon-
strated.



INHALT

1 EINLEITUNG ......cooiiiiemmmnnrriinisssssnns s sssssmsn s s s e ssmmss s s s s sns s smmmnn s s s s nnnssssnnnnnns 13
2 STAND DER TECHNIK .........coiiiiiemmmnnnrinnssssssssnn s sssssssss s s s sssssssssssssnsss s snsssssssnnnnns 15
2.1 Enzymimmobilisierung fiir die industrielle Biokatalyse ........cccccceccmriiicmnnniscnnnnsmnnnsieenns 15
2.1.1  Industrieller EInsatz VON ENZYMEN......cooiiiiiiiiiiiie e 15
2.1.2  EnzymimmobiliSIEIUNG .......oeiiiiieee e 16
2.1.3 Unpordse, magnetische Partikel zur Enzymimmobilisierung...........cccccooviiiininiinien e 18
2.1.4 Einsatz magnetischer Polyvinylalkohol Partikel..........cccocoeiiiiiiiiini e 19
2.2  Statistische Versuchsplanung zur Optimierung.......cccucocercerinimminssssssssnses s sses e 22
2.3  FTIR ATR zur quantitativen ProteinbesStimmung .......c.ccccmmiiremmmnismnnnss s nssseees 24
3  MATERIAL UND METHODEN........ccctttiiiiimisssmsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 27
3.1 Verwendete GErate.......ooomimiiscsiiiiniis s s s sas s s sas s s mn s m s s n e am s s mn e 27
3.2 Verwendete Chemikalien ... s s s s s s 28
3.3 Verwendete PartiKel .........ccccerimminimiisms s s s s sss s s e ssss s ms snans 28
3.4  PartikelcharakteriSierung ......cccuecerureriissmnssmnnss s s sss s s s s ms s 28
3.5 Verwendetes Enzym und Peptid.......cc.cccomiiiiimminiismnisnims s sess e 29
3.6  Verwendete Protein- und ENZYMAasSSaYS .......ccccrrirmmriissmmrisssmmsnismsssssssmsssssssmsssssssmsssssssnsns 29
3.6.1  Gesamtproteinbestimmung mittels BCA-ASSAY......ccoiueiiiiiiiiiiiiee e 29
3.6.2 Bestimmung der Tyrosin-Tripeptid-Konzentration mittels UV 280............cccceeviieiiiniienennen 30
3.6.3 Bestimmung der Enzymaktivitat mittels SUC-AAPF-PNA .........oooiiiie e 30
3.7 Immobilisierung auf magnetische Partikel .........ccoociriiimminiicsnnncer e 32
3.7.1  Immobilisierung Mittels EDC........ccooiiiiiiiiee e 32
3.7.2 Vorbereitung und allgemeines Protokoll zur Partikelimmobilisierung.........c.ccoccceeevenenne 32
R TR < N 5 £ =1 T =T (o = o 34
3.9 Protokolloptimierung mittels statistischer Versuchsplanung..........cccoccniiiicmnniiicnnnncacnnn 36
3.9.1  Optimierung der kovalenten ImmOobIliSIErUNG .........ccooueiiiiiiiiiee e 36
3.9.2 Screening der Aktivierungsbedingungen mit EDC........ccocoiiiiiiiiiiiiien e 39
3.9.3 Optimierung der Aktivierungsbedingungen mit EDC ..o 40
3.9.4 Erweiterung des Onion-Designs um héhere EDC-Konzentrationen............cccoooeeeieeennenne 41
3.9.5 Optimierung der Kopplungsbedingungen von a-Chymotrypsin..........ccocoeeiiiieinieennieee 41
3.9.6  Optimierung der Kopplungsbedingungen von Tyrosin-Tripeptid ........c.ccococveiiieniiniieneeee 42
3.10 Bestimmung der Enzym-/Peptidbeladung der Partikel mittels FTIR ATR.................... 43
3.10.1 Calcium-Entfernung von den ImmobiliSaten.........c.coooviiiiiiii e 43
3.10.2 Vorbereitende Waschungen und Trocknung zur FTIR ATR Messung........ccccceevueeeenee. 43
3.10.3 Durchfiihrung FTIR ATR MESSUNGEN ...ccouueiiiiiiiiee ettt 44
3.10.4 Erstellung multivariater Kalibrationsmodelle ..., 44
3.11 Beladungskurven adsorptiver und kovalenter Immobilisierungen ...........ccveceriseernnaen 46
3.11.1 Adsorptive Immobilisierung von a-Chymotrypsin ..........ceeeiiiiiiiiiiieeeee e 46
3.11.2 Kovalente Immobilisierung von a-Chymotrypsin .......c.coooeiiieiiiiec e 47
3.11.3 Kovalente Immobilisierung von Tyrosin-Trpeptid ..., 48
3.12 Rezyklierung von a-Chymotrypsin-Immobilisaten im LabormaBstab..............c........... 49
3.12.1 Rezyklierung adsorptiver a-Chymotrypsin-Immobilisate ..........c.cco i, 49
3.12.2 Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-Immobilisate ...........ccccoviiiiiiiiiiiiee, 50

3.13 Methodenentwicklung Aktivitidtsassay Himoglobin-Verdau ..........cccccociiiicnnicenncinnnnns 50



3.14 Scale-up der Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-immobilisate............ccceeeeenee 52

3.14.1 DUIChlUSS-SEPAIALON ... et s e e 53
3.14.2 Anlagenaufbau zum Scale-up VErsuCh ..o 54
3.14.3 Bestimmung der Pumpenkennlinie und des Anlagen-Totvolumens...........cccccceeiinnnee 55
3.14.4 Durchfihrung der ImmOobiliSIEIUNG .......coiiiiiiiieee e 55
3.14.5 Durchfihrung des HEAMOQIODIN-VErdaus ...........cooiiiiiiiiiiiii e 58
3.14.6 Probenvorbereitung flr die ANAIYSE ......c.eeeiiiiiiie e 59
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION ......ccccmmmmiimmsnsnnmmnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 61
4.1  PartikelcharakteriSi€rung .......ccccciiieecmiiiiimninnr s e s s e 61
4.2  EXtraKtionSSTUAIEN ......ccvcceriieiiiirie i e s 63
4.3 Protokolloptimierung mittels statistische Versuchsplanung ...........cccocciiiiicmniniicnnnsicnnns 64
4.3.1 Screening der Aktivierungsbedingungen mit EDC...........ccocoiiiiiiiinineee e 64
4.3.2 Optimierung der Aktivierungsbedingungen mit EDC ..........ccooviiiiiiiie e 68
4.3.3 Erweiterung des Onion-Designs um hdhere EDC-Konzentrationen...........ccccocceeeeriieneenee 72
4.3.4 Fazit aus der Optimierung der Partikelaktivierung mittels EDC..........cccoocoeviiiiie e 75
4.3.5 Optimierung der Kopplungsbedingungen von a-Chymotrypsin ..........cccoecveeeeiiieeeerciene e 75
4.3.6 Optimierung der Kopplungsbedingungen von Tyrosin-Tripeptid ........ccccoceeieiiieniieeenieene 76
44 Bestimmung der Enzym-/Peptidbeladung der Partikel mittels FTIR ATR .........cccccvvuueenn. 77
4.41 Calcium-Entfernung von den ImmobiliSaten ...........cooeiiiiiiiiiiie e 79
4.4.2 Erstellung multivariater Kalibrationsmodelle ............ccoviiiiiiiiiii e 81
4.5 Beladungskurven adsorptiver und kovalenter Inmobilisierungen..........cccoccvviiicnriicnennn 82
451 Adsorptive Immobilisierung von a-Chymotrypsin........cccceceiiiiiiiee e 82
4.5.2 Kovalente Immobilisierung von a-Chymotrypsin.........coeoviieeeeiiieee e 84
4.5.3 Kovalente Immobilisierung von Tyrosin-Tripeptid.......cccocoeeeiiiiiii e 90
4.6 Rezyklierung von a-Chymotrypsin-immobilisaten im LabormaBstab .............cccccmnnncee. 91
4.6.1 Rezyklierung adsorptiver a-Chymotrypsin-Immobilisate...........ccccoveiiiiiiiiii e 91
4.6.2 Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-Immobilisate ...........cccceevieiiinii e 93
4.6.3 Fazit aus den RezyklIErUNGEN ......ccoouiiii e e e 96
4.7 Methodenentwicklung Aktivititsassay Hamoglobin-Verdau.........ccccouremnrnriscsnnsennsennas 96
4.8  Scale-up ErgebniSSe .......cccureriiimmnnsmmmisiisnnins s s s s s s s s s s 98
4.8.1 Pumpenkennlinie und Anlagen-TotvolumMEN ..........oociiiiiiiiiieiie e 98
4.8.2  ENzymimmODIlISIEIUNG ..ot 99
4.8.3 Zwanzigfacher HAmMoglobin-Verdau ... 100
4.8.4  FAZit dES SCAIB-UPS ... ueieuteeiiieeeitie ettt ettt et s e e rbe e e st e e bt e e s abe e e be e e sabeesabeesanteesabeeaneeaas 105
5  FAZIT UND AUSBLICK .......ccocrrnnnnnnsnnsnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssnnnnnns 107
6 LITERATURVERZEICHNIS.........nsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnssnnnnnns 109
A - 1 | 17 11 117
7.1  Daten zur Protokolloptimierung mittels statistischer Versuchsplanung ....................... 117
7.1.1  Screening der Aktivierungsbedingungen mit EDC.........cccoooiiiiiiiiieniiieee e 117
7.1.2  Optimierung der Aktivierungsbedingungen mit EDC ........c.coocoiiiiiiii e 118
7.1.3  Erweiterung des Onion-Designs um héhere EDC-Konzentrationen.........ccccocceeeeviienennee 119
7.1.4  Optimierung der Kopplungsbedingungen von a-Chymotrypsin ........ccceccceeiiiineiiieeeeee 120
7.1.5 Optimierung der Kopplungsbedingungen von Tyrosin-Tripeptids..........cccccevviveeeiiiieneenne 120

7.2 Akademischer Lebenslauf....... .. iiiiieiiirsmir s rssssssssss s s smss s sssssssssnssssssnnsssssnnnsnss 122



1. Einleitung 13

1 EINLEITUNG

In der Mehrzahl der industriellen Biotransformationen werden Enzyme in freier Form ver-
wendet, wodurch nur ein einmaliger Einsatz mdoglich ist. Durch hohe Enzymkosten ist in vie-
len Fallen jedoch eine Wiederverwendung wirtschaftlich interessant. Eine Méglichkeit zur
Wiederverwendung ist die Immobilisierung des Enzyms auf einem Trager. Dies wird bereits
bei einigen Produkten groBtechnisch angewendet und flihrt teilweise zu jahrlichen Produkti-
onsmengen bis in den Millionen-Tonnenmafstab (allen voran die Herstellung von Fructose-
Glucose-Sirup aus Maisstarke) [1]. Die Immobilisierung findet dabei auf porésen Partikeln
statt, die mechanisch, etwa Gber Filtration, abgetrennt werden. Fir den Einsatz in kleineren
Produktionsmengen hochpreisiger Chemikalien und pharmazeutischer Wirkstoffe wird durch
den Einsatz von unporésen, magnetischen Mikropartikeln zur Immobilisierung eine weitere
Separationsmethode ermdglicht. Durch das Anlegen eines externen magnetischen Feldes
kénnen die immobilisierten Enzyme sehr schnell aus dem Reaktionsmedium oder Produkt-
strom abgetrennt, gegebenenfalls gewaschen und erneut eingesetzt werden. Obwohl viele
Immobilisierungsmethoden auf magnetischen Tragern und deren mégliche Anwendungsge-
biete in der Literatur beschrieben und im LabormafB3stab bereits in vielféltigen Anwendungen
etabliert sind, gibt es bisher noch keinen technischen Prozess, der mit auf magnetischen

Partikeln immobilisierten Enzymen umgesetzt ist.

Ziel der Arbeit war daher die Untersuchung des Einsatzes magnetischer Mikropartikel zur
kovalenten Enzymimmobilisierung und die Anwendung der daraus resultierenden Immobi-
lisate in einem halbtechnischen Beispielprozess. Im Rahmen des Projekts ,Integrierte Bioln-
dustrie 2021, Potential der Magnetbead-Technologie in der industriellen Biokatalyse®, in dem
diese Arbeit durchgefiihrt wurde, wurden carboxylierte Magnetpartikel vom Projektpartner
PerkinElmer chemagen zur Verfligung gestellt. Die kovalente Immobilisierung sollte mittels
statistischer Versuchsplanung optimiert und zur direkten Quantifizierung der Partikelbela-
dung eine FTIR ATR basierete Methode entwickelt werden. Da auf Grund der geplanten
GroéBe des Beispielprozesses sowohl das verwendete Enzym, als auch das verwendete
Substrat einen nicht unerheblichen Kostenfaktor darstellten, wurden das relative billige und
einfach zu beschaffende Enzym a-Chymotrypsin und fir den halbtechnischen Einsatz das
Substrat Hamoglobin eingesetzt. Weiterhin wurde im LabormafBstab ein Tyrosin-Tripeptid
immobilisiert, um so den Einsatz von Tragersystem und Immobilisierungsmethode als Platt-

formanwendung zu demonstrieren.
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2 STAND DER TECHNIK

2.1 Enzymimmobilisierung flr die industrielle Biokatalyse

2.1.1 Industrieller Einsatz von Enzymen

Als Biokatalyse wird der Einsatz katalytisch aktiver Proteine, den Enzymen, in chemischen
Reaktionen bezeichnet. Urspriinglich katalysieren Enzyme Reaktionen, die zum Uberleben
und Vermehren des Herkunftsorganismus notwendig sind, sie kébnnen jedoch auch in isolier-
ter Form auBerhalb lebender Zellen, z.B. in technischen Prozessen, eingesetzt werden [2].
Die biokatalysierte Umsetzung eines Ausgangsstoffs zu einem Produkt in einem oder zwei
Schritten wird als Biotransformation bezeichnet und unterscheidet sich von der Fermentation,
bei der deutlich mehr katalytische Schritte zwischen Substrat und Produkt liegen [3]. Die De-
finition ist nicht auf freie Enzyme beschrankt, auch Zellen, die zu einer spezifischen Umset-
zung nur wenige Schllisselenzyme einsetzen und metabolisch sonst nicht aktiv sind, fallen
darunter [4]. Enzyme sind in ihrer Reaktion hochselektiv, arbeiten unter milden Bedingungen
in Bezug auf pH, Temperatur und Lésungsmittel, sind ungiftig, biologisch abbaubar und kén-
nen sogar Reaktionen durchfliihren, die mit konventioneller Chemie nicht méglich sind [2], [5].

Der industrielle Enzymeinsatz ist ein wachsender Multi-Milliarden-Markt mit einem Marktwert
von 45 Mrd. $ (2012), bzw. 4,8 Mrd. $ (2013) und einem erwarteten Marktwert von
7,1 Mrd. $ fir 2018, bei einer jahrlichen Wachstumsrate von 8,2 % [6]. Der Markt deckt den
Enzymeinsatz in Waschmitteln, in der Textilproduktion, der Lebensmittelherstellung, der Pa-
pierherstellung, der Kraftstoffproduktion und der Abwasserbehandlung ab [5]. Ebenso finden
Enzyme Einsatz in der biotechnologischen Forschung und Entwicklung, der Diagnostik und
der pharmazeutischen Industrie [1]-{3]. Besonders haufig werden Hydrolasen eingesetzt
(Amylasen, Proteasen, Cellulasen, Lipasen, etc.) [1], Straathof et al. fassten 2002 134 in-
dustriell genutzte Biotransformationsprozesse zusammen. Davon setzten 44 % Hydrolasen
ein, gefolgt von 30 % Oxidoreduktasen. Der Rest entfiel auf Transferasen, Lyasen und Iso-
merasen. Gut ein Viertel der aufgefiihrten Prozesse setzten die Enzyme in immobilisierter
Form ein [4]. End et al. stellten 2004 65 Prozesse zusammen, die ausschlie3lich immobili-
sierte Enzyme einsetzten, davon wurden 50 % tatsachliche zur Produktion verwendet, wah-
rend sich die anderen 50 % im Labor- bis PilotmaBstab befanden. 80 % dieser Prozesse
setzten Hydrolasen ein [7]. Die mit immobilisierten Enzymen industriell hergestellten Pro-
duktmengen sind teils betrachtlich, in Tabelle 1 sind die neun Produkte mit der gréBten jahr-
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lichen Produktionsmenge (bezogen auf 2013), die mit Hilfe immobilisierter Enzyme und
quervernetzter Zellen hergestellt werden, aufgefihrt [1].

Tabelle 1: Die gréBten Industrieprozesse im Jahr 2013, die immobilisierte Enzyme nutzen [1]. QZ = quer-
vernetze Zellen; IE = immobilisierte Enzyme (Immobilisierungsmethode nicht genannt); KIE = Kovalent
immobilisierte Enzyme.

Enzym Immobilisierung  Prozess Produktmenge (t/a)
Glucose Isomerase Qz, IE, KIE Fructose-Glucose-Sirup aus Maissirup 10’
Nitril Hydratase QZ Acrylamid aus Acrylnitril 10°
Lipase IE Umesterung von Lebensmittelélen 10°
Lactose-Hydrolyse, 5
Lactase IE GalactooIigosac):/charidsynthese 10
Lipase IE Biodiesel aus Triglyceriden 10*
Penicillin G Acylase KIE Antibiotikamodifikationen 10*
Aspartase Qz, IE L-Asparaginsaure aus Fumarsaure 10*
Thermolysin IE Aspartamsynthese 10*
Lipase IE, KIE Racematspaltung von Alkoholen und 10°

Aminen

2.1.2 Enzymimmobilisierung

Die Immobilisierung von léslichen Enzymen auf unléslichen Tragern und die Anwendung
dieser heterogenen Biokatalysatoren in technischen Prozessen haben einige entscheidende
Vorteile. Teilweise ermdglicht erst die Immobilisierung den technischen Einsatz in Batch-
oder kontinuierlicher Fahrweise, vor allem aber vereinfacht sich die Abtrennung der Enzyme
aus der Reaktionslésung und deren Wiederverwendung [1], [8], [9]. Weiterhin kann sich die
Immobilisierung positiv auf die Enzymstabilitét in den Reaktionslésungen auswirken [2]. Dies
fihrt zu einer bessere Prozesskontrolle bei reduzierten Prozesskosten, unter der Vorausset-
zung, dass die immobilisierten Enzyme weiterhin das Substrat auf die gewlinschte Weise
umsetzen [10]. Mégliche Nachteile der Immobilisierung sind die Veranderung des aktiven
Zentrums des Enzyms und die Reduktion seiner Bewegungsfreiheit und daher eine verrin-
gerte Enzymaktivitat [2], [8]. Verschiedene physikalische und chemische Eigenschaften
mussen bei der Auswahl eines Tragers, einer Immobilisierungsmethode und der Betrachtung
des Enzym/Trager-Systems berlcksichtigt werden. Dazu gehdéren z.B. GréBe, Form und
Ladung, funktionelle Gruppen, Stabilitat und Besténdigkeit, Reaktionsparameter wie Aktivitat,
Selektivitat, pH- und Temperaturprofil, weiterhin Sicherheitsbedenken und wirtschaftliche
Faktoren [10], [11].

Neben der Immobilisierung auf oder in Tragern existiert die Moglichkeit der Vernetzung der
Enzyme untereinander (engl. cross-linked enzyme aggregates, CLEA) und das Einbringen
der Enzyme in I6slicher Form in semipermeable Membranen. Auch die Immobilisierung von

ganzen Zellen kann vorteilhaft sein, z.B. wenn eine Kofaktorregeneration notwendig ist oder
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mehr als ein Enzym flir eine Aufgabe eingesetzt werden muss [2], [4]. Die Immobilisierung
kann adsorptiv, beispielweise durch hydrophobe Interaktion, ionische Bindung oder Metall-
chelatkomplexbildung geschehen oder durch eine kovalente Bindung, der starksten Form der
Immobilisierung [2], [12]-{14]. Die kovalente Bindung minimiert die Gefahr eines Enzymver-
lusts (engl. leaching) in das Reaktionsmedium und die Verunreinigung des Produkts [12].

Tabelle 2: Funktionelle Gruppen in Proteinen, die fiir die Immobilisierung relevant sind [2], [8], [15].

Insgesamt vorhanden in
Durchschnittlicher Anteil a-Chymotrypsin / an der Pro-

Funktionelle Gruppe Pka in Proteinen [%)] teinoberflache verfiigbar
[Anzahl]

Amino-, bzw. Guanidino-

Lysin-NHz 10,5 13/>11

Arginin-NH> >12 7 2

N-Terminus Peptidkette 7,8 1

Carboxy-

Aspertat-COO 3,9 4.8 21/7-8

Glutamat-COO 4.1 4.8

C-Terminus Peptidkette 2,3 1

Andere

Tyrosin-OH 9,9/10,9 3,4 4

Tryptophan-NH 1,2 7-8

Histidin- (Imidazolring) 6,9/6,0 3,4/22

Cystein-SH 8,9

Von der Tragerseite ausgehend sind eine groBe Anzahl funktioneller Gruppen beschrieben
worden und kénnen zur Enzymimmobilisierung eingesetzt werden. Ein Uberblick dazu findet
sich bei Cao [10]. Von Seite des Enzyms stehen neben dem N- und C-Terminus der Peptid-
kette auch die Seitenketten der Aminosauren zur kovalenten Immobilisierung zur Verfigung,
wenn sie sich an der Proteinoberflache befinden. Tabelle 2 zeigt dazu, neben den pK,-
Werten der entsprechenden funktionellen Gruppen, deren durchschnittlichen Anteil in Protei-
nen, die Anzahl bei a-Chymotrypsin insgesamt und an der Proteinoberflache verfligbar. Zu-
meist werden die Amino-Seitenketten von Argenin und Lysin sowie die Carboxy-Seitenketten
von Asparaginsdure und Glutaminsdaure zur Immobilisierung verwendet [2]. Der Protonie-
rungszustand der verwendeten Gruppen ist von entscheidender Bedeutung fiir die dazu pas-
senden Immobilisierungsreaktionen. Es ist wichtig, den pH-Wert der Kopplungsreaktion ent-
sprechend der pK,-Werte der funktionellen Gruppen anzupassen, da diese im deprotonierten
(R-COQ), bzw. neutralen (R-NH,) Zustand starke Nukleophile sind und somit eher kovalente
Bindungen eingehen, als dies in protonierter Form der Fall ist [15].
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2.1.3 Unpordése, magnetische Partikel zur Enzymimmobilisierung

Der Einsatz von magnetischen Partikeln in biomedizinischen, biochemischen und biotech-
nolgischen Anwendungen ist weitverbreitet und beinhaltet unter anderem die Verwendung
als NMR-Kontrastmittel, zum Nachweis von Bakterien, zur Wirkstoffverabreichung (engl.
drug delivery), zur Proteinseparation und -aufreinigung und zur Enzymimmobilisierung [16],
[17]. Im Folgenden wird allein auf den Einsatz magnetischer Partikel mit immobilisiertem En-
zym als Biokatalysator eingegangen.

Die Anforderungen an magnetische Partikel sind eine hohe Magnetisierbarkeit, Stabilitat und
Biokompatibilitat [17]. Eine besonders erwiinschte Eigenschaft ist superparamagnetisches
Verhalten. Superparamagnetismus bedeutet eine schnelle Aufmagnetisierung bei angeleg-
tem magnetischem Feld und vernachlassigbare Remanenz (Restmagnetisimus) und Koerzi-
vitdt (das notwendige magnetische Feld, um die Magnetisierung vollstéandig
aufzuheben) [18], [19]. Das bedeutet, dass die Partikel magnetisiert werden, wenn sie einem
magnetischen Feld ausgesetzt sind, aber keine permanente Magnetisierung (Remanenz)
zeigen, sobald das Feld ausgeschaltet wird [17]. Um superparamagnetisches Verhalten zu
zeigen, muss die PartikelgréBe von Magnetitkristallen unterhalb einer kritischen GréBe lie-
gen, typischerweise befindet sich diese zwischen 10-20 nm. Magnetische Nanopartikel die-
ser Gr6Be haben ein groBes magnetisches Moment und verhalten sich wie riesige paramag-
netische Atome. Superparamagnetisches Verhalten ist vorteilhaft, um die Partikelagglomera-
tion in Folge einer vorhergegangenen Magnetseparation zu minimieren [18]. Magnetische
Nanopartikel auf Eisenoxidbasis zeigen eine vielversprechende Biokompatibilitat, d.h. sie
stellen keine Gefahr fir Mensch und Umwelt dar, und kénnen mit organischen Materialien
(Polymeren), metallischen Materialien (z.B. Gold) oder Oxiden (z.B. Silica oder Aluminum)
funktionalisiert werden, um die Dispergierbarkeit zu erhéhen und die Einbringung bioaktiver
Molekule zu erméglichen [17].

Es ist méglich direkt auf magnetische Nanopartikel zu immobilisieren. So wurde beispiels-
weise Lipase kovalent auf Partikel mit einer GréBe von 12 nm gebunden [20]. Die direkte
Kopplung hat mdgliche Vorteile, wie ein groBes Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnis auf
Grund der kleinen GroéBe und eine hbéhere spezifische Magnetisierung, da auf zusatzliche,
unmagnetische Bestandteile verzichtet wird [19]. Die Nachteile dieser Partikel sind ihre che-
mische Reaktivitat, die einfache Oxidierbarkeit durch Luftsauerstoff und die Instabilitat ge-
genuber sauren Losungen [18]. Daher ist der Einsatz synthetischer und nattrlicher Polymere
zur Beschichtung (engl. Coating) oder zum Einschluss (engl. Entrapment) der magnetischen
Nanopartikel in eine Matrix vorteilhaft [16], [21]-[23]. Synthetische Polymere sind inert ge-
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genlber mikrobiologischen Angriffen, zeigen eine hohe chemische Resistenz, ermdglichen
den Einsatz komplexer Pufferkomponenten und sind zumeist billig und einfach verfigbar
[19]. Ein mdglicher Nachteil ist, dass das Coating mit Polymeren zur unspezifischen Adsorp-
tion von unerwiinschten Komponenten fihren kann (z.B. durch ionische oder hydrophobe
Interaktion) [17].

Durch das Coating, bzw. den Einschluss der Nanopartikel in eine Polymermatrix kann sich
die GroBe der neu erstellten Partikel gegenltber den Nanopartikeln erhéhen, PartikelgréBen
im Mikrometerbereich bis hin zu mehreren hundert Mikrometern sind méglich [22]. Abh&ngig
von den Synthesemethoden und benutzten Polymeren kénnen die neuen Partikel porés oder
unpords gegeniber den zu immobilisierenden Komponenten sein. Pordése Partikel kbnnen
zum einen eine groBere Oberflache fir die Enzymimmobilisierung zur Verfligung stellen und
die Enzyme durch die Immobilisierung in den Poren gegentber harschen Umgebungsbedin-
gungen schutzen [24]. Zum anderen kdnnen sie zu Diffusionslimitierungen der Enzymreakti-
onen flhren, da das Substrat erst in die Poren eindringen muss [25]. Unpordse Materialien
auf der anderen Seite haben kleinere verflgbare Oberflachen fur die Enzymimmobilisierung,
aber das Enzym wird auf der “duBeren” Partikeloberflache immobilisiert, wodurch eine Mas-
sentransferlimitierung, ebenso wie eventuelles Fouling in den Poren, minimiert wird. Solange
sich die PartikelgréBe in einem unteren Mikrometerbereich befindet, ist das Oberflache-zu-
Volumen-Verhaltnis fir die Immobilisierung auf unpordsen Partikeln ausreichend [22]. Weite-
re winschenswerte Eigenschaften unpordser, magnetischer Partikel sind [13]:

e Resistenz gegenuber Oxidation in wassrigen Lésungen

e Liganden / Enzyme sind aktiv und stabil auf der Oberflache

e Stabile Verbindung zwischen immobilisierten Molekilen und der Oberflache
e Mechanische Stabilitat in gertihrten Reaktoren

e Ausreichend magnetisches Verhalten fir eine einfache Separation

e Keine (magnetische) Agglomeration im Reaktor

2.1.4 Einsatz magnetischer Polyvinylalkohol Partikel

Polyvinylalkohol (PVA) bietet Vorteile, die es als Matrixmaterial fur die Magnetpartikelsynthe-
se interessant machen: Es ist einfach verflgbar, billig, besitzt Hydroxylgruppen fir chemi-
sche Reaktionen und hat einen hydrophilen Charakter [26], welcher zu geringen unspezifi-
schen Proteinbindungen fihrt [27]. In der Literatur finden sich Arbeiten zu selbstsynthetisier-
ten und kommerziellen magnetischen PVA Partikeln. Akgdl et al. synthetisierten magnetische
PVA Partikel und immobilisierten Invertase kovalent auf diese Partikel Gber Carbonyldiimida-



20 2. Stand der Technik

zol (CDI). Die PartikelgroBe betrug 540 pm und die Partikel waren pords. Die Immobilisate
wurden in einem Festbettreaktor fir die Hydrolyse von Saccharose eingesetzt und hydroly-
sierten nach 40 h Prozesszeit noch 83 % der aufgegebene Saccharose (100 % Hydrolyseef-
fizienz wahrend der ersten zwélf Stunden) [26]. Neri et al. befassten sich in drei Veréffentli-
chungen mit der Synthese und dem Einsatz magnetischer Polysiloxan-Polyvinylalkohol
(POS-PVA) Partikel [28]-[30]. Die Partikel waren pords und dienten zur Immobilisierung von
zwei B-Galactosidasen und einer Xanthin Oxidase und wurden fiir die Hydrolyse von Lactose
[28], die Galactooligosaccharid (GOS)-Produktion wahrend der Lactose-Hydrolyse [29] und
die Oxidation von Xanthin zu Urea [30] eingesetzt. Die Immobilisate wurden in 10-20 Zyklen
in den entsprechenden Reaktionssystemen wiederverwendet und zeigten anschlieBend 50—
84 % ihrer ursprunglichen Aktivitat. Bruno et al. immobilisierten Lipase auf ebenfalls selbst
synthetisierte POS-PVA Partikel unter Verwendung von Glutaraldehyd und testeten das Im-
mobilisat mit dem synthetischen Lipasesubstrat p-Nitrophenylpalmitat (oNPP). Nach sieben
Zyklen zeigten die Immobilisate noch 11 % ihrer urspringlichen Aktivitat [31].

Kommerziell verfigbar sind magnetische PVA Partikel von PerkinElmer chemagen (Produki-
name: M-PVA). Die Synthese dieser Partikel in Wasser-in-Ol Emulsionen geht zuriick auf die
Arbeiten von Maller-Schulte [32], [33]. Chemagen bietet diese Partikel primar fir die diagnos-
tische DNA Aufreinigung aus Blut an, wie von Oster et al. beschrieben [27]. Neben dieser
Verwendung werden M-PVA Partikel mit diversen Funktionalisierungen angeboten, welche
Carboxy-, Amino- und Epoxy-Funktionalisierungen beinhalten. Die Verwendung carboxylier-
ter M-PVA Partikel zur kovalente Immobilisierungen von Oligonucleotiden wurde ebenfalls
von Oster beschrieben [27]. Es finden sich einige Verdffentlichungen zur Enzymimmobilisie-
rung auf chemagen M-PVA Partikel in der Literatur. Die Arbeiten von Bozhinova et al. bein-
halten die Immobilisierung von Penicillin Amidase auf epoxy- und aminofunktionalisierten M-
PVA Partikeln, im Falle der Aminofunktionalisierung unter Verwendung von Gilutaraldehyd
[34], [35]. Die Immobilisate wurden zur Hydrolyse von Benzylpenicillin und zur Synthese von
Cephalexin verwendet. Magario immobilisierte Naringinase auf aminofunktionalisierten M-
PVA Partikeln mittels 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC). Das Immobilisat
wurde zur Hydrolyse von di-Rhamnolipid zu mono-Rhamnolipid und I-Rhamnose verwendet
und die Ergebnisse mit denen von Naringinase, immobilisiert auf porésen Sepharose Parti-
keln, verglichen [36], [37]. Hierbei zeigten die unporésen M-PVA Partikel einen héheren Um-
satz des Substrats als die porésen Partikel, was mit der starken Diffusionslimitierung der
Reaktionsrate im Falle der porésen Partikel erklart wurde. Nach der Wiederverwendung tber
vier Zyklen zeigten die Immobilisate noch 75 % ihrer urspringlichen Aktivitat, wobei der Ver-
lust von 25 % der urspringlichen Aktivitat bereits nach dem ersten Zyklus eintrat und die
Aktivitat anschlieBend konstant blieb [38]. Schultz immobilisierte Lipase auf epoxy-, carboxy-
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und aminofunktionalisierten M-PVA Partikeln [39]-[42]. Die Immobilisierung auf carboxyfunk-
tionalisierten Partikeln erfolgte mittels EDC. Die Immobilisate wurden auf ihre Zetapotentiale
hin charakterisiert [39], weiterhin Gber 20 Zyklen rezykliert und mittels Hochgradient-
Magnetseparator (HGMS) separiert [41]. Nach den 20 Zyklen hatten die Immobilisate noch
14 % ihrer urspringlichen Aktivitat. Marin-Navarro et al. immobilisierten B-Galactosidase auf
epoxyfunktionalisierten M-PVA Partikeln und verwendeten das Immobilisat Gber zehn Zyklen
fr die Hydrolyse von Lactose und fir die Synthese von Galactooligosaccharid (GOS) [43].
Alle aufgefuhrten magnetischen PVA Partikel und ihre jeweilige Anwendung sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

Tabelle 3: Magnetische PVA Partikel und ihre Anwendung.

Enzym
GroB: P i- R ling / Aktivitat
Partikel rove "o rost (Herkunftsorga- Einsatz ecycrng . vita Quelle
[um] tat . nach Recycling
nismus)
Selbstsynthetisierte Invertase (Backer Saccharose Festbettreaktor / nach
magnetische PVA 5-40 porés hefe) hvdrolvse 40 h 83 % der urspriing-  [26]
Partikel U lichen Aktivitat
Selbstsynthetisierte B-Galactosidase 20 Zyklen oNPG / ca.

. . Lactosehydrolyse, o

magnetische POS- 20 pords (Kluyveromyces 50 % der urspriinglichen  [28]
) ) oNPG-Assay .

PVA Partikel lactis) Aktivitat

Selbstsynthetisierte 10 Zyklen Lactose /

Y . B-Galactosidase Lactosehydrolyse, y o
magnetische POS- 20 porés (Aspergillus oryzae) GOS Synthese 84 % der urspriinglichen  [29]
PVA Partikel llEs e ! Aktivitat
Selbstsynthetisierte

yninetis! . Xanthin Oxidase Oxidation von 10 Zyklen / 83 % der
magnetische POS- 20 pores (Kuhmilch) Xanthin zu Urea urspriinglichen Aktivitat [30]
PVA Partikel pring
Selbstsynthetisierte

Y ! . Lipase (Mucor 7 Zyklen / 11 % der
magnetische POS- 37 porés miehei) pNPP-Assay ursoriinalichen Aktivitat [31]
PVA Partikel AR
chemagen -

— . Benzylpenicillin-
M-PVA E02 Epoxy- 3 UNDOrBS Penicillin Amidase hvdrolvse. Ce [34], [35]
M-PVA N12 Amino- P (E.coli) yaroyse, - ’
) phalexinsynthese
partikel
chemagen Naringinase ) .
di-Rh lipid- 4 Zyklen/ 75 % d
M-PVAN12 Amino- 1-3  unpords  (Penicillum h' dro?";;‘o P! ursyrui” o Aketirvitat [38]
partikel decumbens) yaroly pring
chemagen
M-PVA E02 Epoxy-, ) . . .
P .xy . Lipase (Candida Tributyrin- 20 Zyklen / 14 % der
M-PVA N12 Amino-, - 1-3 unporos antarctica) hydrolyse urspriinglichen Aktivitat [391-42]
M-PVA C12 Car- yeroy prung
boxypartikel
chemagen B-Galactosidase 10 Zyklen Lactose /
M-PVA E02 Epox 1-3 unpordés  (Thermotoga mari Lactosehyarolyse, 60 % der urspriinglichen  [43]
PoxXy P d GOS Synthese ° priing

partikel

time)

Lactosehydrolyse
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2.2 Statistische Versuchsplanung zur Optimierung

Der Einsatz statistischer Methoden zur Planung von Versuchsreihen und Auswertung der
daraus resultierenden Ergebnissen wird als statistische Versuchsplanung (engl. Design of
Experiments, DoE) bezeichnet. Es geht, wie bei jeder Versuchsplanung, darum, den Einfluss
der Anderung experimenteller Faktoreinstellungen auf das Resultat zu bestimmen [44]. Im
Gegensatz zur ,klassischen Herangehensweise®, bei der nur ein Faktor verandert wird, wah-
rend alle anderen konstant gehalten werden (engl. Change One Separate thing at a Time,
COST), werden bei DoE-Ansatzen mehrere Faktoren gleichzeitig variiert. Aus den Ver-
suchsergebnissen werden empirische Modelle erstellt, die einen Zusammenhang zwischen
Faktoreinstellung und Resultat mathematisch beschreiben und zur Vorhersage von Ergeb-
nissen innerhalb der untersuchten Bereiche genutzt werden kénnen. Dadurch ist es méglich,
die Anzahl der notwendigen Versuche deutlich gegeniber dem COST-Ansatz zu verringern,
selbst wenn quadratische Faktoreinflisse eine Rolle spielen. Weiterhin ist es méglich zusatz-
liche Prozessinformationen zu gewinnen, da Wechselwirkungen zwischen Faktoren identifi-
ziert werden kdénnen, was beim COST-Ansatz nicht méglich ist. Als dritter Vorteil kann beim
DoE-Ansatz innerhalb des untersuchten Raums ein globales Optimum gefunden werden,
wahrend der COST-Einsatz gegebenenfalls nur ein lokales identifiziert [45]. Ein grafischer
Vergleich der beiden Methoden ist in Abbildung 1 dargestellt. Eine Mdglichkeit der Modeller-
stellung ist die Multiple Lineare Regression (MLR). Ein quadratisches, polynominales Modell
zur Regression der erhaltenen Ergebnisse einer DoE-Versuchsreihe folgt der allgemeinen
Darstellung in Formel (2.1). Dabei bezeichnen By, Bi, Bi und Bj die Regressionskoeffizienten
far den Achsenabschnitt, lineare, quadratische und Interaktionsanteile. X; und X; sind unab-
héangige Faktoren.

V=Bo+ Y B Xt ) BXP+ ) > BXX 2.1)

In der Praxis finden DoE-Ansatze Anwendung im Screening, in der Optimierung und der Un-
tersuchung der Robustheit von Versuchsbedingungen und Prozessen. Im Screening sollen
die wichtigsten Einflussfaktoren und deren Wertebereiche auf einen Prozess gefunden wer-
den. Bei der Optimierung werden diese Einflussfaktoren genauer untersucht, mit dem Ziel
ein empirisches Modell im untersuchten Bereich zu erstellen und so die Optimalwerte der
Faktoren zu bestimmen. Bei der Untersuchung der Robustheit soll der Einfluss kleiner
Schwankungen der Faktoren auf das Ergebnis untersucht werden, um so vertretbare Wer-
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tebereich dieser Faktoren, beispielsweise fir ein gleichbleibendes Produktionsergebnis zu
identifizieren [46].

(a)
N
5 A

X
Abbildung 1: (a) Beim COST Ansatz wird, auf Grund der fehlenden Méglichkeit Wechselwirkungen zwi-
schen Faktoren zu detektieren, nur ein Quasi-Optimum erreicht. Wahrend X2 konstant gehalten wird, wird
X1 iiber drei Experimente variiert. Vom Optimum dieser Variation (der Datenpunkt rechts unten) wird eine
Variation von X2 durchgefiihrt. (b) Beim DoE Ansatz werden beide Faktoren gleichzeitig variiert, wodurch
verschiedene Abhangigkeiten identifiziert werden kénnen und das mathematische Modell zeigt die Rich-
tung des Optimums an. Durch eine weitere Versuchsreihe kann so das echte Optimum gefunden werden
[44], [45], [47].
DoE wird zur Lésung verschiedenster Fragestellungen in chemischen und biotechnologi-
schen Prozessen angewendet [48]. Besonders in der pharmazeutischen Wirkstoffforschung
und -entwicklung hat der Einsatz von DoE in den letzten Jahren stark zugenommen. Einige
Griinde fir diesen Trend sind der gestiegene Zeit- und Kostendruck, regulatorische Anforde-
rungen (die amerikanische Arzneimittelbehérde FDA erwartet bei der Einreichung neuer
Wirkstoffe den Einsatz von DoE wahrend der Forschung) und technologische Entwicklungen,

wie z.B. High-throughput screening [49].

DoE bietet sich fir alle biotechnologische Prozessschritte an, von der Optimierung des Pro-
zessmediums und der Prozessparameter (z.B. Temperatur, pH, Feed-Rate, Rihrerge-
schwindigkeit) im Upstream, Gber die Untersuchung von Aufreinigungsschritten (z.B. Separa-
tion via Chromatographie und Extended-Bed Adsorption) und die Optimierung der Biotrans-
formation von Antibiotika-Vorstufen mittels immobilisierter Enzyme [47]. Auch die Synthese
von, fur Immobilisierungen einsetzbaren, Partikeln wurden mittels DoE untersucht und opti-
miert. Martin et al. setzten DoE zur Synthese von Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymer Parti-
kel mit magnetischem Edelstahlkern ein. Die notwendige Versuchsanzahl der acht unter-
suchten Faktoren (u.a. Ruhrerdrehzahl und Crosslinker-Konzentration) reduzierte sich
dadurch von 256 auf 32 [50]. Bir6 et al. optimierten bei der Synthese von Chitosan Partikeln
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zur Enzymimmobilisierung die vier untersuchten Faktoren (u.a. ebenfalls Rihrerdrehzahl und
Crosslinker-Konzentration) in insgesamt 43 Experimenten [51].

Die Enzymimmobilisierung selbst kann Gegenstand von DoE-Ansétzen sein: Gofferjé et al.
verwendeten die Enzymbeladung als einen der vier untersuchten DoE-Faktoren bei der Un-
tersuchung der Veresterung freier Pflanzenfettsduren mit Glycerin unter Verwendung immo-
bilisierter Lipase [52]. Die Immobilisierung einer kommerziellen Trypsin/Chymotrypsin-
Mischung auf modifizierten Polyvinylchlorid Partikeln wurde von Li et al. mittels eines DoE-
Ansatzes optimiert. Im Optimum besaBen die Immobilisate eine ahnliche Aktivitat beim Ca-
seinverdau wie das freie Enzymgemisch und zeigten nach sechs Rezyklierungen noch 70 %
der urspringlichen Aktivitat [53]. Bei der Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf magneti-
schen Chitosan Partikeln mittels EDC erzielte die DoE-Optimierung der Faktoren pH, Tem-
peratur und Zeit dber 15 Versuche bei Ju et al. eine ebenfalls vergleichbare Aktivitat bei der
Synthese von Dipeptid-Derivaten, verglichen mit dem freien Enzym und nach zwdlf Rezyklie-
rungen waren noch 60 % der ursprunglichen Aktivitat vorhanden [54].

2.3 FTIR ATR zur quantitativen Proteinbestimmung

Neben der Bestimmung der Aktivitat von immobilisierten Enzymen ist auch die Bestimmung
der Beladung der unporésen M-PVA Partikel mit diesen Enzymen ein wichtiger Parameter
zur Charakterisierung der Immobilisate. Im LabormaBstab wird die Masse des gebundenen
Peptids oder Enzyms aus der Differenz der eingesetzten Biomolekilmasse und der nicht
immobilisierten Biomolekilmasse, die nach der Immobilisierung in der Immobilisierungslé-
sung und den nachfolgenden Waschlésungen quantifiziert werden kann, berechnet. Die di-
rekte Bestimmung des gebundenen Biomolekiils mit bekannten nasschemischen Methoden,
wie dem auf der Reduktion von Kupferionen mit anschlieBender Komplexierung mittels Bi-
cinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid, BCA) aufbauenden BCA-Assay, scheitert, da der
Eisen(ll)-anteil der Partikel selbst Kupfer reduziert und den BCA-Assay daher stort [55]. Bei
anderen Assays, wie beispielsweise dem Proteinassay nach Bradford, kann der sich bilden-
de Farbkomplex aus Comassie Blau und Biomolekll nicht mehr detektiert werden, da die
Partikel die spektrometrische Messung unmdglich machen.

Die Beladung der Partikel im LabormaBstab zu bestimmen, etwa fir Optimierungsversuche,
ist Gber die indirekte Uberstandsmethode zwar zeitintensiv, aber leicht méglich, bedingt
durch kontrollier- und reproduzierbare Probenhandhabungen. Soll die Bestimmung der Bela-

dung der Partikel auch der Prozesskontrolle in einem industriellen Prozess dienen, etwa um
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ein eventuelles Desorbieren von Enzym in die Prozesslésung wegen einer fehlerhaften, nur
vermeintlich kovalenten, Immobilisierung zu detektieren, so sind indirekte Methoden auf
Grund der deutlich gréBeren Prozessvolumina und daher niedrigeren (eventuellen) Enzym-
konzentrationen nicht mehr méglich. Weiterhin wirden andere Biomolekile, die eventuell in
der Reaktionslésung enthalten sind, indirekte Methoden erschweren oder unmdglich ma-
chen.

Zur Lésung des Problems bietet sich eine direkte Methode der Quantifizierung von immobili-
siertem Peptid oder Enzym auf magnetischen Partikeln mittels Fourier Transformierter Infra-
rot Spektroskopie (FTIR) an, im speziellen Fall der unporésen, kleinskaligen Partikel im Mo-
dus der Abgeschwéachten Totalreflexion (engl. Attenuated Total Reflection, ATR). FTIR ATR
wurde in jungerer Vergangenheit vermehrt in der Bioprozesskontrolle eingesetzt [56]. Der
Einsatz erfolgte zur Uberwachung der Fermentation von Ethanol [57], Exopolysacchariden
[58], Rhamnolipiden [59] und monoklonalen Antikérpern [60]. Ebenso wurden verschiedene
Biotransformationen einer Amidase [61] und Nitril-Biotransformationen durch Bakterienzellen
untersucht [62].

Das Messprinzip der FTIR im Modus ATR ist schematisch in Abbildung 2 dargestellt. Im Ge-
gensatz zur FTIR im Modus Transmission durchdringt der IR-Strahl die Probe nicht, sondern
wird in einen ATR-Kristall, auf dem sich die Probe befindet, unter einem Winkel der Totalre-
flexion © eingekoppelt. Unter der Voraussetzung, dass der Brechungsindex der Probe n,
kleiner ist als der Brechungsindex des Kristalls n;, entsteht an der Grenzflache zwischen
Kristall und Probe ein evaneszentes Feld, das in die Probe mit einer geringen Eindringtiefe
eindringen und nach den Auswahlregeln der IR-Spektroskopie (Dipolverschiebung durch die
Anregung mittels IR-Strahl) wechselwirken kann.

Probe

ATR Kiristall

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Messprinzips der Abgeschwéchten Totalreflexion.
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Die Eindringtiefe berechnet sich mit der Wellenlange A, dem Kristall-Brechungsindex n; und
dem Proben-Brechungsindex n, nach folgender Formel:

A

2.2
21 [nf sin®© - n3 22

d,=

Der Vorteil der FTIR-Messung im ATR Modus gegenuber dem Transmissionsmodus liegt in
der Mdglichkeit opake, je nach Probenbeschaffenheit sogar schwarze Proben zu messen,
welche im Transmissionsmodus den gesamten IR-Strahl absorbieren und daher eine Mes-
sung unmdglich machen wirden. Weiterhin sind, auf Grund der geringen Eindringtiefe, auch
Messungen in wassrigen Lésungen mdglich [63], was in einigen der oben genannten Litera-

turbeispielen auch praktiziert wurde.

Um aus bekannten Proben eine Kalibration zu erstellen, gegen die unbekannte Proben
quantifiziert werden kénnen, bietet sich eine multivariate Kalibration an [64]-[67]. Anstatt, wie
bei der univariaten Kalibration, nur einen einzelnen Wert des gemessenen Spektrums zur
Kalibration zu verwenden, z.B. den Absorbanzwert oder die Integration einer spezifischen
Bande, wird entweder das gesamte Spekirum oder ein bestimmter, gréBerer Teil des Spekt-
rums zur Kalibration verwendet. Im Falle der M-PVA Partikel ermdglicht die multivariate Ka-
libration die Biomolekilquantifizierung, die per univariater Kalibration, auf Grund der Uber-
lappenden Banden der carboxylierten M-PVA Partikel und der gebundenen Biomolekile, nur
eingeschrankt durchflihrbar ware.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Verwendete Gerate

Gerate und Zubehor

Hersteller: Bestellnummer

Alternating Gradient Magnetometer (AGM) Micromag 2900
CIS 100 PartikelgréBenmessung

DX-500 lonenchromatograph

Enspire UV-Spektrometer

Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM) XL 30
FEG
Eurostar digital Rihrwerk

Laborzentrifuge Centrifuge 5702 RH, 3000 RCF
Liquid Handling Station JANUS 4-Channel mit Gripper
MagRack 6

Masterflex L/S Digital Standard Drive Schlauchpumpe
Mikrotiterplatten 96 Well F-Boden

Mikrotiterplatten 96 Well U-Boden
Mikrozentrifugenréhrchen 1,5 ml, Safe-Lock
Mikrozentrifugenréhrchen 2 ml, Safe-Lock

Optima 8300 ICP-OES Spektrometer

Pilotanlage Durchfluss-Separator

Platinum ATR Einheit

Pumpschlauch fir Durchfluss-Separator E-D Plex 9,5 mm ID
Silikonschlauch, peroxid-vernetzt 6 mm ID
Tensor 27 Spektrometer

Thermomixer comfort

Tygon Schlauch MHSL 4,8 mm ID
Uberkopfschiittler Reax 2

UV-Star Microtiterplatten 96 Well
Vortex-Schuttler Stuart SA8
Zentrifugenréhrchen SuperClear 15 ml
Zentrifugenréhrchen SuperClear 50 ml

Princeton Measurements
Galai

Dionex

PerkinElmer

Philips

IKA Werke

Eppendorf

PerkinElmer

GE Healthcare: 28-9489-64
Cole-Parmer

Brand: 781602

Brand: 781600

Eppendorf: 0030120086
Eppendorf: 0030120094
PerkinElmer

ABBIS bio process automation:
65901001 (000076060)
Bruker Optik

Thélen Pumpen: TEDM.037062
VWR: 228-0718

Bruker Optik

Eppendorf

Ismatec: SC0832

Heidolph

Greiner Bio One: 655801

Bibby Scientific

VWR: 525-0149

VWR: 525-0155
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3.2 Verwendete Chemikalien

Chemikalien/Materialien

Hersteller: Bestellnummer

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC)

2-Morpholinoethanolsdure-Monohydrat (MES)
Amplite Fluorimetric Aldehyde Quantitation Kit
BCA Protein Assay Reagent Kit
Calciumchlorid Dihydrat

DMSO

Essigsaure (100 %)

Ethanol absolut

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Titriplex IIl)
Hamoglobin (bovin)

HCI (32 %)

HCI 1N (1mol/l)

lod 0,05 mol/l (0,1 N)

NaCl

Natriumtetraborat

Merck: 8.00907.0001, Roth 2156.2
Merck: 1061261000, Roth: 4256.3
AAT Bioquest: 10052

Thermo Scientific Pierce: 23225
Fluka: 21101, Merck: 1.02382.0500
Merck: 102952

VWR: 20102320

Merck: 1009832500

Merck: 1084180250
Sigma-Aldrich: H2625
Merck:20254321, Roth: P074.3
Merck: 1090571000

VWR: 30917.295

Merck

Merck: 106308

Natronlauge (32 %) VWR: 28225290
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilide (Suc-AAPF-pNA)  Sigma-Aldrich: S7388
PVA (vollhydrolysiert, ca. 60000 g/mol) Merck: 8.43866.1000
Tris Carl Roth: 5429.2

3.3 Verwendete Partikel

Es wurden M-PVA Partikel vom Hersteller PerkinElmer chemagen Technologie GmbH ver-
wendet. Diese Partikel haben eine Carboxy-Funktionalisierung auf der Oberflache mit einem,
vom Hersteller angegebenen, Funktionalisierungsgrad von 950 umol COOH / g Partikel.
Verwendet wurden folgende Chargen: C22-0125110 fUr die Extraktionsstudien sowie
C22 C250 und C22 0104103 flur die Immobilisierung. C22 Partikel haben laut der Spezifikati-
on von chemagen einen mittleren Partikeldurchmesser von 1—-3 um. Fir die Charge 0104103
gilt dies nicht, diese wurde von chemagen auf Grund eines zu kleinen mittleren Partikel-
durchmessers als auBBerhalb der Spezifikation (engl. Out of Specification, OOS) definiert.

3.4 Partikelcharakterisierung

Die beiden Chargen carboxylierter M-PVA C22 Partikel, die fir die Immobilisierung einge-
setzt wurden (Chargen C250 und 0104103), wurden durch elektronenmikroskopische Auf-
nahmen, die Messung der PartikelgréBenverteilung sowie die Bestimmung der Magnetisie-
rung charakterisiert. Zur Aufnahme von elektronenmikroskopischen Bildern wurde ein Philips
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Environmental Scanning Electron Microscope (ESEM) XL 30 FEG eingesetzt. Fir die Parti-
kelgréBenverteilung der M-PVA Partikel wurde das PartikelgroBenmessgerat Galai CIS 100
verwendet, welches auf dem Prinzip der Laserabschattung basiert. Zur Bestimmung der
Magnetisierung wurde ein Princeton Measurements Alternating Gradient Magnetometer
(AGM) Micromag 2900 verwendet. Dies variiert die magnetische Feldstarke, die auf eine
Probe wirkt, wodurch die magnetische Polarisation der Probe bestimmt wird. Durch die Auf-
tragung der Polarisation tber die Feldstarke ergibt sich die Magnetisierungskurve der Probe.

3.5 Verwendetes Enzym und Peptid

Zur Immobilisierung auf M-PVA Partikeln wurde bovines a-Chymotrypsin (EC: 3.4.21.1; Sig-
ma-Aldrich: C4129) verwendet. a-Chymotrypsin ist eine Serinprotease und gehdért damit zur
Klasse der Hydrolasen. Es spaltet Peptidbindungen in Proteinen bevorzugt am C-Terminus
nach Tyrosin, Tryptophan, Phenylalanin und Leucin. Die molare Masse betragt 25,2 kDa, der
isoelektrische Punkt 8,8. a-Chymotrypsin zeigt Aktivitat im pH-Bereich 6-9,3 mit einem pH-
Optimum von 7,8 und einem Temperaturoptimum von 37 °C. Calcium ist Cofaktor fir
a-Chymotrypsin [68].

Weiterhin wurde ein Tripeptid der Aminosaure Tyrosin (Abklrzung: YYY; Sigma-Aldrich:
T2007) immobilisiert. Dieses Tripeptid wurde gewahlt, da es mit einer molaren Masse von
508 Da gut funfzigmal kleiner als a-Chymotrypsin ist und, im Gegensatz zu diesem, nur eine
Aminogruppe am N-Terminus und keine Aminogruppen in den Seitenketten fiir die Immobili-
sierung zur Verfligung stellt. Da Tyrosin zu den aromatischen Aminosauren gehdrt, 1&sst sich
das Tripeptid ohne weiteren Assay direkt bei 280 nm UV-spektroskopisch quantifizieren und
zeigt auBerdem spezifische IR-Banden. Daher eignet sich das Tyrosin-Tripeptid als Modell-
molekul sowohl fir die Immobilisierung, als auch fir die FTIR ATR Quantifizierung.

3.6 Verwendete Protein- und Enzymassays

3.6.1 Gesamtproteinbestimmung mittels BCA-Assay

Zur Konzentrationsbestimmung des freien und in Partikellberstdnden enthaltenen
a-Chymotrypsins wurde der Bicinchoninsaure (engl.: bicinchoninic acid, BCA) Assay ver-
wendet. Beim BCA-Assay werden durch die in Lésung enthaltenen Proteine zweiwertige
Kupferionen (Cu®*) zu einwertigen lonen (Cu*) reduziert und bilden dann mit der Bicinchonin-
saure einen Komplex, der bei 562 nm VIS-spektroskopisch nachgewiesen werden kann [69].
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Als Standards wurden vom eingesetzten, freien a-Chymotrypsin geometrische Verdiinnungs-
reihen (1:2 Verdinnungen) im Konzentrationsbereich 1,28-0,02 mg/ml in den entsprechen-
den Puffern verwendet. Zur Quantifizierung der Immobilisatbeladungen wurden die Protein-
ausgangslésung, die Inkubationslésung und die Waschlésungen per BCA analysiert und das
gebundene Enzym per Differenzbildung bestimmt.

3.6.2 Bestimmung der Tyrosin-Tripeptid-Konzentration mittels UV 280

Zur Konzentrationsbestimmung des freien und in Partikeliberstdnden nach der Immobilisie-
rung enthaltenen Tyrosin-Tripeptids wurden die Lésungen bei 280 nm UV-spektroskopisch in
Greiner UV-Star Microtiterplatten bestimmt. Als Standards wurden vom freien Tyrosin-
Tripeptid geometrische Verdinnungsreihen (1:2 Verdlnnungen) im Konzentrationsbereich
1,28-0,02 mg/ml in den verwendeten Puffern eingesetzt. Im Falle der Immobilisate wurden
die Peptidausgangslésung, die Inkubationslésung und die Waschlésungen analysiert und
das gebundene Peptid per Differenzbildung bestimmit.

3.6.3 Bestimmung der Enzymaktivitat mittels Suc-AAPF-pNA

Die Aktivitat von freiem und immobilisiertem a-Chymotrypsin wurde mittels des Substrats
N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilid (Suc-AAPF-pNA) durchgefiihrt [70]. Der Extinkiti-
onskoeffizient von Suc-AAPF-pNA betragt 8800 M cm™ bei 410 nm und einem pH von
7,5[71]. Als Aktivitatspuffer wurde 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 eingesetzt. Suc-AAPF-
pNA wurde zu einer Konzentration von 20 mM in DMSO gelést. Vor jeder Aktivitatsbestim-
mung erfolgte die Herstellung der Substratlésung durch eine 1:8 Verdinnung der 20 mM
Stocklésung mit 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 zu einer finalen 2,5 mM Suc-AAPF-pNA-

Konzentration.

Bestimmung der Aktivitat des freien a-Chymotrypsins: 125 ul Substrat wurden bei 37 °C
inkubiert. Der Aktivitdtsassay wurde durch die Zugabe von 25 pul 0,02 g/l
a-Chymotrypsinlésung zum vortemperiertem Substrat gestartet. Nach 1, 2, 3 und 5 min wur-
den 25 ul Probe entnommen und in 75 ul 11,5 % Essigsaure abgestoppt. 90 pl der abge-
stoppten Lésung wurden bei 410 nm analysiert. Die Aktivitat von freiem Enzym berechnet
sich wie folgt:
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dAbs
A —arVa PP (3.1)
e-d-V,-c

A Aktivitat [U - mg™]
dAbs/dt Absorbanzzunahme [min]
Va Gesamtvolumen [ml]
DF Verdlnnungsfaktor auf Grund der Essigsaure
£ Extinktionskoeffizient [ml - mmol™ - cm™]
d Schichtdicke [cm]
Ve Probenvolumen [ml]
c Enzymkonzentration [mg - ml]

Bestimmung der Aktivitat des immobilisierten a-Chymotrypsins: 125 ul Substrat wurden
bei 37 °C inkubiert. Die Partikelsuspension mit einer Partikelkonzentration von 50 mg/ml
wurde zuerst 1:2 in entsprechendem Lagerpuffer und anschlieBend 1:10 in Aktivitatspuffer
verdlinnt. Der Aktivitdtsassay wurde durch die Zugabe von 25 ul verdinnter Partikelsuspen-
sion zum vortemperiertem Substrat gestartet und die Partikel durch Schuitteln in Suspension
gehalten. Nach 1, 2, 3 und 5 min wurden 25 pl Probe entnommen und in 75 pl 11,5 % Essig-
saure abgestoppt. Die Partikel wurden separiert und 90 pl Uberstand bei 410 nm analysiert.

Aquivalent zum freien Enzym berechnet sich die Aktivitit von immobilisiertem Enzym:

dAbs
A —ar_ VaDF (3.2)
e-d-V, Cp

A Aktivitat [U ' gpamke|'1]
dAbs/dt Absorbanzzunahme [min]
Va Gesamtvolumen [ml]
DF Verdlnnungsfaktor auf Grund der Essigsaure
3 Extinktionskoeffizient [ml - mmol™ - cm™]
d Schichtdicke [cm]
Vp Probenvolumen [ml]

Cp Partikelkonzentration [mg - ml™]
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3.7 Immobilisierung auf magnetische Partikel

3.7.1 Immobilisierung mittels EDC

Als Reagenz zur kovalenten Kopplung (engl. Crosslinker) von Tyrosin-Tripeptid oder
a-Chymotrypsin  an die carboxylieten M-PVA  Partikel wurde 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) verwendet. EDC gehért der Gruppe der Carbodiimi-
de an und verknUpft Carboxygruppen Uber die Bildung des hochreaktiven Zwischenprodukts
O-Acylisourea mit Aminogruppen mittels Peptidbindung ohne selbst innerhalb der neuge-
schaffenen Bindung zu verbleiben (sog. Zero Length Crosslinker), wie in Abbildung 3 darge-
stellt [15]. EDC ist im Gegensatz zu anderen Carbodiimiden wasserldslich, wodurch die Im-
mobilisierungsreaktion ohne den Einsatz organischer Lésungsmittel auskommt. Die Halb-
wertszeit des EDC-Zerfalls betragt in 50 mM MES pH 7,0 Puffer bei 25 °C 22 h. EDC ist bei
pH 5,0 sehr viel reaktiver, bei diesem pH reduziert sich die Halbwertszeit jedoch auf 3,9 h
[72]. Die schnellsten Aktivierungen der Carboxygruppen werden flr den Bereich pH 3,5-4,5
beschrieben, wahrend die héchsten Kopplungsausbeuten bei pH 4—6 erzielt werden sollen
[73]. Generell werden in der Literatur pH-Werte zwischen 4,5 und 7,5 fiir eine effektive Kopp-
lung mittels EDC genannt [15]. Dies deckt sich mit den pK,-Werten in Tabelle 2 in Kapitel
2.1.2: Carboxygruppen liegen Uber pH 4,5 mehrheitlich deprotoniert vor, wahrend die Ami-
nogruppen der Enzyme damit ausreichend neutral (also ungeladen) vorliegen, um eine
Kopplung in den beschriebenen Fallen zu erméglichen.

RN
cr +

Carboxylierte Immobilisiertes
M-PVA Partikel EDC Aktivester Enyzm Enzym Urea

Abbildung 3: EDC-Aktivierung der carboxylierten Partikel und Enzymkopplung.

3.7.2 Vorbereitung und allgemeines Protokoll zur Partikelimmobilisierung

Der aufgefihrte Umgang mit den Partikeln gilt fUr alle Versuche, soweit nicht anders aufge-
fahrt.
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Partikelseparation, Uberstandsentfernung und Resuspendierung: Bei Waschungen im
Labormafstab wurde die Partikelsuspension in passende Mikrozentrifugenréhrchen gefullt
(1,5; 2; 15 oder 50 ml), die Partikel per Permanentmagnet vom Uberstand getrennt bis dieser
keine Trilbbung mehr aufwies (wenige Minuten) und der Uberstand mittels Pipette entfernt
oder dekantiert. AnschlieBend wurde frischer Puffer zu den Partikeln gegeben und diese per
Vortexschuttler oder handischem Schitteln resuspendiert.

Vorbereitender Partikelwaschschritt: Bevor die Partikel eingesetzt wurden, wurde ein ent-
sprechendes Volumen der gelieferten Partikelsuspension (Partikelkonzentration im Lieferzu-
stand: 50—-120 g/I) dreimal im dreifachem Volumen des einzusetzenden Puffers gewaschen.

Gravimetrische Partikelkonzentrationsbestimmung: Fir die gravimetrische Partikelkon-
zentrationsbestimmung wurden HPLC Glasvials bei 60 °C im Trockenschrank mehrere Stun-
den vorgetrocknet und anschlieBend die Masse bestimmt. Die ausgewogenen Vials wurden
mit 200 ul Partikelsuspension gefiillt, Gber Nacht bei 60 °C getrocknet und am nachsten Tag
erneut die Masse bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte aus der Massendiffe-
renz. Da sich die Partikel meist nicht in reinem MilliQ-Wasser befanden, wenn sie getrocknet
wurden, wurde die Masse der in der Partikelsuspension enthaltenen Puffersalze subtrahiert
und so die Konzentration der reinen Partikel berechnet.

Allgemeines EDC-Immobilisierungsprotokoll: Das hier angegebene Immobilisierungspro-
tokoll soll einen generellen Uberblick iiber den Ablauf der Immobilisierungsreaktion geben.
Die tatsachlichen Immobilisierungsparameter werden bei jedem Versuch tabellarisch aufge-
fohrt. Die Immobilisierung der Partikel erfolgte in zwei Schritten: im ersten Schritt wurden die
Partikel mit EDC aktiviert, im zweiten Schritt mit a-Chymotrypsin oder Tyrosin-Tripeptid ge-
koppelt.

Ein entsprechendes Volumen an Partikelsuspension wurde nach den initialen Waschschrit-
ten mit Aktivierungspuffer in Zentrifugationsréhrchen gefullt, per Magnet separiert und der
Uberstand abgezogen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der EDC-Lésung und die Aktivie-
rungsinkubation. Danach erfolgten Waschungen der Partikel mit Aktivierungspuffer, um
Uberschissiges EDC zu entfernen, die Zugabe der Enzymlésung und die Kopplungsinkuba-
tion. Im Anschluss wurden Waschungen mit Waschpuffer durchgefthrt. Zur Lagerung wur-
den die Partikel mit Lagerpuffer gewaschen und bei 4 °C gelagert.



34 3. Material und Methoden

Die Partikel wurden auf ihre Beladung und ihre Aktivitdt hin analysiert. Als Benennungskon-
vention gilt: Peptid-, bzw. Enzymeinsatzkonzentration, Partikelbeladung und -aktivitat sind
auf Gramm Partikel normiert. Als spezifische Aktivitat wird die Enzymaktivitat des freien En-
zyms pro Milligramm Enzymmasse bezeichnet. Fur die Beladungsausbeute gilt Formel (3.3),
die Masse an Enzym/Peptid in mg wird auf die Masse der Partikel in g normiert.

Beladun beute Immobilisierte Masse Enzym, bzw. Peptid [mg / ] 100 % (3.3)
gsausbelle = ~Fgesetzte Masse Enzym, bzw. Peptid [mg / g] ° '

Flr die Aktivitatsausbeute gilt Formel (3.4), die Aktivitat an a-Chymotrypsin in Units wird ana-
log zu Formel (3.3) auf die Masse der Partikel in g normiert.

Aktivitatsausbeut Immobilisierte Aktivitat a-Chymotrypsin [U / g] 100 % 3.4
v usbeute = Eingesetzte Aktivitat a-Chymotrypsin [U / g] ° (3:4)

3.8 Extraktionsstudien

Fir den Einsatz der M-PVA Partikel in einem industriellen Prozess ist die Kenntnis der Stof-
fe, die sich unter Prozessbedingungen aus den Partikeln herauslésen, bzw. extrahieren las-
sen, von groBer Bedeutung. Fir Extraktionsstudien wurden ausschlieBlich Partikel ohne im-
mobilisiertes Enzym untersucht. In Ricksprache mit dem Partikelhersteller PerkinElmer
chemagen wurde auf die zur Partikelsynthese eingesetzten Reagenzien Magnetit (Eisen-
oxid), Cer, Acrylsaure, Polyvinylalkohol und Glutaraldehyd analysiert. Die carboxylierten M-
PVA C22 Partikel (Charge: C22-0125110) wurden in einer wassrigen Suspension mit einer
Konzentration von 50 mg/ml geliefert und fir die Extraktionsstudien in verschiedenen L&-
sungsmitteln gewaschen. Als Versuchsbedingungen wurden Extreme der Reaktions- und
Lagerbedingungen bei und nach der Immobilisierung gewahlt. Als Lésungsmittel wurden
MilliQ-Wasser, ein Hochsalzpuffer (0,1 M MES 0,5 M NaCl pH 5,5), 1 mM HCI und Ethanol

(absolut) eingesetzt.

Fir die Extraktionswaschungen wurden die Partikel aus der Ursupension (Lieferzustand,
Partikelkonzentration = 50 mg/ml) abgetrennt und zweimal mit gleichem Volumen MilliQ ge-
waschen und resuspendiert. Mit dieser Lésung erfolgte gravimetrisch eine Konzentrations-
bestimmung der Partikel. Die Extraktionsversuche erfolgten in Doppelansatzen. Von den
gewaschenen Partikeln wurden je 3 ml in 15 ml Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt und mit
gleichem Volumen im entsprechenden L&sungsmittel gewaschen. Der Uberstand wurde
verworfen und die Partikel mit Lésungsmittel auf 15 ml aufgefillt, die Partikelkonzentration in
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den Lésungsmitteln betrug daher 10 mg/ml. Es erfolgte eine Inkubation der Partikel fir 24 h
bei 60 °C, 750 rpm in einem Eppendorf Thermomixer. Die gewahlte Temperatur lag auBer-
halb des Bereichs von 4 bis 37 °C der Reaktions- oder Lagerbedingungen. Nach der Inkuba-
tion erfolgte die Separation der Partikel von den Uberstanden per Zentrifugation fiir 10 min
mittels einer Eppendorf Laborzentrifuge (Centrifuge 5702 RH, 3000 RCF) und anschlieBend
per Permanentmagnet. Da Ethanol sowohl bei der Atomemissionsspektrometrie (engl. induc-
tively coupled plasma optical emission spectrometry, ICP-OES) eine andere Geratekonfigu-
ration voraussetzt, als auch bei der lonenchromatographie stért, wurden das Ethanol bei
60 °C verdampft und die Rickstdénde mit gleicher Menge MilliQ-Wasser aufgeflillt. Es erfolg-
te eine Analyse der Uberstande mittels ICP-OES auf Eisen und Cer und mittels Anionen-
chromatographie auf Acrylsdure. Fir den Polyvinylnachweis wurde eine Methode mittels
basischer lodlésung angewendet [74] und fir den Aldehydnachweis ein kommerzielles Test-
kit (Amplite Fluorimetric Aldehyde Quantitation Kit) eingesetzt.

Fur die ICP-OES wurde ein PerkinElmer Optima 8300 ICP-OES Spektrometer eingesetzt.
Die Probenzufuhr erfolgte per Schlauchpumpe mit einem Volumenstrom von 0,8 ml/min, als
Zerstauber wurde ein Burgener Teflon MiraMist in einer Zyklonzerstauberkammer verwen-
det. Der Hochfrequenzgenerator hatte eine Frequenz von 40 MHz und eine Leistung von
1400 W. Die ICP-Torch war eine Quarzfackel und der Injektor aus Al,O3; (Durchmesser
2 mm). Die Argonvolumenstréme betrugen fir das Plasma 15 I/min, fir das Schubgas
0,6 I/min und flr das Zerstdubergas 0,5 I/min. Die Plasmabetrachtung erfolgte axial. Der Mo-
nochromator zur Plasmabetrachtung hatte eine stickstoffgespulte Echelle-Optik mit 2 SCD-
Detektoren (Auflésung bei 200 nm: < 6 pm). Eisen wurde bei 234,830; 238,202; 238,863 und
259,938 nm, Cer bei 401,235; 413,373; 413,756; 418,657 und 456,228 nm detektiert. Die
Integrationszeit betrug 1-5 s.

Far die Anionenchromatographie wurde ein Dionex DX-500 lonenchromatograph mit einer
25 ul Probenschleife und einem ASRS 300 4 mm Suppressor verwendet. Als Chromatogra-
phiesdule wurde eine Thermo Scientific lon Pac AG 11 (4x50 mm) Saule eingesetzt. Der
Eluentstrom betrug 1 ml/min, der Gradient 1,5-35 mmol/| NaOH Utber 15 min.

Der PVA-Assay wurde nach [74] wie folgt angepasst: Zu 4 ul 0,05 mol/l lodlésung und 100 pl
40 mg/ml Boraxlésung wurden 150 pl Probe gegeben und bei 694 nm in einem PerkinElmer
Enspire UV-Spektirometer ausgelesen. Als Standard diente eine PVA-Lésung in den ent-
sprechenden Lésungsmitteln (PVA vollhydrolysiert, molare Masse ca. 60000 g/mol) im Kon-
zentrationsbereich 1-10 mg/I.
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3.9 Protokolloptimierung mittels statistischer Versuchsplanung

3.9.1 Optimierung der kovalenten Immobilisierung

Die Immobilisierung von a-Chymotrypsin und Tyrosin-Tripeptid an C22 Partikel (Charge
C250) wurde mittels DoE-Anséatzen néaher untersucht und optimiert. Die beiden Schritte der
Zweischrittimmobilisierung, Schritt 1 die Partikelaktivierung mittels EDC, Schritt 2 die En-
zymkopplung auf den aktivierten Partikeln, wurden getrennt voneinander untersucht. Die
Parameter des jeweils anderen Schritts wurden konstant gehalten. Die diesem Vorgehen
zugrunde liegende Annahme war, dass sich die beiden Schritten nicht oder nur wenig ge-
genseitig beeinflussen und daher getrennt betrachtet werden kénnen. Die Antworten des,
mittels DoE, untersuchten Systems waren die Beladungs- und Aktivitatsausbeuten, die stets
maximiert werden sollten. Die pH-Werte, die zu Beginn des DoEs verwendet wurden, basier-
ten auf Vorversuchen, die wiederum auf Rlcksprache mit PerkinElmer chemagen, Produkt-
informationen zu EDC [75] und Literaturdaten [15] basierten. Durch Vorversuche zeigte sich
weiterhin, dass eine variierte Enzymeinsatzkonzentration innerhalb eines DoE-Experiments
einen zu hohen Einfluss auf das Ergebnis hat und alle anderen Parameter tberdeckt. Daher
wurde die Enzymeinsatzkonzentration konstant gehalten. Fir die Erstellung der Versuchs-
pldne und zur Auswertung der Versuchsreihen wurde die DoE-Software MODDE, Versi-
on 9.0, Umetrics AB verwendet. Die Modellerstellung erfolgte mittels Multipler Linearer Re-
gression (MLR). Die folgenden Ausfihrungen sind dem Handbuch entnommen [46], statisti-
sche Grundlagen kénnen bei Montgomery nachvollzogen werden [45].

Die Evaluation des Modells geschieht mittels Varianzanalyse (engl. Analysis of Variance,
ANOVA). Bei ANOVA werden die Quadratsummen der Werte einer Antwort betrachtet. Die
gesamte Quadratsumme der beobachteten Werte aller Antworten y; (engl. Sum of Squares
total, SS;,a) entspricht der Quadratsumme der durch das Modell berechneten Antwort (SS
der Regression, SSgeg) und der Fehlerquadratsumme (SS der Residuen, SSgesig). Es gilt fol-
gender Zusammenhang:

SStotal = SSReg+ SSResid (3.5)
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Fir die, um den Mittelwert korrigierten, SSq gilt:

2
SStotaI = Z y|2_ (Z yl) (36)

n

Die multiple lineare Regression (MLR) berechnet die Koeffizienten des Modells so, dass
SSkgesig, d.h. die Summe der quadrierten Abweichung zwischen dem beobachteten und dem
angenaherten Wert, minimal ist. Flr SSgesig gilt damit, mit y; als wahren Wert und y; als Wert
aus der Regression:

SSpesid = Z(Yi' V,)z (3.7)

Mittels des BestimmtheitsmaBes des Modells R? lassen sich Aussagen iiber die Anpassung
der Versuchsdaten (beobachtete Antworten) an die Modelldaten machen, wobei 0 keinen
Zusammenhang und 1 ein perfektes Modell bedeutet:

SSF<lesid

R?=1- —=¢
SStotal

(3.8)

Die Gute des Modells zur Vorhersage lasst sich mit dem Fehlerquadrat der Vorhersage
(engl. Prediction Error Sum of Squares, PRESS) und dem Bestimmtheitsmaf der Vorhersa-
ge RPvomersage: bzW. @2, dhnlich wie bei der multivariaten Modellerstellung der FTIR ATR Me-
thode (Kapitel 3.10.4), bewerten:

PRESS = z (yi_yi,Vorhersage)z (3'9)

Und fir R%yomersage, bzw. Q gilt:

PRESS

Y 3.10
SStotal ( )

2 2
Q" = RVorhersage =1-

Die nicht im Modell abgebildete Variation SSgresig l1&sst sich nach Formel (3.11) weiter zerle-
gen:

SSF<lesid = SSModellfehler"‘SSWiederhqungsfehIer (3-1 1)

Diese Zerlegung ist den Ursachen der nicht erklarten Variation geschuldet. SSyogetienier ISt im
Umstand begriindet, dass das Modell das System nicht perfekt beschreibt, SSwiegernolungsiehter
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entstammt den Variationen, die bei der Mehrfachbestimmung eines Experiments auftreten.
Zur Berechnung von SSyiederolungstenier Wird daher allein das dreifachbestimmte Zentralpunkt-
experiment herangezogen. Durch die Subtraktion von SSwiedernolungsfehier VON SSgesia Wird SSy,.
gelifenier €rhalten. Durch die Division der SS durch die Freiheitsgrade (engl. Degree of Free-
dom, DF) wird die Varianz (engl. Mean squares, MS) berechnet:

SS
=== 3.12
MS oF (8.12)

Far ein gutes Modell sind sowohl der Modellfehler, als auch der Wiederholungsfehler klein
und von ahnlicher GréBe. Dies lasst sich mittels dem ,Lack of Fit* Test, eines F-Tests der
Varianzen fir den Modellfehler und den Wiederholungsfehler formell testen.

MS
F= Modellfehler (3.1 3)

MSWiederhqungsfehIer

Aus dem F-Wert wird der p-Wert ermittelt (siehe dazu die Ausfuhrungen bei Mont-
gomery [45]), ist dieser groBer als der p-Wert von 0,05 so hat der Modellfehler die gleiche
GréBenordnung wie der Wiederholungsfehler. Das bedeutet einen kleinen Modellfehler und
damit eine gute Anpassung der wahren Daten durch das Modell. Das Modell kann damit als
statistisch valide angesehen werden.

Die Reproduzierbarkeit beschreibt die Varianz der Antwort unter gleichen Faktorbedingun-
gen, d.h. beim dreifach bestimmten Zentralpunkt im Vergleich mit der gesamten Varianz der
Antwort. Ein Wert von 1 bedeutet eine perfekte Reproduzierbarkeit.

MSw:
Reproduzierbarkeit = 1 - ( W'EderhO'“ngSfeh'er>

3.14
MSio (3.14)

Zu Beurteilung der Modellgiite wurden die vier Modellparameter BestimmtheitsmaB (R?),
BestimmtheitsmaR der Vorhersage (Q%), Modelvaliditat (in Form des p-Werts des Lack of Fit
Tests) und Reproduzierbarkeit herangezogen und basierend auf dem Handbuch zur Soft-
ware wie folgt bewertet:

e Die Differenz zwischen R%— Q2 soll kleiner 0,2 bis 0,3 sein.

e Q%soll groBer 0,5 sein.

e Die p-Wert des Lack of Fit Tests soll gréBer als 0,05 sein, damit gilt das Modell als
valide.

e Die Reproduzierbarkeit soll gréBer als 0,5 sein.
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Zu den fur jedes Modell berechneten Koeffizienten werden immer Vertrauensintervalle (95 %
Konfidenzintervalle) angeben. Diese Vertrauensintervalle werden nicht aus den Zentralpunkt-
experimenten berechnet, sondern aus den gesamten Daten, auf denen das Modell basiert,
unter Annahme einer t-Verteilung, abgeschatzt. Eine t-Verteilung ist, abhéngig von der Zahl
der Freiheitsgrade, flacher als eine Normalverteilung. Je mehr Freiheitsgrade verfugbar sind,
desto mehr ndhert sich die t-Verteilung der Normalverteilung an. Die Betrachtung des Be-
trags des Konfidenzintervalls ist wichtig, um zu entscheiden, ob ein Koeffizient Auswirkungen
auf das erstellte Modell hat. Ist der Betrag des Konfidenzintervalls mindesten doppelt so grof3
wie der Wert des Koeffizienten, ist auch 0 ein mdglicher Wert. Der Koeffizient hat damit kei-
nen Einfluss, kann aus dem Modell entfernt und dieses neu berechnet werden. Dieses Vor-
gehen wird so lange durchgeflihrt, bis nur noch statistisch relevante Koeffizienten im Modell

vorhanden sind.

3.9.2 Screening der Aktivierungsbedingungen mit EDC

Als erstes wurde fir die Aktivierungsbedingungen mit EDC ein Screening-DoE durchgefiihrt,
um einen ersten Eindruck Uber die wichtigen Faktoren und entsprechenden Faktoreinstellun-
gen zu erhalten. Fir das Screening wurde ein zweistufiger, vollfaktorieller Screening Ver-
suchsaufbau verwendet. Die Immobilisierung erfolgte nach den in Tabelle 4 dargestellten
Parametern. 23 mg Partikel wurden flr jeden Versuchsansatz verwendet, das Volumen der
EDC-Lésung und Waschungen betrug jeweils 500 pl. Die Einsatzkonzentration an
a-Chymotrypsin betrug 31 mg/g Partikel. Nach der EDC-Aktivierung wurden die Partikel
zweimal in Aktivierungspuffer gewaschen, nach der Enzymkopplung finfmal mit 0,1 M Tris
0,02 M CaCl, pH 9. Die Enzymbeladung der Partikel wurde mittels BCA bestimmt, die Aktivi-
tat per Suc-AAPF-pNA-Assay. Der Aktivierungspuffers war MES-Puffer, dieser besitzt einen
pK,-Wert von 6,15 [76]. Inklusive der drei Versuche zum Zentralpunkt ergaben sich in die-
sem DoE-Ansatz 19 Versuche. Die Versuchsbedingungen der Einzelversuche sind mit den
Ergebnissen zusammen in Tabelle 29 im Abschnitt 7.1.1 im Anhang dargestellt.

Tabelle 4: Variierte und konstante Parameter des Screening-DoEs zur Partikelaktivierung.

.. . . Konstante Parameter der Enzym-
Variierte Parameter zur Partikelaktivierung

kopplung
pH Aktivierung (0,1 M MES) 5,3; 5,5; 5,7 pH Kopplung (0,1 M MES) 7,1
Aktivierungstemperatur [°C] 11;24; 37 Kopplungstemperatur [°C] 25
Aktivierungszeit [min] 10; 22,5; 35 Kopplungszeit [h] 2,5

EDC-Konzentration [g EDC / g Partikel]  0,18; 0,22; 0,27
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3.9.3 Optimierung der Aktivierungsbedingungen mit EDC

Basierend auf den Screening-Ergebnissen zur Partikelaktivierung (Kapitel 4.3.1 im Ergebnis-
teil) wurde ein gréBerer Optimierungsversuch zur Aktivierung von M-PVA C22 Partikeln
durchgefiihrt. Fir den Optimierungsansatz mittels Response Surface Modelling (RSM) wurde
ein sog. Onion-Design verwendet. Die Idee hinter diesem “Zwiebelschalen’-Modell ist, dass
nicht nur drei Wertevariationen pro Parameter (niedriger Wert, Zentralpunkt, hoher Wert) in
das Modell einflieBen, sondern in “Schalen” mehr Wertevariationen untersucht werden, in
diesem Fall drei niedrige und drei hohe Werte. |dealerweise zeigt sich dann ein Parameter-
optimum innerhalb des untersuchten Bereichs und nicht nur die Richtung, in der dieses Op-
timum, basierend auf dem Modell, liegt. Weiterhin sollten tber die Erhéhung der Schritte
Aussagen zur Robustheit der Aktivierung méglich sein, d.h. dartber in wie fern kleinere Vari-
ationen Einfluss auf das Immobilisierungsergebnis haben, was gerade im Hinblick auf einen
Scale-up der Immobilisierung von Interesse ist. Da ein vollfaktorieller Versuchsplan zu viele
Einzelversuche benétigen wirde, wurde die Versuchsanzahl durch einen ,Determinanten

Optimalen” (D-Optimal) Algorithmus reduziert [44].

Als Modellparameter wurden wiederrum die EDC-Konzentration, der pH-Wert, die Aktivie-
rungszeit und die Aktivierungstemperatur verwendet. Beim Screening-DoE wurde der pH-
Wert im Bereich 5,3-5,7 zwar als nicht signifikant identifiziert, da dies aber keine Ruck-
schllisse fir einen erhéhten Wertebereich (5,3—6,5) zuléasst, wurde er erneut als Parameter
aufgenommen. Alle Parameter wurden in je 7 Schritten variiert. Die Variationen sind in Ta-
belle 5 dargestellt. Die Einsatzkonzentration an a-Chymotrypsin bei diesem DoE-Ansatz be-
trug 37,4 = 1,7 mg/g. Alle anderen Versuchsbedingungen entsprachen denen des Screening-
Versuchs (siehe Kapitel 3.9.2). Inklusive der drei Zentralpunktversuche ergaben sich 44 Ver-
suche in diesem DoE-Ansatz. Die Versuchsbedingungen der Einzelversuche sind mit den
Ergebnissen zusammen in Tabelle 30 im Abschnitt 7.1.2 im Anhang dargestellt.

Tabelle 5: Variierte und konstante Parameter des RSM Onion-Designs zur Partikelaktivierung.

Konstante Parameter der Enzymkopp-
Variierte Parameter zur Partikelaktivierung y PP

lung
pH Aktivierung (0,1 M MES)  5,3; 5,5; 5,7; 5,9; 6,1; 6,3; 6,5 pH Kopplung (0,1 M MES) 7,1
Aktivierungstemperatur [°C] 10; 15; 20; 25; 30; 35; 40 Kopplungstemperatur [°C] 25
Aktivierungszeit [min] 6; 16; 26; 36; 46; 56; 66 Kopplungszeit [h] 2,5

EDC-Konzentration 0,05; 0,12; 0,19; 0,27; 0,34;
[g EDC / g Partikel] 0,42; 0,49




3. Material und Methoden 41

3.9.4 Erweiterung des Onion-Designs um héhere EDC-Konzentrationen

Da im Onion-Design noch kein klares Optimum gefunden wurde, gerade in Bezug auf die
EDC-Konzentration (siehe Kapitel 4.3.2 im Ergebnisteil), wurde als letzte Untersuchung der
Aktivierungsbedingungen der Wertebereich des Onion-Designs erweitert, um EDC-
Konzentrationen bis 1,3 g EDC / g Partikel abzudecken. Diese Konzentration entspricht dem
achtfachen molaren Uberschuss an EDC-Molekiilen gegeniiber den zur Verfiigung stehen-
den Carboxygruppen auf der Partikeloberflache (900 pmol COOH / g Partikel). Es wurde ein
konstanter pH-Wert von 5,3 verwendet, wahrend die Aktivierungstemperatur und die Aktivie-
rungszeit im gleichen Wertebereich wie das Onion-Design waren, jedoch mit weniger Zwi-
schenschritten. Die Einsatzkonzentration an a-Chymotrypsin bei den Versuchen zur Erweite-
rung des Onion-Designs betrug, wie beim Onion-Design, 37,4 + 1,7 mg/g. Alle anderen Ver-
suchsbedingungen entsprachen, ebenfalls wie beim Onion-Design, denen des Screening-
Versuchs (Kapitel 3.9.2). MODDE erlaubt durch die Nutzung eines sog. D-Optimalen Opti-
mierungsdesigns das Einlesen der Datenpunkte aus dem Onion-Design und ergénzt den
restlichen, abzudeckenden Raum. Dadurch ergaben sich, inklusive drei neuer Zentralpunkt-
versuche, 18 zusétzliche Versuche. Die Parameter der Design-Erweiterung sind in Tabelle 6
zusammengefasst. Die Versuchsbedingungen der Einzelversuche sind mit den Ergebnissen
zusammen in Tabelle 31 im Abschnitt 7.1.3 im Anhang dargestellt.

Tabelle 6: Variierte und konstante Parameter der Modellerweiterung des Onion-Designs zur
Partikelaktivierung.

Konstante Parameter der Enzym-
Variierte Parameter zur Partikelaktivierung y

kopplung
pH Aktivierung (0,1 M MES) 5,3 pH Kopplung (0,1 M MES) 71
Aktivierungstemperatur [°C] 10; 20; 25; 30; 40 Kopplungstemperatur [°C] 25
Aktivierungszeit [min] 6; 26; 36; 46; 66 Kopplungszeit [h] 2,5

EDC-Konzentration [g EDC / g Partikel] 0,68; 0,89; 1,30

3.9.5 Optimierung der Kopplungsbedingungen von a-Chymotrypsin

Nach der Optimierung der Aktivierung der C22 Partikel mittels EDC wurde ein DoE fiir die
Optimierung der Kopplungsbedingungen des a-Chymotrypsins durchgefiihrt. Es wurde ein
zweistufiger, vollfaktorieller Versuchsplan gewahlt. Die konstanten und variierten Parameter
dieser Versuchsreine sind in Tabelle 7 dargestellt. Die Einsatzkonzentration an
a-Chymotrypsin betrug 42 + 0,6 mg/g. Die Partikel wurden nach der Aktivierung zweimal in
doppeltem Volumen in Aktivierungspuffer 0,1 M MES pH 5,3 gewaschen, bevor die En-
zymldsungen mit unterschiedlichen pH-Werten zugegeben und bei den angegebenen Tem-
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peraturen und Zeiten inkubiert wurden. Als Puffer wurde 0,1 M MES verwendet. Das sonsti-
ge Vorgehen entsprach dem des Screening-Versuchs zur Aktivierung (Kapitel 3.9.2). Die
Versuchsbedingungen der Einzelversuche sind mit den Ergebnissen zusammen in Tabelle
32 im Abschnitt 7.1.4 im Anhang dargestellt.

Tabelle 7: Variierte und konstante Parameter des DoEs zur Optimierung der a-Chymotrypsinkopplung.

Konstante Parameter zur Partikelaktivierung Variierte Parameter der Enzymkopplung

pH Aktivierung (0,1 M MES) 5,3 pH Kopplung (0,1 M MES) 5,3; 6,2; 7,1
Aktivierungstemperatur [°C] 11 Kopplungstemperatur [°C] 11; 24; 37
Aktivierungszeit [min] 35 Kopplungszeit [h] 1;2,5;4
EDC-Konzentration [g EDC / g Partikel] 0,23

3.9.6 Optimierung der Kopplungsbedingungen von Tyrosin-Tripeptid

Far das Tyrosin-Tripeptid wurde ebenfalls ein DoE fir die Optimierung der Kopplungsbedin-
gungen durchgefthrt. Es wurde ein zweistufiger, vollfaktorieller Versuchsplan gewahlt. Die
konstanten und variierten Parameter sind in Tabelle 8 zusammengestellt. Da das Tyrosin-
Tripeptid mit dem N-Terminus der Peptidkette nur eine Aminogruppe zur Kopplung enthalt
und keine Aminogruppen in den Seitenketten, ist davon auszugehen, dass der zur Kopplung
optimale pH deutlich tGber dem pk,-Wert der Aminogruppe liegt (pNH, = 9,11 [77]), da far
eine vollsténdige Kopplung alle Aminogruppen neutral vorliegen missen. Fir die drei einge-
setzten pH-Werte wurden als Puffer 0,1 M Tris pH 8,5; 0,1 M CAPS pH 10,25 und 0,1 M
Phosphat pH 12 eingesetzt. Die Einsatzkonzentration an Tyrosin-Tripeptid betrug
54 + 6 mg/g. Das sonstige Vorgehen entsprach dem des Screening-Versuchs zur Aktivierung
(Kapitel 3.9.2). Die Versuchsbedingungen der Einzelversuche sind mit den Ergebnissen zu-
sammen in Tabelle 33 im Abschnitt 7.1.5 im Anhang dargestellt.

Tabelle 8: Variierte und konstante Parameter des DoEs zur Tyrosin-Tripeptidkopplung.

Konstante Parameter zur Partikelaktivierung Variierte Parameter der Peptidkopplung

pH Aktivierung 5,3 pH Kopplung 8,5;10,25; 12
Aktivierungstemperatur [°C] 11 Kopplungstemperatur [°C] 11;24; 37
Aktivierungszeit [min] 6 Kopplungszeit [h] 1;2,5;4

EDC-Konzentration [g EDC / g Partikel] 0,71
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3.10 Bestimmung der Enzym-/Peptidbeladung der Partikel mittels
FTIR ATR

3.10.1 Calcium-Entfernung von den Immobilisaten

Aus Vorversuchen war der groBBe Einfluss von Calcium auf die Aufnahme der FTIR ATR
Spektren bekannt. Da Calcium als Cofaktor von a-Chymotrypsin in der Waschlésung nach
der kovalenten Immobilisierung verwendet wird, musste geklart werden, ob sich Calcium von
den Immobilisaten entfernen lasst. Dafir wurde der Komplexbildner Ethylendiamintetra-
essigsaure (EDTA) verwendet. Es wurden C22 Partikel (Charge C250) nach dem Protokoll
fur diese Partikel in Kapitel 3.11.2 mit einer Enzymeinsatzkonzentration von 49 mg/g immobi-
lisiert und anschlieBend entsprechend dem Protokoll mit 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 ge-
waschen. Partikelproben ohne immobilisiertes a-Chymotrypsin und die Immobilisate wurden
folgenden Waschungen in jeweils dreifachem Uberschuss unterzogen (Partikelkonzentration
aller Proben vor den Waschungen: 34 mg/ml):

I.  Partikel im Lieferzustand dreimal in 0,1 M MES pH 5,3 gewaschen
Il.  Partikel nach der MES-Waschung () zweimal in MilliQ gewaschen
lll.  Partikel wie Immobilisate in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 gewaschen und zusétzlich
1. Partikel zweimal mit 0,02 M EDTA 0,1 M MES pH 5,3 gewaschen
2. Partikel nach der EDTA-Waschung (l1l.1) zweimal mit MilliQ gewaschen
IV.  Immobilisate in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 gewaschen und zusatzlich
1. Immobilisate zweimal mit 0,1 M MES pH 5,3 gewaschen
2. Immobilisate nach der MES-Waschung (IV.1) zweimal mit MilliQ gewaschen
V. Immobilisate in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 gewaschen und zusatzlich zweimal mit
0,02 M EDTA 0,1 M MES pH 5,3 gewaschen
VI.  Immobilisate nach der EDTA-Waschung (V) zweimal mit MilliQ gewaschen

Die Uberstande der Waschungen wurden vor dem Trocknen der Partikel abgezogen, eine
zusatzliche Waschung, wie in Kapitel 3.10.2 beschrieben, erfolgte nicht. Die FTIR ATR Mes-
sung wurde nach Kapitel 3.10.3 durchgefthrt.

3.10.2 Vorbereitende Waschungen und Trocknung zur FTIR ATR Messung

Je 100 ul Partikelsuspension (bei einer Partikelkonzentration von 50 mg/ml) wurden in drei-
fachem Uberschuss fiir jeweils 5 min bei 1400 rpm und 25 °C zweimal in 0,1 M MES 0,02 M
EDTA pH 5,3 gewaschen um eventuelles Calcium zu entfernen und zweimal in MilliQ-
Wasser um den Puffer zu entfernen. Die Waschungen erfolgten in 2 ml Mikroreaktionsgefa-
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Ben im Thermomixer. Der Uberstand wurden anschlieBend abgezogen und verworfen und
die Partikel Uber Nacht bei 60 °C im Trockenschrank getrocknet.

3.10.3 Durchfihrung FTIR ATR Messungen

Far die FTIR ATR Messungen wurde ein Bruker Optik Tensor 27 Spektrometer mit einem
Raumtemperatur Detektor aus deuteriertem Triglycinsulfat (engl. room temperature deutera-
ted tri glycinesulfate, RT-DTGS) mit einer Bruker Optik Platinum ATR Einheit (Diamantkristall
mit einfacher Strahlbrechung) verwendet. Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur (klima-
tisiert auf 22 + 1 °C) mit Hilfe der Software Bruker OPUS 7.2 aufgenommen. Die Spektren
wurden im Wellenzahlenbereich 4000 cm™ bis 400 cm™ mit einer Aufldsung von 4 cm™ ge-
gen einen Luft-Background aufgenommen. 64 Scans wurden pro Spektrum gemittelt. Pro
Probe wurden ca. 5 mg getrockneter Partikel leicht gemérsert, auf die ATR-Einheit gegeben
und der Stempel der Einheit geschlossen, um einen gleichméaBigen Anpressdruck der Probe
auf den Kristall zu gewahrleisten. Proben, die zur Erstellung eines Kalibrationsmodells dien-
ten, wurden zwanzigmal gemessen. Bei unbekannten Proben, die gegen das Modell quanti-
fiziert wurden, erfolgte eine zehnmalige Messung. Zwischen den Messungen wurden die
Proben per Spatel auf dem ATR Kristall bewegt und neu angeordnet, um so méglichst viele
unterschiedliche Partikel im Strahlengang zu vermessen und einen Querschnitt Gber die
Probe zu erhalten. Zwischen verschiedenen Proben wurde der Kristall mit 80 % Ethanol ge-
reinigt. Der Einfluss von atmosphéarischem Wasser wurde in der OPUS Software kompen-
siert. Alle Spektren wurden vektornormalisiert, um Offset-Variationen zwischen den Spektren
sowie unterschiedliche Probendicken auszugleichen [78]. Die Vektornormalisierung berech-
net zuerst den durchschnittlichen y-Wert des Spektrums. Dieser wird dann vom Spektrum
subtrahiert, wodurch sich das Spektrum bei y = 0 zentriert. AnschlieBend wird die Summe
der Quadrate aller y-Werte gebildet und das Spektrum durch die Wurzel dieses Wertes divi-
diert [79].

3.10.4 Erstellung multivariater Kalibrationsmodelle

Far die Erstellung der multivariaten Kalibration wurde die Partial Least Square (PLS) Metho-
de des Quant 2 Pakets der OPUS Software verwendet, in welchem der PLS1 Algorithmus
implementiert ist. Eine vertiefte Einflihrung in die Methode ist im Leitfaden ,Multivariate Kalib-
ration“ von Conzen [67] gegeben. Vereinfacht ausgedriickt werden fir die multivariate Kalib-
ration Spekirendaten Punkt flr Punkt zeilenweise in eine Matrix X geschrieben, eine Eigen-
vektorzerlegung durchgefiihrt und mit einer zweiten Matrix Y, in der die zugehdérigen Kon-
zentrationen enthalten sind, Uber den Regressionsvektor b korreliert:
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Y=X-b (3.15)

Dieser Regressionsvektor kann mittels Partial Least Square Regression (PLS-Regression)
berechnet werden. Fir die Berechnung von b werden nur die Spektrenbereiche verwendet,
die einen Zusammenhang zwischen Y und X zeigen, analytisch also relevant sind. Per BCA
bestimmte Beladungen wurden flr die Kalibrationen als Referenzwerte verwendet. Die Vali-
dierung erfolgte per Kreuzvalidierung (Leave-One-Out Validierung). Das bedeutet, dass alle
Proben sowohl zur Kalibration, als auch zur Validierung eingesetzt werden. Dazu wird jede
Probe einmal zur Erstellung eines Kalibriermodells weggelassen und gegen dieses Modell
vorhergesagt. Das geschieht so lange, bis jede Probe einmal ausgelassen wurde. Dies un-
terscheidet die Kreuzvalidierung von der Test-Set-Validierung, bei der separate Kalibrations-
und Validierungsprobensets zur Modellerstellung verwendet werden. Der Vorteil der
Kreuzvalidierung gegenlber der Test-Set-Validierung liegt in der niedrigeren bendtigten Pro-
benanzahl [65], [67], [78]. Das resultierende Modell wurde hinsichtlich eines mdéglichst guten
BestimmtheitsmaB R®yomersage ZWischen Vorhersage und Referenzwert und eines méglichst
kleinen quadratischen Mittelwertfehlers der Kreuzvalidierung (engl. root mean square error of
cross validation, RMSECV) optimiert. Fiir R%yomersage gilt:

2
) (yi, wahr " Yi, Vorhersage)

2
2 (yi! wahr ~ Yi, Mittelwert)

I:{\2/orhersage= 1- 100 % (3.16)

In der Formel steht y; wan, fr den Referenzwert und i vorhersage fr den vom Modell vorherge-
sagten Wert. Der Mittelwert der Referenzwerte y; witewert O€rechnet sich nach Formel (3.17)
mit n fUr die Anzahl der Spektren:

2 Yi, wahr
Yi, Mittelwert= (3.17)



46 3. Material und Methoden

Fir den RMSECYV gilt:

1 2
RMSECV = \/ﬁ Z (yi, wahr " Yi, Vorhersage) (3.18)

Wie an der Formel zu erkennen ist, wird der RMSECV &hnlich der Standardabweichung ei-
nes Mittelwerts berechnet, mit dem Unterschied das mit y; wanr Nicht der Mittelwert, sondern
der Referenzwert verwendet wird. Daher wird die Vorhersagegenauigkeit des Modells mit
+ RMSECV angegeben, wobei 2 x RMSECV dem 95 % Konfidenzintervall entspricht. Das
Modell wurde weiterhin auf einen minimalen Rang (ein Synonym flr die Anzahl der verwen-
denden PLS-Faktoren, also Eigenvektoren der Matrix X) hin optimiert, damit weder unbe-
kannte Konzentrationsdaten unvollstandig erklart werden (Underfitting), noch ein Uberbe-
stimmtes Modell, auf Grund der Interpretation des Hintergrundrauschens (Overfitting), erhal-
ten wird [60], [64]. Zusétzlich zu dieser ,internen“ Kreuzvalidierung wurden noch verschiede-
ne ,externe® Validierungsproben erstellt und gegen die passenden Modelle gemessen. Fir
das Tyrosin-Tripeptid wurden sechs neue Proben immobilisiert und gegen das Tyrosin-
Modell gemessen (Kapitel 3.11.3), fir die adsorptive a-Chymotrypsin-Immobilisierung wurde
eine Konzentration in Doppelansétzen immobilisiert und unter (desorbierendem) Aktivitats-
assay-pH rezykliert (Kapitel 3.11.1 und 3.12.1). FlOr die Validierung der kovalenten
a-Chymotrypsin-Immobilisierung wurden fir zwei Partikelchargen (C250 und 0104103) Bela-
dungskurven erstellt und diese gegeneinander gemessen (Kapitel 3.11.2), sowie flr eine
dieser Partikelchargen (C250) zwei Konzentrationen in Doppelansatzen immobilisiert und
ebenfalls unter Aktivitdtsassay-pH Bedingungen rezykliert (Kapitel 3.12.2). Das Modell der
anderen Partikelcharge (0104103) diente zur Quantifizierung der Partikelbeladung unter
halbtechnischen Bedingungen (Kapitel 3.14).

3.11 Beladungskurven adsorptiver und kovalenter Immobilisierungen

3.11.1 Adsorptive Immobilisierung von a-Chymotrypsin

Um die mégliche adsorptive Beladung von a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln (Charge C250)
zu bestimmen, wurden zehn Einsatzkonzentrationen im Konzentrationsbereich 4,3—
140,4 mg/g in Doppelansatzen eingesetzt. Die adsorptive Immobilisierung erfolgte nach den
in Tabelle 9 dargestellten Parametern. Die Partikel wurden entsprechend Kapitel 3.7.2 vorbe-
reitet. 28 mg Partikel wurden fiir jeden Versuchsansatz verwendet, das Volumen der Enzym-
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Lésung und Waschungen betrug jeweils 500 pl. Nach der Enzymkopplung wurden die Parti-
kel sechsmal mit 0,1 M MES pH 5,5 gewaschen. Die Enzymbeladung der Partikel wurde mit-
tels BCA bestimmt, die Aktivitdt per Suc-AAPF-pNA-Assay. Um eine Desorption von
a-Chymotrypsin wahrend der Vorbereitung fir die FTIR ATR Messungen zu vermeiden, wur-
den die Partikel nicht in EDTA-L&sung und MilliQ gewaschen, wie in Kapitel 3.10.2 beschrie-
ben, sondern nach der Uberstandsentfernung des MES-Puffers nur getrocknet. Die Validie-
rung des erstellten FTIR ATR Modells erfolgte durch den rezyklierten Einsatz adsorptiver
Immobilisate unter Desorptionsbedingungen (Kapitel 3.12.1).

Tabelle 9: Parameter der adsorptiven Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf C22 C250 Partikeln zur
Erstellung einer Beladungskurve.

Parameter C22 C250
Enzymeinsatzkonzentration [mg a-Chymotrypsin / g Partikel] 4-140
Kopplungspuffer 0,1 M MES pH 5,5
Temperatur Kopplung [°C] 37

Kopplungszeit [h] 1

Wasch- und Lagerpuffer 0,1 M MES pH 5,5
Anzahl Waschungen 6

3.11.2 Kovalente Immobilisierung von a-Chymotrypsin

Basierend auf den DoE-Ergebnissen (Kapitel 4.3 im Ergebnisteil) wurden Beladungskurven
der kovalenten EDC-Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf zwei verschiedenen C22 Parti-
kelchargen (C250 und 0104103) erstellt.

Fir die C250 Charge wurden zehn verschiedene a-Chymotrypsin-Konzentrationen in Dop-
pelansatzen immobilisiert. Die Immobilisierungsparameter sind in Tabelle 10 zusammenge-
fasst. 18 mg Partikel wurden fir jeden Versuchsansatz verwendet, das Volumen der EDC-
Lésung, Kopplungslésung und Waschungen nach der Kopplung betrug jeweils 500 pl. Zwi-
schen Aktivierung und Kopplung erfolgten zwei Waschungen in 1000 pl Aktivierungspuffer.
Die Enzymbeladung der Partikel wurde mittels BCA bestimmt. Fir die FTIR ATR Kalibration
wurden 200 pl Partikelsuspension jeder Probe (10 mg Partikel) entsprechend Kapitel 3.10.2
gewaschen und per IR gemessen. Die Aktivitat der Partikel wurde per Suc-AAPF-pNA-Assay

bestimmt.

Fur die Charge 0104103 wurden zwanzig verschiedene a-Chymotrypsin-Konzentrationen in
Einfachansatzen immobilisiert. Die Immobilisierungsparameter sind ebenfalls in Tabelle 10
zusammengefasst. 17 mg Partikel wurden fir jeden Versuchsansatz verwendet, das Volu-
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men der EDC-L&sung, Kopplungslésung und Waschungen nach der Kopplung betrug jeweils
500 pl. Zwischen Aktivierung und Kopplung erfolgten zwei Waschungen in 800 pl Aktivie-
rungspuffer. Die Enzymbeladung der Partikel wurde mittels BCA bestimmt. Fir die FTIR ATR
Kalibration wurden 200 ul Partikelsuspension jeder Probe (10 mg Partikel) entsprechend
Kapitel 3.10.2 gewaschen und per IR gemessen. Die Aktivitdt der Partikel wurde per Suc-
AAPF-pNA-Assay bestimmt. Validiert wurden die beiden erstellten FTIR ATR Modelle durch
eine Quantifizierung der Proben der jeweils anderen Beladungskurve.

Tabelle 10: Parameter der kovalenten Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln zur Erstel-
lung einer Beladungskurve.

Parameter C22 C250 C22 0104103

1. Partikelaktivierung

Aktivierungspuffer 0,1 M MES pH 5,3 0,1 M MES pH 5,3
Aktivierungstemperatur [°C] 11 11

Aktivierungszeit [min] 35 30

EDC-Konzentration

[g EDC / g Partikel] 0.22 4

2. Enzymkopplung

Enzymeinsatzkonzentration

[mgix-Chymotrypsin / g Partikel] 6112 >-88

Kopplungspuffer 0,1 M MES pH 7,1 0,1 M MES pH 7,1
Temperatur Kopplung [°C] 25 25

Kopplungszeit [h] 2,5 2,5

Waschpuffer 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH9 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9
Anzahl Waschungen 6 6

Lagerpuffer 0,1 M MES pH 5,3 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9

3.11.3 Kovalente Immobilisierung von Tyrosin-Tripeptid

Basierend auf den DoE-Ergebnissen (Kapitel 4.3 im Ergebnisteil) wurden 18 verschiedene
Tyrosin-Tripeptid-Konzentrationen auf C22 Partikel (Charge C250) mittels EDC immobilisiert.
Die Immobilisierungsparameter sind in Tabelle 11 zusammengefasst. 19 mg Partikel wurden
fir jeden Versuchsansatz verwendet, das Volumen der EDC-Lésung und Waschungen nach
der Kopplung betrug jeweils 500 pl. Zwischen Aktivierung und Kopplung erfolgten zwei Wa-
schungen in 1000 pl Aktivierungspuffer. Die Peptidbeladung der Partikel wurde mittels UV
280 nm bestimmt. Fir die FTIR ATR Kalibration wurden 10 mg Partikel entsprechend Kapitel
3.10.2 gewaschen und per IR gemessen. Um das aus den Ergebnissen erstellte FTIR ATR
Kalibrationsmodell zu validieren, wurden nach dem gleichen Protokoll sechs weitere Immobi-
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lisate mit Peptideinsatzkonzentration von 12-71 mg/g erstellt und gegen das Kalibrations-
modell gemessen.

Tabelle 11: Parameter der kovalenten Immobilisierung von Tyrosin-Tripeptid auf C22 C250 Partikeln zur
Erstellung einer Beladungskurve.

Parameter C22 C250

1. Partikelaktivierung

Aktivierungspuffer 0,1 M MES pH 5,3
Aktivierungstemperatur [°C] 11
Aktivierungszeit [min] 6
EDC-Konzentration [g EDC / g Partikel] 0,84

2. Peptidkopplung

Peptideinsatzkonzentration [mg YYY / g Partikel] 6—-107
Kopplungspuffer 0,1 M Phosphat pH 12
Temperatur Kopplung [°C] 25

Kopplungszeit [h] 2,5

Wasch- und Lagerpuffer 0,1 M MES pH 5,3
Anzahl Waschungen 6

3.12 Rezyklierung von a-Chymotrypsin-immobilisaten im LabormaBstab

Um die erstellten FTIR ATR Modelle fir adsorptiv und kovalent immobilisiertes
a-Chymotrypsin auf der C22 Partikelcharge C250 zu validieren, sowie die Desorption unter
den pH-Bedingungen des Aktivitatsassays (pH 7,5) zu untersuchen, wurden Rezyklierungen
dieser Immobilisate durchgeflhrt.

3.12.1 Rezyklierung adsorptiver a-Chymotrypsin-Immobilisate

Es wurde eine dreimalige Rezyklierung von adsorptiven a-Chymotrypsin-Immobilisaten
durchgefiihrt. Die Immobilisierung erfolgte im Doppelansatz nach dem Protokoll in Kapitel
3.11.1 und die Enzymeinsatzkonzentration betrug 116 mg/g. Fir die Rezyklierung wurden
100 mg Immobilisate in 2,5 ml 0,1 M MES pH 5,5 eingesetzt, was einer Partikelkonzentration
von 40 mg/ml entsprach. Die Partikel wurden in 15 ml Zentrifugationsréhrchen einmal mit
2,5ml 0,1 M Tris pH 7,5 gewaschen und im gleichen Puffer resuspendiert. Diese Suspension
wurde fur 15 min bei 25 °C und 750 rpm auf einem Thermomixer geschuttelt. AnschlieBend
wurden die Partikel zweimal in 2,5 ml 0,1 M MES pH 5,5 gewaschen und resuspendiert. Aus
dieser Suspension wurden 600 pl Probe fiir die Analyse entnommen. Fir die folgenden bei-

den Zyklen wurden die Volumina der Puffer entsprechend dem neuen Suspensionsvolumen
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skaliert (1,9 und 1,3 ml), so dass die Partikelkonzentration von 40 mg/ml konstant gehalten
wurde. Jeder Uberstand wurde per BCA analysiert, die entnommenen Proben wurden zur
Bestimmung der Partikelkonzentration, der Aktivitdt und der Beladung per FTIR ATR ver-
wendet. Die Vorbereitung fur die FTIR ATR Messung erfolgte wie in Kapitel 3.11.1 durch
Uberstandsentfernung und Trocknung ohne zusatzliche Waschungen.

3.12.2 Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-immobilisate

Es wurde eine funfmalige Rezyklierung von kovalenten a-Chymotrypsin-Immobilisaten
durchgefiihrt. Als Prozesslésung wurde bovines Hamoglobin zu einer Konzentration von
1 mg/mlin 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 geldst.

Zwei a-Chymotrypsin-Einsatzkonzentrationen, 35 mg/g und 52 mg/g, wurden in Doppelan-
satzen nach dem Protokoll in Kapitel 3.11.2 fir C22 C250 Partikel immobilisiert. Fir die
Rezyklierung wurden je 200 mg Immobilisate verwendet. Die Immobilisate wurden zweimal
in 5 ml 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 gewaschen und in 30 ml Hamoglobin-Prozesslésung
resuspendiert. Die Partikelkonzentration in der Prozesslésung betrug damit 6,7 mg/ml. Die
Prozesslésung mit Immobilisaten wurde fiir 1 h bei 25 °C im Uberkopfschiittler geschiittelt.
Im Anschluss wurden die Partikel zweimal in 10 ml 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 gewa-
schen und in 5 ml desselben Puffers resuspendiert (Partikelkonzentration 40 mg/ml). Aus
dieser Suspension wurden 600 pl Probe fir die Analyse entnommen. Fir die folgenden vier
Zyklen wurden die Volumina der Puffer entsprechend dem neuen Suspensionsvolumen ska-
liert, so dass die Partikelkonzentrationen konstant gehalten wurden. Die entnommenen Pro-
ben wurden zur Bestimmung der Partikelkonzentration, der Aktivitat und der Beladung per
FTIR ATR verwendet. Da unverdautes und verdautes Hamoglobin an die Immobilisate ad-
sorbiert, wurden die Proben fir die FTIR ATR Messungen zunachst flinfmal in dreifachem
Uberschuss in 0,01 M HCI gewaschen, um Hamoglobin und Verdaubruchstiicke zu entfer-
nen. Die restlichen vorbereitenden Waschungen fir die FTIR ATR Messungen erfolgten
nach Kapitel 3.10.2. Das verdaute Hamoglobin wurde nicht weiter analysiert.

3.13 Methodenentwicklung Aktivitatsassay Hamoglobin-Verdau

Im Scale-up der Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-Immobilisate auf einen MaBstab
von 50 g Immobilisat und 5 | Reaktionsvolumen (Kapitel 3.14) sollte der Hamoglobin-Verdau
durch die Immobilisate auch quantitativ bestimmt werden. Daher wurde ein Aktivitdtsassay
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auf Basis dieses Verdaus erstellt. Als Aktivitatspuffer diente 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5;
als Substrat wurde 1 g/l Hamoglobin in diesem Puffer gelést.

Absorptionsmaximum: In Vorversuchen war die Entfarbung der rotbraunen Hamoglobin-
Lésung nach Zugabe von a-Chymotrypsin festgestellt worden, daher wurden von einem Ha-
moglobin-Verdau mit immobilisiertem a-Chymotrypsin VIS-Spektren in 96 Wellplatten (aus
Polystyrol, keine UV-Platten) von Hamoglobin im Bereich 305-800 nm aufgenommen, um so
das Absorptionsmaximum der Farbung zu bestimmen. Es wurden C22 Partikel (Charge
0104103) nach dem Protokoll in Kapitel 3.11.2 mit einer Enzymbeladung von 49 mg/g und
einer Partikelkonzentration von 10 g/l in 1,8 ml Substrat bei 37 °C in 2 ml Mikroreaktionsge-
faBen bei 1400 rpm im Thermomixer inkubiert. Stindliche wurden 100 pl Probe entnommen,
die Partikel per Permanentmagnet separiert und 90 pl Uberstand in 96-Wellplatte analysiert.

Extinktionskoeffizient: Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurden drei Einwaa-
gen Hamoglobin (20 mg) zu je 10 mg/ml in Aktivitatspuffer gelést und je zwélf Verdiinnungen
im Konzentrationsbereich 0,02—10 mg/ml erstellt. Dreimal 90 ul Probe wurden pro Konzent-
ration bei 407 nm in 96-Wellplatten analysiert. Mit den Absorbanzen der Konzentrationen
0,16—2 mg/ml wurde nach Lambert-Beer, Formel (3.19), der Extinktionskoeffizient berechnet
und gemittelt. Als molare Masse von Hamoglobin wurde 64,5 kDa verwendet [80].

Abs.=¢-d-c (3.19)
Abs. Absorbanz [-]
£ Extinktionskoeffizient [I - mol™ - cm]
d Schichtdicke [cm]

c Konzentration [mol/I]

Bestimmung der Aktivitat des freien a-Chymotrypsins: 1,8 ml Substrat wurden bei 37 °C
in 2 ml MikroreaktionsgeféBen bei 1400 rpm im Thermomixer inkubiert und der Verdau durch
die Zugabe von 50 pl Enzymlésung (Enzymkonzentrationen dieser Lésung: 5,8; 17,3 und
22,7 mg/ml) gestartet. Stindlich wurden 90 pl Probe genommen und bei 407 nm analysiert.
Die Aktivitat berechnet sich, ebenso wie die Aktivitdt beim Suc-AAPF-pNA-Verdau, nach
Formel (3.1). Da die Extinktionszunahme auf Grund der Entféarbung negativ ist, wurde von
dieser der Betrag verwendet.
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Bestimmung der Aktivitdt des immobilisierten a-Chymotrypsins: Fir die Aktivitat der
Immobilisate, sowohl im Labor, als auch im 5 | Scale-up wurde das Substrat mit Immobilisat
zu einer Partikelkonzentration von 10 g/l versetzt. Genommene Proben wurden am Perma-
nentmagnet von den Immobilisaten separiert und 90 pl Uberstand bei 407 nm analysiert. Die
Aktivitat berechnet sich wie folgt:

dE

I (3.20)
S'd'Cp
A Aktivitat [U - Gpartier ]
dE/dt Extinktionszunahme [min™]
£ Extinktionskoeffizient [ml - mmol™ - cm™]
d Schichtdicke [cm]
Cp Partikelkonzentration im Gesamtansatz [mg - ml”]
1000 Umrechnungsfaktor von U/mgpariel @uf U/Qparticel MG * Gpartike ']

Im LabormaBstab erfolgte die Aktivitatsbestimmung in 2 ml MikroreaktionsgeféaBen bei 37 °C
und 1400 rpm. Es wurden finf Immobilisate mit C22 Partikel (Charge 0104103) nach dem
Protokoll in Kapitel 3.11.2 im Beladungsbereich 16-63 mg/g hergestellt und verwendet. Im
Scale-up wurden die Parameter wie in Kapitel 3.14.5 beschrieben, verwendet.

3.14 Scale-up der Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-immobilisate

Nach der Rezyklierung der a-Chymotrypsin-Immobilisate im LabormafBstab (Kapitel 3.12.2)
wurde ein Verdau von bovinem Hamoglobin im halbtechnischen Technikums-MaBstab
durchgeflihrt. Es sollte sowohl die Immobilisierung in diesem MafBstab gezeigt werden, als
auch der zwanzigfache, repetitive Einsatz der Immobilisate. Folgende Zielparameter wurden
flr den Scale-up gewahilt:

e Das Reaktionsvolumen des Hadmoglobin-Verdaus sollte 5 | betragen.

e Die Partikelkonzentration im Reaktionsvolumen sollte 10 g/l sein. Daraus resultierte
eine bendtigte Masse von 50 g mit a-Chymotrypsin immobilisierter Partikel zur Durch-
fihrung des Prozesses.

e Als die Zielbeladung der C22 Partikel mit a-Chymotrypsin wurde 50 mg/g gewabhit.
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3.14.1 Durchfluss-Separator

Far den halbtechnischen MaBstab wurde flr die Separation der Partikel von den Immobilisie-
rungs-, Waschungs- und Reaktionslésungen ein Durchfluss-Separator nach dem Rotor-
Stator-Prinzip verwendet (Abbildung 4). Dabei handelt es sich um eine Pilotanlage der Firma
ABBIS bio process automation, die auf eine gemeinsame Entwicklung des KITs, chemagens
und ABBIS zurtickgeht und auf einem Patent von Franzreb und Reichert [81] beruht. Der
Einsatz dieser Pilotanlage zur Hormon-Aufreinigung wurde von Muller beschrieben [82].

Ablauf

Abbildung 4: (a) Durchfluss-Separator, (b) Querschnitt durch den Elektromagneten und die FiIterlf:lr:l:\er.
Die Abbildung wurde dem Handbuch des Separators entnommen (© ABBIS bio process automation).
(c) Schematische Darstellung der Filterkammer nach dem Rotor-/Stator Prinzip.

Der Durchfluss-Separator nutzt eine Filtermatrix aus perforierten Schreiben ferromagneti-
schen Stahls. Die Filterkammer hat ein Volumen von 980 ml. Die magnetische Flussdichte
betragt bei eingeschaltetem Elektromagnet im Zentrum der Bohrung 0,25 T. Die Filtermatrix
besteht aus abwechselnd beweglichen (Rotoren) und starren (Statoren) Scheiben, wie in
Abbildung 4c dargestellt. Nach der Separation der Partikel, d.h. wenn der Filter mit Partikel
beladen und mit frischer Lésung befUllt ist, kénnen durch die zentrale Welle die beweglichen
Schreiben rotiert werden. Die Rotor-Stator-Anordnung sorgt dabei flr eine homogene Re-
suspendierung der Partikel in der Lésung.
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3.14.2 Anlagenaufbau zum Scale-up Versuch

Sowohl die Immobilisierung der Partikel mit a-Chymotrypsin, als auch der zwanzigfache Ha-
moglobin-Verdau mit diesen Immobilisaten wurde mit Hilfe eines Doppelwand-Glasreaktors
(Arbeitsvolumen 10 |) fir die entsprechenden Reaktionen und des Durchfluss-Separators fir
die Abtrennung der Partikel aus den Suspensionsiberstanden durchgefihrt. Der Reaktor
wurde mittels Kryostat temperiert und mit einem Schrégblatt-Teflonrlhrer gerthrt (Durch-
messer 10 cm; Abbildung 6b). Das Verfahrensschema mit Reaktor, Durchfluss-Separator
und zwei Puffervorlagen ist in Abbildung 5 dargestellt. Die im Folgenden beschriebenen Ven-
tilpositionen beziehen sich auf die beiden Mehrwegeventile des Durchfluss-Separators. So
meint z.B. Ventil 1.2 das Ventil 1 mit Zulaufposition 2, usw. In einem Vorversuch wurde das
Fassungsvermégen der Separatorkammer auf 150 g M-PVA Partikel bestimmt.

Reaktor Durchfluss-Separator Puffer 1

v

Puffer 2

Abbildung 5: Verfahrensschema des Scale-up-Versuchs mit Glasreaktor, Durchfluss-Separator und den
Puffervorlagebehiltern. Die Pumpe (P) ist in der Pumprichtung Ventil 1 (V1) liber die Separatorkammer zu
Ventil 2 (V2) dargestellt.

Vor der Immobilisierung wurden alle Tygonschlauche im Durchfluss-Separator sowie der
Pumpschlauch nach Herstellerangaben ersetzt. Alle externen Schlduche wurden durch neue
Silikonschlauche ersetzt. Der Reaktor wurde mechanisch gesaubert und das Gesamtsystem
intensiv mit vollentsalztem Wasser gespllt. Der Gesamtaufbau wahrend eines Hamoglobin-
Verdaus ist in Abbildung 6a gezeigt.
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Abbildung 6: (a) Gesamtaufbau des Scale-up-Versuchs mit 10l-Glasreaktoren, Kryostat und Durchfluss-
Separator wahrend eines Hamoglobin-Verdaus. (b) Verwendeter Schragblatt-Teflonriihrer (d = 10 cm).

3.14.3 Bestimmung der Pumpenkennlinie und des Anlagen-Totvolumens

Vor der Immobilisierung wurde die Pumpenkennlinie der im Durchfluss-Separator verbauten
Schlauchpumpe bestimmt. Die Pumpensteuerung erfolgt in der Steuerungssoftware in Pro-
zentangabe. In 10 % Schritten wurde erst im Vorlauf und anschlieBend im Rucklauf je 2 min
Wasser gepumpt und die Masse gravimetrisch bestimmt. Dieses Vorgehen wurde dreimal
wiederholt und die entsprechenden Volumenstréme gemittelt. Die Berechnung des Anlagen-
Totvolumens erfolgte mittels der Schlauchinnendurchmesser (Silikon: 6 mm; Tygon: 4,8 mm;
Pumpschlauch: 9,5 mm) und entsprechenden Schlauchlangen sowie unter Berlicksichtigung

des Filterkammervolumens von 980 ml.

3.14.4 Durchfiuhrung der Immobilisierung

Vor der Immobilisierung wurden 70 g C22 Partikel (Charge 0104103) in einer 1 | Schottfla-
sche auf die pH-Bedingung der Immobilisierung eingestellt. Als Permanentmagnet wurde die
in Abbildung 7 gezeigte Magnetplatte verwendet. Zuerst wurde der pH-Wert der Lieferlésung
mit 32 % HCI auf 5,3 eingestellt, anschlieBend wurden die Partikel zweimal mit 0,1 M MES
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pH 5,3 gewaschen. Der Abzug der Ubersténde erfolgte per Schlauchpumpe, das Resuspen-
dieren per Rihrwerk und Teflonrihrer direkt in der Schottflasche. Alle weiteren Schritte wur-
den im Glasreaktor (siehe Abbildung 5 und Abbildung 6) durchgefthrt.

Abbildung 7: Magnetplatte und Schlauchpumpe, die zur Partikelwaschung vor der Immobilisierung einge-
setzt wurden.

Die Manteltemperatur des Reaktors betrug fir die Immobilisierung 11 °C. Die Rihrge-
schwindigkeit im Reaktor betrug Uber die gesamte Immobilisierung 250 rpm. Im Reaktor
wurden 56 g pH-eingestellter Partikel in 0,1 M MES pH 5,3 vorgelegt. Die Partikelsuspension
wurde mit eingeschaltetem Magneten Uber den Ablauf des Reaktors durch die Separator-
kammer gepumpt (Ventil 1.1 in Abbildung 5) und separiert. Der klare Uberstand der Partikel
wurde verworfen (Ventil 2.4, Waste). Zum Nachspulen der Leitungen wurden 2 1 0,1 M MES
pH 5,3 in den Reaktor gefillt und ebenfalls durch den Separator gepumpt. Im Anschluss
wurde der Magnet ausgeschaltet, der Motor des Rotors in der Separatorkammer fiir 30 s auf
100 % Leistung geschaltet und die Partikel in der Separatorkammer resuspendiert. Die
Pumprichtung der Schlauchpumpe wurde umgedreht und die Partikel mit 2| frischem 0,1 M
MES pH 5,3 (Ventil 2.2) in den Reaktor (Ventil 1.2) gespilt und dort gertihrt. Nach dieser
Partikelwaschung wurde zu den 2 | Partikelsuspension eine EDC-Lésung gegeben
(0,42 g EDC / g Partikel, gelést zu 100 mg/ml in 0,1 M MES pH 5,3) und die Partikel fur
30 min aktiviert.

Nach der Partikelaktivierung wurde die Partikelsuspension mit eingeschaltetem Magneten
Uber den Ablauf des Reaktors durch die Separatorkammer gepumpt (Ventil 1.1) und sepa-
riert. Der klare Uberstand der Partikel wurde verworfen (Ventil 2.4, Waste). Zum Auswa-
schen Uberschussigen EDCs von den Partikeln wurden 3 10,1 M MES pH 5,3 in den Reaktor
geflllt. Mit 1,5 | wurde das Kammervolumen des Separators (980 ml) getauscht, dann der
Magnet aus- und der Motor des Rotors in der Separatorkammer fiir 30 s auf 100 % Leistung
eingeschaltet. Diese Partikelwaschung der aktivierten Partikel wurde noch einmal wiederholt,
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wobei der Reaktor geleert wurde. Es wurden 2 | MES pH 7,1 in den Reaktor gefiillt und die
Partikelwaschung ein weiteres Mal durchgeflhrt, bis der Reaktor geleert war. Die Pumprich-
tung der Schlauchpumpe wurde umgedreht und die Partikel mit 2 | frischem 0,1 M MES
pH 7,1 Puffer (Ventil 2.3) in den Reaktor (Ventil 1.2) gespult und dort gerthrt. Nach diesen
insgesamt drei Waschungen wurde zu den aktivierten Partikeln eine a-Chymotrypsinlésung
gegeben (50 mg a-Chymotrypsin / g Partikel, gelést zu 10 mg/ml in 1 mM HCI), die Reaktor-
temperatur auf 25 °C erhéht und die Partikel fir 2,5 h inkubiert.

Tabelle 12: Parameter der Inmobilisierung von a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln im Scale-up Versuch.

Parameter C22 0104103

1. Partikelaktivierung

Aktivierungspuffer 0,1 M MES pH 5,3
Aktivierungstemperatur [°C] 11

Aktivierungszeit [min] 30

EDC-Konzentration [g EDC / g Partikel] 0,42

2. Enzymkopplung

Enzymeinsatzkonzentration [mg a-Chymotrypsin / g Partikel] 50

Kopplungspuffer 0,1 M MES pH 7,1
Temperatur Kopplung [°C] 25

Kopplungszeit [h] 2,5

Waschpuffer 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9
Anzahl Waschungen 6

Lagerpuffer 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9

Nach der Enzymkopplung wurde die Partikelsuspension mit eingeschaltetem Magneten tber
den Ablauf des Reaktors durch die Separatorkammer gepumpt (Ventil 1.1) und separiert. Der
Inkubationstiberstand der Partikel wurde beprobt und verworfen (Ventil 2.4, Waste). Zum
Waschen der Partikel wurden 6 | 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 in den Reaktor gefullt. Mit 1 |
wurde das Kammervolumen des Separators getauscht, wobei der Uberstand an Ventil 2.4
vor dem Verwerfen ebenfalls beprobt wurde. Der Magnet wurden aus- und der Motor des
Rotors in der Separatorkammer fiir 30 s auf 100 % Leistung eingeschaltet. Diese Partikelwa-
schung der Immobilisate wurde insgesamt sechsmal durchgeflihrt, wobei der Reaktor geleert
wurde. Die Pumprichtung der Schlauchpumpe wurde umgedreht und die Partikel mit 4 | fri-
schem 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 Puffer (Ventil 2.2) in den Reaktor (Ventil 1.2) gespdlt.
Die Partikel wurden im Reaktor Uber Nacht gelagert, gerlhrt bei einer Temperatur von 6 °C.
Die Parameter der Immobilisierung sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Es wurden 250 ml Partikelsuspension als Ruckstellprobe entnommen. Damit erfolgte die
Bestimmung der Partikelkonzentration, der Beladung der Partikel per FTIR ATR sowie der
Aktivitat mittels Suc-AAPF-pNA und eines Hamoglobin-Verdaus im LabormaBstab (wie in
Kapitel 3.13). Die Probenvorbereitung ist in Kapitel 3.14.6 beschrieben. Die Uberstandspro-
ben der Inkubations- und Waschlésungen wurden mittels BCA analysiert.

3.14.5 Durchfiihrung des Hamoglobin-Verdaus

FOr den zwanzigfach rezyklierten Hamoglobin-Verdau wurden alle im Reaktor nach der Im-
mobilisierung gelagerten Partikel (Partikel zur Immobilisierung abzlglich Rickstellprobe =
52 g) eingesetzt. Die Manteltemperatur des Reaktors betrug wahrend der gesamten Ver-
suchslaufzeit 37 °C. Die Pumpleistung im Vorlauf (von Ventil 1 auf Ventil 2) betrug immer
50 %, die Pumpleistung im Ruacklauf (von Ventil 2 auf Ventil 1) immer 70 %.

Die Partikelsuspension wurde mit eingeschaltetem Magneten Uber den Ablauf des Reaktors
durch die Separatorkammer gepumpt (Ventil 1.1 in Abbildung 5) und separiert. Der klare
Uberstand der Partikel wurde verworfen (Ventil 2.4, Waste). Zum Nachspiilen der Leitungen
wurden 1,51 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 in den Reaktor gefillt und ebenfalls durch den
Separator gepumpt. Im Anschluss wurde der Magnet ausgeschaltet, der Motor des Rotors in
der Separatorkammer fiir 30 s auf 100 % Leistung geschaltet und die Partikel in der Separa-
torkammer resuspendiert. Danach wurde die Pumprichtung der Schlauchpumpe umgedreht
und die Partikel mit 2 | Substratstocklésung (2,5 g/| Hamoglobin in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl,
pH 7.,5; Ventil 2.3) in den Reaktor (Ventil 1.2) gespult und geriihrt. Um das Zielvolumen von
51 im Reaktor und damit die Hamoglobin-Zielkonzentration von 1 g/l zu erreichen, wurde
anschlieBend an Ventil 2.3 auf 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 umgestellt und mit diesem
Puffer das Reaktionsvolumen auf 5 | aufgefillt. Beim Rickpumpen der Partikel wurde jede
Minute die Pumpe aus- und der Motor des Rotors in der Separatorkammer fir 30 s auf
100 % Leistung eingeschaltet, um das vollstdndige Ausspullen der Partikel zu garantieren.
Damit wurde der Motor pro Partikel-Prozessierung insgesamt vier- bis fiinfmal eingeschaltet.
Wéhrend der Motor in Betrieb war, wurde nicht gepumpt.

Als Startpunkt der Reaktion TO wurde der Zeitpunkt gewahlt, bei dem die Partikel im voll-
stédndigen Volumen im Reaktor vorlagen, d.h. nach der abgeschlossenen Partikel-
Prozessierung. Die Gesamtzeit der Partikel-Prozessierung vor Beginn der Reaktion betrug
30—40 min. Ab dem Zeitpunkt TO betrug die Reaktionszeit 23 h, mit Ausnahme von vier Zyk-
len, bei denen die Reaktionszeiten langer waren (z.B. auf Grund von Wochenenden). Dies



3. Material und Methoden 59

betraff Zyklus 6 (4 Tage Reaktionszeit), Zyklus 11 (3 Tage) sowie Zyklus 16 und 18 (jeweils
2 Tage).

Zum Zeitpunkt TO wurden 10 ml Probe zur Analyse aus dem Reaktor enthommen. Weiterhin
wurde in regelmaBigen Abstanden (alle 1-2 h) 500 pl Probe fir die Bestimmung des Hamo-
globin-Verdaus entnommen. Mit den TO-Proben wurden die Partikelkonzentration, die Bela-
dung (mittels FTIR ATR) und die Aktivitat (mittels Suc-AAPF-pNA-Assay) bestimmt. Der Par-
tikellberstand diente zur Bestimmung der Hamoglobin-Einsatzkonzentration. Die notwendige
Probenvorbereitung wird im Folgenden (Kapitel 3.14.6) beschrieben. Nach den zwanzig Zyk-
len wurden die Partikel mit 510,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 aus dem Separator direkt in eine
5 I Schottflasche gespilt und gelagert.

3.14.6 Probenvorbereitung fiir die Analyse

Fir die Bestimmung der Partikelkonzentration wurden dreimal 1,25 ml Partikelsuspension
dreimal mit 1 ml 0,01 M HCI gewaschen und resuspendiert und bei 60 °C im Trockenschrank
getrocknet. Fir die FTIR ATR Messungen wurden die Partikel aus 1 ml Partikelsuspension
im Thermomixer fir 5 min bei 1400 rpm und 25 °C mit je 1 ml Waschvolumen finfmal in
0,01 M HCI gewaschen, um adsorbiertes Hamoglobin zu entfernen und anschlieBend, wie in
Kapitel 3.10.2 beschrieben, zweimal in 0,1 M MES 0,02 M EDTA pH 5,3 und zweimal in Mil-
iQ-Wasser. Der Uberstand wurden anschlieBend abgezogen und die Partikel (iber Nacht bei
60 °C im Trockenschrank getrocknet. Flr die Bestimmung der Partikelaktivitat mittels Suc-
AAPF-pNA wurden immer zwei Proben analysiert, zum einen die Rlckstellprobe der Partikel
nach der Immobilisierung, die tber die Laufzeit des zwanzigfachen Hamoglobin-Verdaus bei
4 °C lagerte, zum anderen die TO-Probe der einzelnen Zyklen. Die Ruckstellprobe wurde
zunachst 1:6,4 mit 0,1 M Tris 0,02 CaCl, pH 7,5 verdiinnt, bei den TO-Proben erfolgte die
Verdinnung 1:4. Von diesen Verdinnungen wurden 1,25 ml dreimal mit 1 ml 0,1 M Tris
0,02 M CaCl, pH 7,5 gewaschen und resuspendiert. In Vierfachansatzen wurden je 25 pl
dieser Partikelsuspensionen wie in Kapitel 3.6.3 beschrieben mit Suc-AAPF-pNA-Substrat
inkubiert. Flr die Bestimmung des Hamoglobin-Verdaus wurden die Partikel von 500 pl Par-
tikelsuspension abgetrennt und dreimal 90 pl Uberstand in 96-Wellplatten bei 407 nm ausge-
lesen.






4. Ergebnisse und Diskussion 61

4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Partikelcharakterisierung

Die beiden Chargen carboxylierter M-PVA C22 Partikel, die fir die Immobilisierung einge-
setzt wurden (Chargen C250 und 0104103), wurden durch elektronenmikroskopische Auf-
nahmen, Messung der PartikelgréBenverteilung sowie Bestimmung der Magnetisierung cha-
rakterisiert. Die PartikelgroBenverteilungen des oberflachengewichteten Sauterdurchmessers
sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13: PartikelgréBenverteilung der C22 Partikel.

Partikel und Charge  Mittlerer Partikeldurchmesser [pum] D10 [um] D50 [pm] D90 [um]

C22 C250 1,97 £1,46 0,77 1,36 4,34
C22 0104103 1,32 +£1,28 0,77 0,92 2,26

In Abbildung 8 sind weiterhin die Histogramme und Verteilungssummen fiir die C22 Partikel
der Chargen C250 und 0104103 gezeigt. Die mittleren Partikeldurchmesser decken sich mit
dem von chemagen angegeben Wert (1-3 um). Aus dem Histogramm fir C22 0104103 zeigt
sich jedoch eine starke Verschiebung in Richtung der 0,5-1,0 um Saule und das dadurch
bedingte steilere Ansteigen der Verteilungssummenfunktion. Diese Charge wurde von che-
magen auf Grund einer zu kleinen PartikelgréBe als ,,Out of Specification” definiert, was sich
durch die Bestimmung der PartikelgréBenverteilung bestatigt.
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Abbildung 8: Histogramme und Verteilungssummen der oberflichengewichteten Partikelgr6Benverteilun-
gen fiir (a) C22 Partikel der Charge C250 und (b) C22 Partikel der Charge 0104103.
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Die Magnetisierungskurve fir C250 Partikel ist in Abbildung 9 dargestellt. Das angelegte
magnetische Feld wurde jeweils von negativen zu positiven Werten und zuriick durchfahren.
Beide Kurven sind dargestellt. Da diese praktisch durch den Nullpunkt gehen, liegt nach
Wegnahme des externen Feldes eine Restmagnetisierung < 1 % vor. Daher zeigen die Par-
tikel nahezu superparamagnetisches Verhalten, woraus sich ergibt, dass die in der PVA-
Matrix eingebetteten Magnetit-Nanopartikel eine GréBe um 10 nm haben und eine vollstan-
dige Resuspendierung der Partikel nach Wegnahme des magnetischen Feldes mdéglich ist.
Far die Partikel der Charge 0104103 ist der Verlauf nahezu identisch. Die Sattigungsmagne-
tisierung der beiden Partikelchargen erreicht 35-37 Am?/kg, was eine schnelle Abscheidung

auch bei geringem Magnetfeld erméglicht [83].
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Abbildung 9: Magnetisierungskurve fiir M-PVA C22 Partikel (Charge C250).

Anhand der ESEM Bilder der C22 Partikel (Abbildung 10) zeigt sich die Kugelform der Parti-
kel ohne sichtbare Poren. Bei der PartikelgroBe bestatigen die Aufnahmen qualitativ die per
PartikelgréBenmessung CIS 100 bestimmten GréBen.
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Abbildung 10: ESEM Bilder der C22-250 (a und c) und C22-0104103 (b und d) Partikel. Die kleinen Frag-
mente in Bild (a) oben links stammen vom Tragerkunststoff und gehéren nicht zu den Partikeln.

4.2 Extraktionsstudien

Mit Hilfe von Extraktionsstudien wurde untersucht, ob sich aus den verwendeten M-PVA C22
Partikeln unter Prozessbedingungen mit Hilfe gangiger Prozesslésungsmitteln Spuren der
zur Partikelsynthese eingesetzten Stoffe herauslésen lassen. Die Ergebnisse der Extrakti-
onsstudien sind in Tabelle 14 dargestellt. Die hdchste Eisenkonzentration lasst sich mit rei-
nem MilliQ-Wasser nachweisen (1,14 bzw 1,05 mg/l). Fir alle anderen Lésungsmittel liegt
die Eisenkonzentration deutlich unter 1 mg/l. Die Cer-Konzentration liegt fur alle Proben un-
terhalb der Bestimmungsgrenze von 0,04 mg/l. Die Acrylsdurekonzentration liegt fur alle
Proben unter der Bestimmungsgrenze von 0,16 mg/ml. Ebenfalls unterhalb der Bestim-
mungsgrenze liegen die PVA-Konzentrationen mit Ausnahme der Ethanolproben, bei denen
die PVA-Konzentration zwischen 1,9 und 2,9 mg/l betragt. Aldehydgruppen (durch den Ein-
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satz von Glutaraldehyd bei der Partikelsynthese) konnten bei keiner der Proben nachgewie-
sen werden.

Tabelle 14: Ergebnisse der Extraktionsstudien, Fe = Eisen, Ce = Cer, AS = Acrylsdure; AG = Aldehyd-
gruppen.

Probe Fe [mg/l] Ce [mg/1] AS [mg/l] PVA [mg/l] AG [umol/I]
Wasser

Hintergrund < 0,02 < 0,04 < 0,16 <1 <10
Probe 1 1,14 £ 0,23 < 0,04 <0,16 <1 <10
Probe 2 1,05 £ 0,21 < 0,04 <0,16 <1 <10
Ethanol

Probe 1 0,034 + 0,002 < 0,04 <0,16 29+0,08 <10
Probe 2 0,036 + 0,001 < 0,04 <0,16 1,9+0,13 <10
1 mM HCI

Hintergrund < 0,02 < 0,04 < 0,16 <1 <10
Probe 1 0,73 +0,12 < 0,04 <0,16 <1 <10
Probe 2 0,51 £ 0,06 < 0,04 <0,16 <1 <10
0,1 M MES 0,5 M NaCl

Hintergrund < 0,02 < 0,04 - (MES stért) <1 <10
Probe 1 0,049 + 0,005 < 0,04 - (MES stort) < 1 <10
Probe 2 0,039 + 0,007 < 0,04 - (MES stért) <1 <10

4.3 Protokolloptimierung mittels statistische Versuchsplanung

Die Zweischrittimmobilisierung von a-Chymotrypsin und Tyrosin-Tripeptid wurde mittels DoE-
Ansatzen optimiert. Zun&achst wurde nach den Einflussfaktoren der Aktivierungsbedingungen
der Partikel mit EDC gescreent und diese anschlieBend optimiert, darauf folgend wurden die
Kopplungsbedingungen des Enzyms, bzw. des Peptids optimiert.

4.3.1 Screening der Aktivierungsbedingungen mit EDC

Das Screening der Aktivierungsbedingungen der C22 Partikel mit EDC wurde durchgefiihrt,
um einen ersten Eindruck der wichtigen Faktoren und entsprechenden Faktoreinstellungen
innerhalb eines zweistufigen, vollfaktoriellen Versuchsaufbaus zu erhalten. Die Ergebnisse
der Einzelversuche sind in Tabelle 29 in Kapitel 7.1.1 im Anhang aufgefihrt. Mit Ausnahme
von sechs Versuchen (# 3, 4, 7, 8, 15 und 16) wurden Beladungsausbeuten = 87 % erreicht.
Bei den sechs Versuchen mit kleinerer Beladungsausbeute (38-65 %) war die Aktivierung
bei einer Temperatur von 37 °C durchgefiihrt worden. Zwei andere Versuche mit Beladungs-
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ausbeuten = 87 % (# 11 und 12) waren zwar auch bei dieser Temperatur durchgefuhrt wor-
den, hatten aber entweder niedrigere Aktivierungszeiten oder héhere EDC-Konzentrationen.

Das freie a-Chymotrypsin hatte eine spezifische Aktivitat von 109 U/mg. Normiert auf die
eingesetzte Enzymmenge pro Gramm Partikel von 31 mg/g ergibt sich eine eingesetzte freie
Aktivitdt pro Gramm Partikel von 3436 U/g. Die Aktivitdtsausbeute in dieser Versuchsreihe
nach der Immobilisierung lag bei 3—-33 %. Die Aktivitdtsausbeute korreliert nicht linear mit der
Beladungsausbeute. So haben die die Partikel mit einer Beladungsausbeute von = 87 %
zwar eine Aktivitdtsausbeute von > 20 %, skalieren aber nicht linear im Bereich 20-33 %
Aktivitatsausbeute mit der Beladungsausbeute von 87-98 %. Der Versuch # 3 zeigt sogar
bei einer Beladungsausbeute von nur 65 % eine Aktivitdtsausbeute von 21 %.

Zur Modellerstellung mittels MLR wurden die, im untersuchten Intervall, nicht signifikanten
Faktoren entfernt. Jene Faktoren also, deren Konfidenzintervalle betragsmafig doppelt so
gro3 waren wie die Faktorwerte, womit auch O einen méglichen Faktorwert darstellt. Diese
nicht signifikanten Faktoren waren der pH und alle Interaktionsterme mit dem pH. Im Falle
der Aktivitatsausbeute wird auch die EDC-Konzentration als nicht signifikant angezeigt, da
aber Interaktionsterme mit EDC signifikant waren, konnte der lineare Koeffizient nicht ent-
fernt werden. Ohne lineare Koeffizienten ist es nicht mégliche, Interaktionskoeffizienten oder
quadratische Koeffizienten im Modell zu berlcksichtigen. Auf Grund der freiwerdenden Frei-
heitsgrade war es méglich einen quadratischen Term in das Modell einzufligen, um dieses
zu verbessern [46]. FUr die beschriebene Auswertung fiel die Wahl auf die Temperatur, da
diese als Einzelfaktor den hdchsten Einfluss hat. Die Modellparameter der beiden erstellten
Modelle fiir die Beladungs- und Aktivitdtsausbeute sind in Tabelle 15 aufgeflhrt.

Tabelle 15: Modellparameter der Screening-Modelle fiir die Beladungs- und Aktivitatsausbeute, nach dem
Entfernen der nichtsignifikanten Koeffizienten aus dem Modell.

Modellparameter Beladungsausbeute Aktivitatsausbeute
R 0,97 0,95

Q 0,93 0,98

p-Wert (Lack of Fit) 0,088 0,237
Reproduzierbarkeit 1,0 0,99

Fir R? und Q? zeigen beide Modelle Werte nahe 1. Auf Grund der eng beieinander liegenden
Ergebnisse der dreifach bestimmten Zentralpunktexperimente, sowohl fir die Beladung, als
auch far die Aktivitat, bestehen beide Modelle den Lack of Fit Test (Bedingung p > 0,05),
sind also statistisch valide, bei sehr hoher Reproduzierbarkeit.
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Die Schaubilder der signifikanten Koeffizienten der beiden Modelle sind in Abbildung 11 dar-
gestellt. Die linearen Terme des Koeffizienten-Plots (Temperatur, Zeit, EDC-Konzentration)
erlauben erste Aussagen Uber ihren Einfluss auf die Beladungs-, bzw. Aktivitdtsausbeute,
ausgehend vom Zentralpunkt. Die Balkenhéhe hat dieselbe Einheit wie die Antworten, d.h.
bei ansonsten unveranderten Zentralpunktbedingungen verschlechtert beispielsweise eine
Temperaturerhéhung die Beladungsausbeute. Es zeigt sich, dass sowohl fiir die Beladungs-
ausbeute, als auch die Aktivitdtsausbeute die gleichen Faktoren wichtig sind, wenn auch fir
die Aktivitatsausbeute in geringerem Maf. Es ist ersichtlich, dass sowohl niedrige Aktivie-
rungstemperaturen, als auch niedrige Aktivierungszeiten héhere Beladungs- und Aktivitats-
ausbeuten erlauben. Héhere EDC-Konzentrationen sind zumindest fur die Beladung vorteil-
haft, auch wenn sie weniger Einfluss als die anderen beiden Parameter haben. Weiterhin
wird ersichtlich, dass es Wechselwirkungen zwischen Temperatur/EDC-Konzentration, Tem-
peratur/Zeit und Zeit/EDC-Konzentration gibt.
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Abbildung 11: Schaubilder der signifikanten Koeffizienten des Screening-DoEs zur Partikelaktivierung.

Die Vorhersagen des DoE-Modells sind in Abbildung 12 dargestellt. Fir die Beladungsaus-
beute zeigt das Modell die Abh&ngigkeit von der Temperatur und der EDC-Konzentration. So
sind die beiden niedrigen Temperaturen 11 und 24 °C mit vorhergesagten Beladungsaus-
beuten zwischen 80 und 100 %, abhangig von der EDC-Konzentration, besser geeignet als
37 °C mit Ausbeuten zwischen 40 und 80 %. Bei 24 und 37 °C zeigt sich zudem der Trend in
Richtung niedrigerer Immobilisierungszeit in Kombination mit hoher EDC-Konzentration fir
eine moglichst hohe Ausbeute. Fir die Aktivitdtsausbeute zeigen die Graphen fir 24 °C und
37 °C einen Verlauf, der sich weitestgehend mit den Graphen fir die Beladungsausbeute
deckt. Auch hier sind héher Ausbeuten bei 24 °C zu erwarten als bei 37 °C. Die Trends zu
hohen EDC-Konzentrationen und niedrigen Aktivierungstemperaturen zeigen sich auch hier.
Der Trend, dass die Aktivitat maximal wird bei mittlerer Temperatur (24 °C), hoher EDC-
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Konzentration und niedriger Aktivierungszeit, ist durch die Ergebnisse des Zentralpunkis ge-
geben (# 17-19), welche mit die héchsten Aktivitdtsausbeuten des DoEs liefern. Fir die
niedrige Temperatur von 11 °C zeigt sich ein umgekehrter Trend mit héher zu erwartenden
Aktivitatsausbeuten bei niedrigen EDC-Konzentrationen und langen Aktivierungszeiten, ein
Trend der vor allem aus den Versuchen # 5 und 6 herrihrt. Beide Versuche wurden bei
11 °C fir 35 min mit einer EDC-Konzentration von 0,18 g/g aktiviert und zeigen mit 33 %,
bzw. 31 % Aktivitdtsausbeute die héchsten Werte dieses DoEs.
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Abbildung 12: Konturplots zur Vorhersage der Beladungsausbeute (oben) und Aktivitatsausbeute (unten)
des DoEs zum Screening der Aktivierungsparameter mit EDC. Die Einheiten sind Zeit in Minuten, EDC-
Konzentration in g/g und Temperatur in °C.

Diese Ergebnisse geben jeweils nur die Richtung vor, in der sich ein Optimum der Aktivie-
rungsbedingungen befindet, ohne das Optimum selbst zu zeigen. Daher wurde beschlossen,
die Partikelaktivierung in einem Optimierungs-DoE mit erhéhtem Wertebereich und gréBerer
Versuchsanzahl erneut zu untersuchen (siehe Kapitel 3.9.3).
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4.3.2 Optimierung der Aktivierungsbedingungen mit EDC

Basierend auf den Screening-Ergebnissen zur Partikelaktivierung mittels EDC wurde ein
gréBerer Optimierungs-DoE mit fiinf Wertevariationen pro Parameter, ein sog. Onion-Design,
durchgefiihrt. Gegenliber dem Screening-DoE zur Partikelaktivierung verschiebt sich der
Zentralpunkt des Onion-Designs, weiterhin sind die Wertebereiche fir alle Parameter deut-
lich erweitert. So ist beispielsweise der alte Maximalwert der EDC-Konzentration (0,27 g/g)
der neue Zentralpunkt. Die Ergebnisse der Einzelversuche sind in Tabelle 30 in Abschnitt
7.1.2 im Anhang wiedergegeben. Die Ergebnisse des untersuchten erweiterten Wertebe-
reichs reichen fir die Beladungsausbeute Uber den kompletten Bereich von 0-100 %, d.h.
zwischen keiner Beladung und Vollbeladung ist jede Ausbeute mdglich. Im Gegensatz zum
Screening zeigt dieses DoE flr nur 11 von 44 Versuchen eine Beladungsausbeute > 84 %.
Bei diesen hohen Beladungsausbeuten sind zwei (# 28 und 30) zu finden, die mit einer Tem-
peratur von 40 °C aktiviert wurden. Bei diesen beiden Versuchen waren die Aktivierungszei-
ten die kirzesten im DoE (6 min) und die EDC-Konzentrationen die héchsten (0,49 g/g). Die
anderen Versuche mit hoher Beladungsausbeute sind im Temperaturbereich 10-25 °C Uber
den gesamten Bereich von untersuchter Aktivierungszeit und EDC-Konzentration aktiviert

worden.

Bei der Aktivitdtsausbeute betragt der Maximalwert 28 %, der Maximalwerte des Screening-
DoEs von 33 % wird nicht erreicht. Neben Abweichungen auf Grund der Aktivitatsbestim-
mung ist hier die erhdhte Enzymeinsatzkonzentration von 37,4 + 1,7 mg/g beim Onion-
Design gegeniiber 31 mg/g beim Screening-DoE zu beachten. Der Wert fur die eingesetzte
Enzymaktivitat liegt mit 3786 + 272 U/g allerdings im gleichen Bereich wie beim Screening-
DoE (3436 U/g). Aktivitdtsausbeuten von > 20 % korrelieren wie beim Screening nicht
zwangslaufig mit einer hohen Beladungsausbeute. So sind bei den Versuchen # 2, 4, 5, 13,
19, 24, 39 und dem Zentralpunkt (# 42, 43, 44) die Aktivitatsausbeuten > 19 %, obwohl die
Beladungsausbeuten im Bereich 14-54 % und damit deutlich entfernt von einer Vollbeladung
sind.

Auch beim Onion-Design wurden die nicht signifikanten Faktoren entfernt. So wurde der Ak-
tivierungs-pH sowie alle zugehérigen Interaktionsterme und der quadratische Term zum pH
als nicht signifikant aus dem Modell entfernt, d.h. der pH hat im untersuchten Bereich (5,3—
6,5) keinen Einfluss auf die beiden Antwortparameter, das System ist robust in diesem Be-
reich. Weiterhin entfernt wurden fir die EDC-Konzentration alle Interaktionsterme und der
quadratische Term. Wéahrend beim Screening aus dem Hinzufligen eines quadratischen
Terms fUr die Temperatur eine Modellverbesserung resultierte, wurde dieser quadratische
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Term beim Optimierungsdesign als nicht signifikant ebenfalls entfernt. Beim Modell fur die
Aktivitdtsausbeute wurde schlieBlich noch der quadratische Zeitterm entfernt. Die Modellpa-
rameter der beiden erstellten Modelle des Onion-Designs fiir die Beladungs- und Aktivitats-
ausbeute sind in Tabelle 16 aufgefiihrt. Fiir R® und Q° zeigt die Tabelle niedrigere Werte als
beim Screening-DoE, die Anpassung des Modells an die Daten, bzw. die Vorhersage der
Daten durch das Modell ist somit weniger gut als beim Screening. Da dieses Modell auf 44
Einzelversuchen aufbaut, kann dies auf eine Uberbestimmtheit dieses komplexeren Modells
hindeuten. Durch die eng beieinander liegenden Zentralpunktwerte, sowohl fiir die Beladung,
als auch fur die Aktivitat, ergibt sich wieder eine hohe Reproduzierbarkeit. Auf Grund des
bestandenen Lack of Fit Tests sind beide Modelle valide.

Tabelle 16: Modellparameter der Onion-Design-Modelle fiir die Beladungs- und Aktivitdtsausbeute, nach
dem Entfernen der nichtsignifikanten Koeffizienten aus dem Modell.

Modellparameter Beladungsausbeute Aktivitatsausbeute
R° 0,73 0,64

Q 0,61 0,53

p-Wert (Lack of Fit) 0,229 0,198
Reproduzierbarkeit 0,92 0,91

In Abbildung 13 sind die Schaubilder der signifikanten Faktoren des Modells dargestellt. Ver-
glichen mit dem Screening-DoE sind weniger Faktoren flr das Modell signifikant. Die linea-
ren Terme des Koeffizienten-Plots (Temperatur, Zeit, EDC-Konzentration) zeigen, ausge-
hend vom Zentralpunkt, dieselben Vorzeichen wie beim Screening, sowohl bei der Bela-
dungs-, als auch bei der Aktivitdtsausbeute.
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Abbildung 13: Schaubilder der signifikanten Koeffizienten des Onion-Designs zur Partikelaktivierung.

Im Gegensatz zum Screening zeigt sich auch bei der Aktivitatsausbeute der positive Effekt
einer erhdhten EDC-Konzentration. Als einzige Wechselwirkung im Onion-Design verbleibt
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die Zeit/Temperatur, hier zeigt der zugehdrige Koeffizient, wie schon beim Screening, in die
negative Richtung. Flr die Beladungsausbeute ist noch der quadratische Term der Zeit in
positiver Richtung signifikant.

Die Vorhersagenplots fir die Beladungs- und Aktivitdtsausbeute fir das Onion-Design sind
in Abbildung 14 dargestellt. Das Onion-Design zeigt, wie schon das Screening-Modell, die
starke Abhangigkeit der Beladungsausbeute von der EDC-Konzentration. Die héchsten vor-
hergesagten Beladungsausbeuten werden fiir hohe EDC-Konzentrationen und Temperatu-
ren < 25 °C vorhergesagt. Wieder zeigen die Schaubilder mit den beiden héheren Tempera-
turen (25 und 40 °C) den Trend in Richtung niedrigerer Immobilisierungszeit in Kombination
mit hoher EDC-Konzentration fiir eine méglichst hohe Ausbeute. Im Schaubild fiir die Aktivie-
rungstemperatur von 10 °C ist die niedrige Aktivierungszeit laut der Vorhersage vorteilhaft,
auch wenn bei hoher Aktivierungszeit ebenfalls Vollbeladung vorhergesagt wird, der Bereich
jedoch kleiner ausfallt. Die gebogene Form der Vorhersagen in diesem Schaubild, die aus
dem quadratischen Zeitterm resultiert, ist fir die Beladungsausbeute physikalisch nur schwer
zu erklaren. Es bedeutet, dass bis zu einem Zeitpunkt (in diesem Fall 30 min) mehr
a-Chymotrypsin-Molekiile binden als oberhalb dieses Zeitpunkts. Ab dem Uberschreiten die-
ses Zeitpunkts binden nicht mehr alle Molekule, etwa durch EDC-Hydrolyse, um ab dem
Uberschreiten eines weiteren Zeitpunkts (55 min) wieder zu binden. Selbst unter der An-
nahme, dass hydrolysierte EDC-Molekile bereits aktivierte COOH-Gruppen wieder frei ge-
ben, wonach neue, noch nicht hydrolysierte EDC-Molekiile diese wieder aktivieren kénnen,
ware dieser Vorgang eher konstant Uber die entsprechenden Gruppen zu erwarten und wir-
de daher auch zu einer konstanten Beladungsausbeute bis zu einem bestimmten Zeitpunkt
mit anschlieBender Abnahme fihren. Auf keinen Fall aber zu einer erneuten Erhéhung. Die-
se Vorhersage wird jedoch durch ein Versuchsergebnis (# 35) gedeckt.

Der Unterschied in den relativen Beladungsausbeuten, die beim Onion-Design insgesamt
niedriger sind als beim Screening, liegt an der erhdhten Enzymeinsatzkonzentration von
37,4+ 1,7 mg/g im Gegensatz zu den 31 mg/g beim Screening. Absolut waren die am
héchsten erreichten Beladungen beim Onion-Design mit 37,5 mg/g hdher als die beim
Screening erreichten mit 30,7 mg/g. Wird die Vorhersage des Onion-Designs im gleichen
Wertebereich wie beim Screening mit den Vorhersagen des Screenings verglichen, so de-
cken sich die Aussagen fur die absoluten Beladungen.
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Abbildung 14: Konturplots zur Vorhersage der Beladungsausbeute (oben) und Aktivitatsausbeute (unten)
des Onion-Designs. Die Einheiten sind Zeit in Minuten, EDC-Konzentration in g/g und Temperatur in °C.
Werden die Graphen der Vorhersage der Aktivitdtsausbeute mit denen der Beladungsaus-
beute verglichen, ist zunachst auffallig, dass auch bei Beladungsausbeuten von nur 60—-70 %
noch Aktivitatsausbeuten > 20 % vorhergesagt werden (rechts unten in den mittleren Schau-
bildern). Offensichtlich korrelieren die Ausbeuten nicht zwangslaufig, was sich bereits an den
Ergebnissen der Einzelversuche zeigte (s.0.) und daher auch in das Modell einflie3t. Wie im
Screening sind aber niedrigere Aktivierungstemperaturen vorteilhaft fir die Aktivitatsausbeu-
ten, ebenso zeigen sich die Trends zu hohen EDC-Konzentrationen und niedrigen Aktivie-
rungszeiten. Beim Screening zeigten zwei Versuche (# 5 und # 6) bei niedriger Temperatur,
niedriger EDC-Konzentration und langerer Aktivierungszeit Aktivitdtsausbeuten > 30 %, dies
lasst sich im Onion-Design nicht bestatigen und legt den Schluss nahe, dass es sich dabei
um Ausrei3er handelte. Auch die absoluten Aktivitaten dieser beiden Versuche waren hdher
als alle im Onion-Design erhaltenen.

Der erweitere Wertebereich bestatigt die Trends des Screening-DoEs, zeigt aber weder fir
die Beladungsausbeute, noch fir die Aktivitdtsausbeute ein Optimum innerhalb des Modells,
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alle optimalen Bedingungen befinden sich im oberen Randbereich der EDC-Konzentration.
Daher wurde das Onion-Design um den EDC-Wertebereich bis 1,3 g/g erweitert (siehe Kapi-
tel 3.9.4).

4.3.3 Erweiterung des Onion-Designs um héhere EDC-Konzentrationen

Da im Onion-Design noch kein klares Optimum gefunden worden war, gerade in Bezug auf
die EDC-Konzentration, wurde als letzte Untersuchung der Aktivierungsbedingungen der
Wertebereich des Onion-Designs erweitert, um EDC-Konzentrationen bis 1,3 g EDC / g Par-
tikel abzudecken. Die Einzelergebnisse der D-Optimalen Erweiterung des Onion-Designs
sind in Tabelle 31 im Abschnitt 7.1.3 im Anhang dargestellt. Der neue Zentralpunkt (# 16—18)
wurde mit einer EDC-Konzentration von 0,89 g EDC / g Partikel durchgefihrt. Die Bela-
dungsausbeuten liegen, mit Ausnahme der Versuche # 9 und 13, bei Gber 81 %, bei zwdlf
der achtzehn Versuche liegt die Beladungsausbeute sogar Uber 90 %. Die Aktivitatsausbeu-
ten sind bei neun Versuchen Uber 20 %. Auffallig ist, dass Versuch # 12 die h6chsten Aktivi-
tatsausbeute (28 %) der Erweiterung und sogar des ganzen Onion-Ansatzes besitzt. Diese
Probe wurde mit einer Temperatur von 40 °C fir 46 min aktiviert, allerdings auch mit der
héchsten EDC-Konzentration des DoEs von 1,3 g/g. Im direkten Vergleich mit Versuch # 13,
bei dem bei 40 °C fir 66 min mit derselben Konzentration aktiviert wurde, wird deutlich, dass
die héchste Beladungs- und Aktivitatsausbeute direkt neben der zweitniedrigsten Beladungs-
und Aktivitatsausbeute liegt. Offensichtlich toleriert das System durch die hohe EDC-
Konzentration auch hohe Temperaturen und lange Inkubationszeiten bis zu einem gewissen
Grad.

Die Ergebnisse der 18 neuen Versuche wurden zusammen mit den 44 Versuchen des ur-
sprunglichen Onion-Designs zu in einem D-Optimalen Optimierungsmodell zusammenge-
setzt und nicht signifikante Terme wiederrum entfernt. Im Einzelnen waren das der quadrati-
sche Term der Temperatur und der Interaktionsterm EDC-Konzentration/Aktivierungszeit.
Weiterhin wurde fir das Modell der Beladungsausbeute der quadratische Zeitterm und der
Interaktionsterm EDC-Konzentration/Aktivierungstemperatur entfernt und fir die Aktivitats-
ausbeute der quadratische EDC-Term. Die Modellparameter der beiden erstellten Modelle
des Onion-Designs flr die Beladungs- und Aktivitdtsausbeute sind in Tabelle 17 aufgefihrt.
Die Werte von R? und Q? sind in einem &hnlichen Bereich wie im Onion-Design. Der Lack of
Fit Test zur Beurteilung der Modellvaliditdt wurde fir die Beladungsausbeute mit
p = 0,048 < 0,05 knapp nicht bestanden. Auf Grund der nur knappen Unterschreitung wird
das Modell trotzdem ausgewertet. Auch die Reproduzierbarkeit der Modelle verschlechtert
sich gegenliber dem urspriinglichen Onion-DoE.
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Tabelle 17: Modellparameter der D-Optimal erweiterten Onion-Design-Modelle fiir die Beladungs- und
Aktivitatsausbeute, nach dem Entfernen der nichtsignifikanten Koeffizienten aus dem Modell.

Modellparameter Beladungsausbeute Aktivitatsausbeute
R 0,71 0,62

Q° 0,65 0,51

p-Wert (Lack of Fit) 0,048 0,328
Reproduzierbarkeit 0,86 0,66

In Abbildung 15 sind die Schaubilder der signifikanten Faktoren des Modells wiedergegeben.
Die Koeffizienten der linearen Terme EDC-Konzentration, Aktivierungszeit und Aktivierungs-
temperatur geben vom neuen Zentralpunkt aus wieder den Einfluss auf die beiden Ausbeu-
ten an und zeigen wieder fir die EDC-Konzentration in positive Richtung, fir die Aktivie-
rungszeit und Aktivierungstemperatur in negative. Ebenfalls die gleiche Richtung wie aus
dem Onion-Design zeigt der Koeffizient des Interaktionsterms  Aktivierungs-
zeit/Aktivierungstemperatur.
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Abbildung 15: Schaubilder der signifikanten Koeffizienten der D-Optimalen Erweiterung des Onion-
Design-DoEs zur Partikelaktivierung.

Die Vorhersagen des erweiterten Modells (Abbildung 16) zeigen jetzt die Optimalwerte des
untersuchten Systems an, nicht mehr nur Trends. Fir die Beladungsausbeute ist offensicht-
lich, dass eine Vollbeladung, d.h. Vorhersagen fir die Beladungsausbeute > 90 %, bei einer
EDC-Konzentration ab 0,53 g/g, niedrigen Aktivierungstemperaturen und niedrigen Aktivie-
rungszeiten erreicht wird. Mit steigender Temperatur muss immer mehr EDC eingesetzt wer-
den, um noch Vollbeladung zu erreichen, ebenso fihren auch ldngere Aktvierungszeiten zu
schlechteren Ergebnissen. Beides spricht fiir die Hydrolyse des EDCs im wassrigen Milieu
bei erhéhten Temperaturen. Die Vorhersagen der Beladungsausbeute decken sich im We-
sentlichen mit denen des Onion-Designs ohne Erweiterung, auch wenn hier hdhere EDC-
Konzentrationen als fir eine Vollbeladung notwendig vorhergesagt werden. Da in diesem
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Modell aber mehr als 60 Einzelergebnisse zur Modellbildung herangezogen wurden, ist das
Modell tendenziell Gberbestimmt [46], weshalb die Modellvaliditdt und Reproduzierbarkeit
sinkt. Weiterhin wurde ein viel gréBerer EDC-Konzentrationsbereich durch weniger Versuche
abgedeckt als im Onion-Modell ohne Erweiterung.
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Abbildung 16: Konturplots zur Vorhersage der Beladungsausbeute (oben) und Aktivitdtsausbeute (unten)
der D-Optimalen Erweiterung des Onion-Designs. Die Einheiten sind Zeit in Minuten, EDC-Konzentration
in g/g und Temperatur in °C.

Auch fir die Aktivitdtsausbeute werden niedrigere Temperaturen als besser fir das Ergebnis
vorhergesagt. Da die Erweiterung im Mittel Aktivitdtsausbeuten von 19-21 % hervorbrachte,
wird auch bei den Vorhersagen nur noch ein Bereich fiir > 22,5 % angegeben und nicht mehr
> 25 %, wie beim Onion-Design ohne Erweiterung. Aus den Vorhersagen wird deutlich, dass
héhere Temperaturen und auch Aktivierungszeiten durch hohe EDC-Konzentrationen aus-
geglichen werden kénnen. Die Tendenz, dass niedrige Aktivierungstemperaturen und niedri-
ge Aktivierungszeiten zu héheren Ausbeuten bei der Beladung flihren, zeigt sich auch flr die
Aktivitdtsausbeute. Da die Aktivitdt aber nicht zwangslaufig mit der Beladung proportional
verlauft, reichen auch schon niedrige EDC-Konzentrationen flr hohe Aktivitdtsausbeuten
aus.
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4.3.4 Fazit aus der Optimierung der Partikelaktivierung mittels EDC

Die Partikelaktivierung mittels EDC wurde durch ein Screening-DoE und anschlieBendes D-
Optimales Onion-Design DoE optimiert. Folgende Schliisse werden als Fazit aus den DoE-
Versuchen zur Partikelaktivierung gezogen: Der untersuchte pH-Bereich (5,3-6,5) hat nur
wenig bis keinen Einfluss auf die Ausbeuten der Beladung und Aktivitat. Bei nachfolgenden
Versuchen wurde der Aktivierungs-pH der Vorversuche von 5,3 daher beibehalten. Die Akti-
vierungstemperatur hat groBBen Einfluss auf die Ausbeuten, hier gilt, je niedriger die Tempe-
ratur des untersuchten Bereichs, desto besser. Daher wurden Temperaturen im Bereich 10—
15 °C fir nachfolgende Aktivierungen eingesetzt. Auch die Aktivierungszeit hat groBen Ein-
fluss. Hier ist das System bis 40 min robust, darlber verringern sich die Ausbeuten. Fir
nachfolgende Versuche wurden daher keine Aktivierungszeiten > 35 min verwendet. Diese
Zeitspanne reicht aber flr die Handhabung der aktivierten Partikel aus, auch im Hinblick auf
einen Scale-up. Auch bei der EDC-Konzentration zur Aktivierung zeigt das System eine Ro-
bustheit, hohe Konzentrationen verschlechtern die Ausbeuteergebnisse nicht. Weiterhin be-
statigt sich die Wahl des 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 Puffers als geeigneter Waschpuffer
nach der Enzymkopplung, da die Optimierungsversuche einige Aktivierungsbedingungen
zeigten, bei denen sich die Beladung der Partikel nach der Enzyminkubation nahezu voll-
stéandig desorbieren lieB3, die Beladungsausbeute also gegen 0 ging. Eine mdgliche Erkla-
rung fir dieses Ergebnis ist, dass das EDC, bzw. der gebildete Aktivester hydrolysiert wurde,
das Enzym in diesem Fall adsorptiv und nicht kovalent gebunden wurde und daher desor-

biert werden konnte.

4.3.5 Optimierung der Kopplungsbedingungen von a-Chymotrypsin

Nach der Optimierung der Aktivierung der C22 Partikel mittels EDC wurde ein DoE fir die
Optimierung der Kopplungsbedingungen des a-Chymotrypsins durchgefiihrt. Die Einzeler-
gebnisse der Optimierung der Kopplung von a-Chymotrypsin sind in Tabelle 32 im Kapitel
7.1.4 im Anhang dargestellt. Die Beladungsausbeuten liegen zwischen 77 und 90 %, die
Aktivitatsausbeuten zwischen 19 und 27 %. Bei den untersuchten Parametern ist fur die Be-
ladungsausbeute keiner fir das Ergebnis signifikant, bei der Aktivitdtsausbeute ist nur der pH
signifikant. Die Modellparameter des erstellten Modells fir die Aktivitdtsausbeute sind in Ta-
belle 18 aufgeflihrt. Der hohe pH-Werte (in diesem Fall pH 7,1) ist nach diesen Ergebnissen
fir die Aktivitdtsausbeute besser als die untersuchten niedrigen (5,3 und 6,2). Dies wurde bei
der Erstellung der Beladungskurven von a-Chymotrypsin (Kapitel 3.11.2) bertcksichtigt. Da
die Kopplung nach diesem Ergebnis nur noch vom pH abhangt und sonst keine Einflussfak-
toren mehr besitzt, bestatigt sich noch einmal die Wichtigkeit der Partikelaktivierung mit
EDC.
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Tabelle 18: Modellparameter des Modells fiir die Aktivititsausbeute zur Optimierung der Kopplungsbe-
dingungen von a-Chymotrypsin, nach dem Entfernen der nichtsignifikanten Koeffizienten aus dem Mo-
dell. Als einzig signifikanter Koeffizient verbleibt fiir die Aktivitatsausbeute der pH-Wert.

Modellparameter Aktivitatsausbeute
R 0,68

Q* 0,52

p-Wert (Lack of Fit) 0,290
Reproduzierbarkeit 0,85

4.3.6 Optimierung der Kopplungsbedingungen von Tyrosin-Tripeptid

Far das Tyrosin-Tripeptid wurde ebenfalls ein DoE fir die Optimierung der Kopplungsbedin-
gungen durchgefuhrt. Die Einzelergebnisse der Optimierung der Kopplung des Tyrosin-
Tripeptids sind in Tabelle 33 im Abschnitt 7.1.5 im Anhang dargestellt. Die Beladungsaus-
beuten liegen zwischen 54 und 90 %. Obwohl Tris auf Grund der verfligbaren Aminogruppen
des Puffers eigentlich nicht zur Kopplung von Biomolekillen auf EDC-aktivierten Partikeln
eingesetzt werden sollte, zeigen die Ergebnisse, dass es keinen Unterschied macht, ob das
Tyrosin-Tripeptid mit Tris pH 8,5 oder CAPS 10,25 immobilisiert wird, beide Beladungsaus-
beuten sind &hnlich. Fir die Erstellung des Modells ist von den untersuchten Parametern flr
die Beladungsausbeute nur der pH signifikant, die Kopplungszeit und Kopplungstemperatur
sind nicht signifikant.

Tabelle 19: Modellparameter des Modells fiir die Beladungsausbeute zur Optimierung der Kopplungsbe-
dingungen von Tyrosin-Tripeptid, nach dem Entfernen der nichtsignifikanten Koeffizienten aus dem Mo-
dell. Als einzig signifikanter Koeffizient verbleibt fiir die Beladungsausbeute der pH-Wert.

Modellparameter Beladungsausbeute
R 0,70

Q* 0,59

p-Wert (Lack of Fit) 0,274
Reproduzierbarkeit 0,87

Der hohe pH-Wert von 12 ist besser fiir die Beladungsausbeute als die beiden anderen (pH
8,5 und 10,25) und fuhrt im Mittel zu einer Beladungsausbeute von 88 %. Dies wurde bei der
Erstellung der Beladungskurve des Tyrosin-Tripeptids (Kapitel 3.11.3) beriicksichtigt. Das
Ergebnis bestatigt die Annahme, die vor dem Versuch getroffen wurde, ndmlich, dass der pH
far die Kopplung des Tyrosin-Tripeptids héher liegen muss als bei a-Chymotrypsin, da es mit
dem N-Terminus der Peptidkette nur eine Aminogruppe zur Kopplung enthalt. Der zur Kopp-
lung optimale pH muss aus diesem Grund deutlich Gber dem pk,-Wert des N-Terminus lie-
gen (pNH, = 9,11 [77]), da fUr eine vollstandige Kopplung alle Aminogruppen neutral vorlie-

gen mussen.
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4.4 Bestimmung der Enzym-/Peptidbeladung der Partikel mittels FTIR
ATR

Mittels FTIR ATR wurde eine Methode zur Quantifizierung der immobilisierten Biomolekdl-
masse auf den carboxylierten M-PVA Partikeln erstellt. Ein Beispiel fir zwei FTIR ATR Spek-
tren von getrockneten M-PVA C22 Partikeln ohne und mit immobilisiertem a-Chymotrypsin
(63 mg/qg) ist in Abbildung 17 fir den gesamten aufgenommenen IR-Bereich (Wellenzahl
4000—400 cm™) und als Ausschnitt fiir den Bereich 1800-800 cm™ in Abbildung 18 gezeigt.
Die in den Schaubildern aufgefihrten Wellenzahlen zeigen die wichtigsten Bandenzuord-
nungen der Spektren an, die in Tabelle 20 zusammengefasst sind. Die Regionen mit den
gréBten Veranderungen zwischen den beiden Spektren sind die Amid | und Amid Il Banden.
Zwar wurde fur die multivariate Modellerstellung, wie in Kapitel 4.4.2 angefthrt, entweder der
gesamten Wellenzahlenbereich oder der Abschnitt 1800-770 cm™ verwendet, bei den Amid |
und Il Banden sind die Anderungen auf Grund von immobilisiertem Enzym jedoch auch di-
rekt mit bloBem Auge sichtbar.
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Abbildung 17: Beispiele fiir FTIR ATR Spektren, M-PVA C22 Partikel ohne immobilisiertes Enzym und mit
63 mg/g kovalent immobilisiertem a-Chymotrypsin im gesamten aufgenommenen IR-Bereich von 4000-
400 cm™.
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Abbildung 18: Ausschnitt aus den FTIR ATR Spekiren der C22 Partikel ohne und mit kovalent
immobilisiertem a-Chymotrypsin im Bereich 1800-800 cm™.

Tabelle 20: Bandenzuordnung fiir die FTIR ATR Spektren von M-PVA C22 Partikel ohne und mit immobili-
siertem a-Chymotrypsin.

Bande [cm"] Zuordnung Quelle
3200-3600 O-H Streckung [84]-[86]
2800-3000 C-H Alkylstreckung [85], [86]
1713 C=0 Streckung der Carboxygruppe [84], [85]
1652 Amid | v.on a-Chymotrypsin o (87], (8]
(vorrangig C=0 Streckung der Peptidbindung)

1640 C=0 Streckung aliphatischer Ester, Acetat (PVA) oder Wasser [85], [86]
1563 Asymmetrische Streckung des Carboxylat-Anions (COO) [84]

Amid Il von a-Chymotrypsin

1542 (N-H Deformation und C-N Streckung der Peptidbindung) (871, [88]
1455 (in der Schulter) CH> Streckung [84]
1436 CH. Deformation [86]
1413 Symmetrische Streckung des Carboxylat-Anions (COQ) [84]
1382 CH> Schaukel [86]
1280 C-O Streckungen [84]
1243 CH Wippe 1]
1141 C-O-C Streckung [86]
1100 C-O Streckung [86]

627, 556, 440 Fe-O Streckung (Magnetit) [89]
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4.4.1 Calcium-Entfernung von den Immobilisaten

Um den Einfluss des Calciums auf die FTIR ATR Spektren und die Entfernung mittels EDTA
zu untersuchen, wurden Waschversuche von Partikeln ohne und mit immobilisiertem
a-Chymotrypsin durchgefiihrt. Die Spektren im Wellenzahlenbereich 1800-770 cm™ sind in
Abbildung 19 gezeigt.
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Abbildung 19: FTIR ATR Spektren (a) von Partikeln nach MES- und MilliQ-Waschungen, (b) von Partikeln,
die dquivalent den Immobilisaten wahrend der Immobilisierung und anschlieBend in EDTA/MES und Mil-
liQ gewaschen wurden, (c) von Immobilisaten nach MES und MilliQ-Waschungen und (d) Immobilisaten
nach EDTA/MES- und MilliQ-Waschungen. Die Puffer in den Klammern sind jeweils die, mit denen vor der
MilliQ-Waschung gewaschen wurde.
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In Abbildung 19a ist deutlich der Einfluss des MES-Puffers gegentber den mit MilliQ gewa-
schenen Partikeln ohne verbleibende Puffersalze zu sehen. Die zusatzliche Absorbanz in
den Bereichen 1564, 1231, 1126, 1040 und 874 cm™ gehen auf das MES-Molekiil zuriick.
Wenn die Partikel der gleichen Waschungprozedur wie die Immobilisate unterzogen werden
(MES-Puffer zur pH-Einstellung und Inkubation, Waschung in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9
nach der Inkubation) und anschlieBend zweimal in 0,02 M EDTA 0,1 M MES pH 5,3 gewa-
schen werden (Spektrum Il 1 in Abbildung 19b) kommt eine zuséatzliche Bande auf Grund
des EDTAs bei 1636 cm™ hinzu. Sowohl EDTA, als auch MES lassen sich jedoch durch
Wasser vollstandig entfernen, so dass die Spektren Il und Ill 2 in Abbildung 19a und b voll-
standig deckungsgleich sind.

Im Falle der Immobilisate, die nicht mit EDTA sondern nach der Immobilisierung nur mit
MES-Puffer (IV 1), bzw. MES-Puffer und MilliQ (IV 2) gewaschen wurden (Abbildung 19c),
sind asymmetrische und symmetrische Streckschwingung des deprotonierten Carboxylat-
lons bei 1563 und 1413 cm™ [84] deutlich erkennbar. Da die Partikel auf Grund der Wa-
schung mit 0,1 M MES Puffer im pH-Bereich 5,3 liegen missen, muss der deprotonierte Zu-
stand des Carboxylat-lons auf eine Komplexierung mit Calcium zurlickgehen, die auch im
leicht sauren Milieu bestehen bleibt, da ansonsten das Carboxylat-lon vorwiegend protoniert
sein und die C=0 Streckschwingung bei 1713 cm™ zeigen miisste [90]. Aus Abbildung 19¢c
geht weiter hervor, dass die MilliQ-Waschung zwar das MES entfernt, jedoch nicht die Kom-
plexierung der Carboxygruppen aufheben kann. Die groBe Anzahl der Carboxygruppen auf
den Partikeln, die selbst mit immobilisiertem Enzym noch vorhanden ist, geht auf den hohen
Funktionalisierungsgrad der Partikel mit 950 umol COOH / g Partikel zurtick, von dem nur ein
niedriger Prozentsatz bei der Immobilisierung verbraucht wird.

Werden die Immobilisate nach der Immobilisierung mit 0,02 M EDTA 0,1 M MES pH 5,3
(Spektrum V) und anschlieBend noch mit MilliQ (Spektrum VI) gewaschen, wie in Abbildung
19d gezeigt, so wird im ersten Fall wieder die Bande bei 1636 cm™ sichtbar, die auf das
EDTA zurGckgeht. Im zweiten Fall werden die Amid | und |l Banden bei 1652, bzw.
1542 cm™ sichtbar, die vom Enzym herriihren und jetzt, da sowohl das Calcium, als auch alle
anderen Storreinfluss weg gewaschen wurden, erkennbar sind. Ebenfalls sichtbar ist die
oben erwahnte C=0 Streckschwingung bei 1713 cm™, welche die Protonierung der freien
Carboxygruppen zeigt. Auf Grund dieser Ergebnisse wurden die vorbereitenden Waschun-
gen mit 0,02 M EDTA 0,01 M MES pH 5,3 und MilliQ, wie in Kapitel 3.10.2 beschrieben, flr
alle FTIR ATR Proben, wenn nicht explizit anders erwahnt, durchgefihrt.
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4.4.2 Erstellung multivariater Kalibrationsmodelle

Fir die Erstellung der multivariaten Kalibration wurde die Partial Least Square (PLS) Metho-
de des Quant 2 Pakets der OPUS Software verwendet. Jede Kalibrationsprobe wurde zwan-
zigmal gemessen, fir jede Kalibration wurden entweder 20 Beladungen in Einfachanséatzen
oder 10 Beladungen in Doppelanséatzen (wie in Kapitel 3.11 beschrieben) verwendet. Abbil-
dung 20 zeigt das Ergebnis einer FTIR ATR Modellerstellung am Beispiel des kovalent im-
mobilisierten a-Chymotrypsins auf C22 Partikel der Charge C250. Das Modell wurde bei der
Erstellung kreuzvalidiert, d.h. jede Probe wurde einmal zur Erstellung eines Kalibrationsmo-
dells weggelassen und gegen dieses Modell vorhergesagt. Dies wurde so lange durchge-
fihrt, bis jede Probe einmal ausgelassen worden war. Die aus diesem Modell vorhergesag-
ten Beladungen sind in Abbildung 20 Gber den per BCA ermittelten, wahren Beladung aufge-
tragen. Es ist ersichtlich, dass das Modell eine hohe Vorhersagegenauigkeit besitzt, begrin-
det durch den niedrigen, einfachen Vorhersagefehler RMSECV und durch das Be-
stimmtheitsmaB R%yomersage, Welches nahe dem idealen Wert von 100 % ist.
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Abbildung 20: Ergebnis der kreuzvalidierten Modellerstellung fiir kovalent immobilisiertes
a-Chymotrypsin mit folgenden Eigenschaften: Rang = 7, F!2yorhersag.E = 96,8 %, RMSECV = 3,1 mg/g.

In Tabelle 21 sind die Parameter der Kreuzvalidierung der erstellten Modelle fir
a-Chymotrypsin und Tyrosin-Tripeptid dargestellt. Diese basieren auf den Beladungskurven
fir die Immobilisierung von a-Chymotrypsin und Tyrosin-Tripeptid (Kapitel 3.11). Die Ergeb-
nisse der externen Validierungen der Modelle sind daher in Kapitel 4.5 gezeigt.
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Tabelle 21: Multivariate FTIR ATR Modelle fiir adsorptiv und kovalent immobilisiertes a-Chymotrypsin und
kovalent immobilisiertes Tyrosin-Tripeptid. Alle Immobilisate wurden mit M-PVA C22 Partikel erstellt.
CT = a-Chymotrypsin, YYY = Tyrosin-Tripeptid.

Methode Zﬁ;tri;eel- E:::?cl:‘ngs \é\;erg:ie:hzahl ?,Z‘i““e’sage Rang m’;s/;cv
[mg/g] [cm’]
CT  adsorptiv.  C250 4-140 1800-770 99,5 4 2,9
CT  kovalent  C250 6-63 4000-400 96,8 7 3,1
CT  kovalent 104103 5-81 1800-770 97,4 4 3,7
YYY kovalent  C250 5-100 1800-770 97,9 4 42

Alle Modelle, mit Ausnahme der kovalenten Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf C22
Partikel der Charge C250, wurden im Wellenzahlenbereich 1800-770 cm™ kalibriert, in dem
sich die groéBten Bandenintensitatsanderungen auf Grund unterschiedlicher Beladungen be-
finden, wie bereits in Abbildung 18 gezeigt. Die Kalibration der kovalenten Immobilisierung
von a-Chymotrypsins auf C22 Partikeln der Charge C250 erfolgte tber den gesamten Wel-
lenzahlenbereich (mit Ausnahme der atmosphéarischen CO,-Banden, 2400-2300 cm™), da
dies nach den Vorgaben der multivariaten Kalibration (R%yormersage Moglichst nahe an 1, mini-
maler RMSECV) das bessere Modell lieferte.

Es soll abschlieBend noch auf einen weiteren Vorteil der direkten Beladungsbestimmung
mittels FTIR ATR hingewiesen werden: Zusatzlich zu den beschriebenen Vorteilen ist auch
die Bestimmung der Partikelkonzentration fir diese Methode nicht notwendig.

4.5 Beladungskurven adsorptiver und kovalenter Immobilisierungen

4.5.1 Adsorptive Immobilisierung von a-Chymotrypsin

Um die mégliche adsorptive Beladung von a-Chymotrypsin auf den C22 Partikeln (Charge
C250) zu bestimmen, wurden zehn Einsatzkonzentrationen im Konzentrationsbereich 4,3—
140,4 mg/g in Doppelansétzen eingesetzt. Die Beladungen und Aktivitdten der M-PVA Parti-
kel fur adsorptiv immobilisiertes a-Chymotrypsin in diesem Einsatzkonzentrationsbereich
sind in Abbildung 21a dargestellt. Weiterhin sind in Abbildung 21b die zugehérigen Bela-
dungs- und Aktivitatsausbeuten gezeigt. Adsorptiv gebunden wurden 4,3-133,5 mg/g, ab-

hangig von der jeweils eingesetzten Konzentration.
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Abbildung 21: (a) Adsorptive Beladung (linke Ordinate) und Aktivitat (rechte Ordinate) von immobilisier-

tem a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln der Charge C250. (b) Die zugehérigen Beladungs- (linke Ordinate)
und Aktivitatsausbeuten (rechte Ordinate).

Daraus ergeben sich Beladungssausbeuten zwischen 100 und 95 % und damit eine voll-
standige Enzymadsorption aus den Immobilisierungslésungen. Die adsorptive Immobilisie-
rung ist ein Resultat der Kationenaustauscher-Funktionalitat der Partikel auf Grund ihrer
Carboxylierung, die oberhalb von pH 4 zum Carboxylat-lon dissoziiert [91]. Der isoelektrische
Punkt von bovinem a-Chymotrypsin betragt 8,75 [92], d.h. unter den Bedingungen der ad-
sorptiven Immobilisierung (pH 5,5) ist a-Chymotrypsin positiv geladen. Die spezifische Aktivi-
tat des freien Enzyms betrug 110 U/mg. Die Aktivitaten der Partikel liegen zwischen 136 und
4242 U/g, die Aktivitatsausbeute betragt damit zwischen 21 % und 29 %. Wie in Kapitel 4.6.1
gezeigt wird, desorbiert a-Chymotrypsin anteilig unter den pH-Bedingungen des Aktivitats-
assays (pH 7,5), daher ist die Partikelaktivitat nicht nur auf das gebundenen Enzym zuriick
zu fahren, sondern auch auf das wahrend des Assays desorbierte und damit wieder freie

Enzym.
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Abbildung 22: Ein FTIR Spektrum pro adsorptiver Beladung zusammen mit einem Partikelspektrum ohne
Enzym im Wellenzahlbereich 1800-1450 cm™.

Von jeder der zwanzig Proben (zehn Konzentrationen in Doppelanséatzen) wurden jeweils 20
FTIR ATR Spektren, wie in Kapitel 3.10.3 beschrieben, aufgenommen. In Abbildung 22 sind
die Amid | und Amid Il Regionen mittels eines Spektrums pro Beladung gezeigt. Es ist deut-
lich sichtbar, wie héhere Beladungen zu hdheren Absorbanzen fuhren. Die Partikel ohne
Enzym wurden vor der FTIR ATR Messung im gleichen MES-Puffer gewaschen, der auch
bei der Enzymadsorption eingesetzt wurde. Mit den Spektren wurde ein multivariates Kalib-
rationsmodell erstellt, dessen Parameter in Tabelle 21 im Kapitel 4.4.2 dargestellt sind. Mit
Hilfe des Modells wurden die Beladung der Proben aus dem Rezyklierungsversuch adsorpti-
ver Immobilisate (Kapitel 3.12.1) quantifiziert und gleichzeitig, durch eine parallele BCA-
Auswertung, das Modell validiert.

4.5.2 Kovalente Imnmobilisierung von a-Chymotrypsin

Basierend auf den DoE-Ergebnissen zur EDC-Aktivierung und a-Chymotrypsin-Kopplung
wurden fir zwei Chargen C22 Partikel (C250 und 0104103) Beladungskurven fir die kova-
lente Enzymimmobilisierung erstellt. In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der Beladungskur-
ve fur die Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln der Charge C250 zusam-
mengefasst. Weiterhin sind die zugehdrigen Beladungs- und Aktivitatsausbeuten dargestellt.

Die Beladung zeigt einen linearen Anstieg bis zu einer Enzymeinsatzkonzentration von
52 mg/g. Die Beladungsausbeute liegt in diesem Bereich zwischen 100 und 87 %. Die
héchste absolute Beladung von 63 mg/g wird fir die hoéchste Einsatzkonzentration
(112 mg/g) erreicht. Im Einsatzkonzentrationsbereich von 64 bis 112 mg/g féllt die Bela-
dungsausbeute von 77 auf 56 % ab.
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Abbildung 23: (a) Kovalente Beladung (linke Ordinate) und Aktivitat (rechte Ordinate) von immobilisiertem
a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln der Charge C250. (b) Die zugehérigen Beladungs- (linke Ordinate) und
Aktivitatsausbeuten (rechte Ordinate).
Die Aktivitat der Immobilisate liegt zwischen 306 U/g fir die niedrigste Einsatzkonzentration
und erreicht einen konstanten Wert von 1000-1100 U/g ab einer Enzymbeladung von
35 mg/g. Mit einer ermittelten spezifischen Aktivitat fir das freie Enzym von 110 U/mg ergibt
sich eine Abnahme der Aktivitatsausbeute von 45 % bei einer Beladung von 6 mg/g auf 9 %
bei einer Beladung von 63 mg/g. Die groBBe Standardabweichung bei der Aktivitdtsausbeute
von 45% fir eine Beladung von 6 mg/g lasst darauf schlieBen, dass eine der beiden doppel-
bestimmten Beladungen einen AusreiBBer bei der Aktivitat darstellt, so dass die Aktivitatsaus-
beuten flr die niedrigen Beladungen eher im Bereich von 30 % zu finden sind. Bis zu einer
Einsatzbeladung von 40 mg/g befinden sich die Aktivitdtsausbeuten damit im gleichen Be-
reich wie flr die adsorptive Beladung (20—-30 %). Das ist besonders hervorzuheben, da, wie
in Kapitel 4.5.1 angefihrt, davon auszugehen ist, dass bei der adsorptiven Beladung Enzym
unter den Bedingungen des Aktivitatsassays desorbiert und wieder als freies Enzym vorliegt.
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Die FTIR ATR Spekiren des Wellenzahlenbereichs 1800-1470 cm™ sind in Abbildung 24
dargestellt. Die FTIR ATR Spektren zeigen flir die Amid | und Amid Il Banden deutlich die
Zunahme der Enzymbeladung. Die Ergebnisse der FTIR ATR Modellerstellung sind in Kapi-
tel 4.4.2 zusammengefasst. Zur Validierung dieses Modells und zur Demonstration seines
Einsatzes in der Prozesskontrolle wurden zwei a-Chymotrypsin-Konzentrationen in Doppel-

ansatzen immobilisiert und rezykliert, wie in Kapitel 3.12.2 dargestellt.
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Abbildung 24: FTIR ATR Spektren fiir jede Beladung zusammen mit den Partikeln ohne immobilisiertes
Enzym im Wellenzahlbereich 1800-1450 cm™.

Far a-Chymotrypsin Immobilisate der Partikelcharge 0104103 sind die Beladungen und die
zugehorigen Beladungs- und Aktivitdtsausbeuten in Abbildung 25 dargestellt. Die Beladung
zeigt einen linearen Anstieg Uber die gesamte Einsatzkonzentration von a-Chymotrypsin (5—
88 mg/g) und erreicht entsprechend Beladungsausbeuten von 98-100 % fir alle Werte mit
Ausnahme der beiden hdchsten Einsatzkonzentration, wo die Beladungsausbeute auf 96 %
(Einsatzkonzentration: 83 mg/g) und 93 % (Einsatzkonzentration: 88 mg/g) sinkt. Die absolu-
te Beladung betragt fur die héchste Einsatzkonzentration 81 mg/g. Die Aktivitat der Immobi-
lisate liegt zwischen 69 U/g fur die niedrigste Einsatzkonzentration und 890 U/g fur die
hoéchste. Die Aktivitdten der beiden hdchsten Einsatzkonzentrationen sind im Rahmen der
Standardabweichung gleich. Mit einer spezifischen Enzymaktivitdt von 103 U/mg ergeben
sich Aktivitdtsausbeuten von 14 % bis 10 % Uber die Zunahme der Einsatzkonzentration.

Beim Vergleich der Beladungskurven flr die Partikelchargen C250 und 0104103 wird deut-
lich, dass letztere hdhere Beladungen zuldsst, gleichzeitig die absoluten Partikelaktivitaten
aber geringer ausfallen. Da die Charge 0104103 von chemagen als Out of Specification, auf
Grund der zu kleinen PartikelgréBe, definiert wurde, was sich auch bei der Bestimmung der
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PartikelgréBenverteilung bestatigte, liegt der Schluss nahe, dass die kleineren Partikel auf
Grund ihrer héheren spezifischen Oberflache die héhere Beladung erlauben, gleichzeitig
aber auch eine rigidere Immobilisierung der Enzyme verursachen. Letzteres kann auch
durch den fast dreifachen EDC-Einsatz bei der Partikelaktivierung (0,22 g/g bei der C250
Charge und 0,59 g/g bei der 0104103 Charge) begtinstigt worden sein.
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Abbildung 25: (a) Kovalente Beladung (linke Ordinate) und Aktivitat (rechte Ordinate) von immobilisiertem
a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln der Charge 0104103. (b) Die zugehérigen Beladungs- (linke Ordinate)
und Aktivitatsausbeuten (rechte Ordinate).

Ebenso wie bei den C250 Immobilisaten zeigen die FTIR ATR Spektren der 0104103 Charge
far die Amid | und Amid |l Banden deutlich die Zunahme der Enzymbeladung (Abbildung 26).
Bei den C22 Partikeln ohne immobilisiertes Enzym zeigt die Charge 0104103 im Wellenzah-
lenbereich 1800-700 cm™ qualitativ das gleiche Spektrum wie die Charge C250. Die unter-
schiedliche PartikelgréBe hat demnach keinen Einfluss auf das FTIR ATR Ergebnis. Die Er-
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gebnisse der FTIR ATR Modellerstellung sind in Kapitel 4.4.2 zusammengefasst. Das Modell
wurde fir die Prozesskontrolle des Scale-up Versuchs (Kapitel 3.14) verwendet.
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Abbildung 26: FTIR ATR Spektren fiir jede Beladung zusammen mit den Partikeln ohne immobilisiertes
Enzym im Wellenzahlbereich 1800-1450 cm™.

Als weitere externe Validierung der beiden FTIR ATR Modelle fur immobilisiertes
a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln wurden die Spektren des einen Modells gegen das jeweils
andere quantifiziert. Die Ergebnisse dieser Quantifizierung sind in Tabelle 22 fiir die Auswer-
tung der Immobilisate der Partikelcharge 0104103 gegen das Modell der C250 Partikel und
in Tabelle 23 fur die Auswertung der Immobilisate der Partikelcharge C250 gegen das Modell
der 0104103 Partikel dargestellt. Die Standardabweichungen der FTIR ATR Ergebnisse be-
ziehen sich auf die zwanzig FTIR ATR Messungen, die pro Probe durchgefiihrt wurden.

Aus Tabelle 22 geht hervor, dass das Modell die BCA-Beladungen, mit Ausnahme der letz-
ten Probe (# 13), im Rahmen der doppelten Vorhersagegenauigkeit (2 x RMSECV =
6,2 mg/g) wiedergibt. Die BCA-Beladung der letzten Probe ist sehr nahe an der Kalibrations-
grenze des Modells von 63 mg/g, was die Abweichung von 10,6 mg/g erklaren kann. Wie
aus Tabelle 23 ersichtlich, liegen die meisten wahren Werte der Beladungen ebenfalls inner-
halb der doppelten Vorhersagegenauigkeit des Modells (2 x RMSECV = 7,4 mg/g). Eine
Ausnahme bildet Probe # 3, bei der sich die Vorhersage in der dreifachen Vorhersagegenau-
igkeit befindet und vom Modell um 10,1 mg/g zu niedrig vorhergesagt wird.

Als Fazit aus dieser Quantifizierung der Proben einer Beladungskurve mit dem Modell einer
anderen lasst sich festhalten, dass die FTIR ATR Methode im Rahmen der Vorhersagegen-

auigkeit der erstellten Modelle die per BCA ermittelten Werte sehr gut wiedergibt. Es zeigt
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sich, dass die Methode auch chargentbergreifend in Bezug auf die Partikel angewendet
werden kann, ein wichtiger Aspekt im Hinblick auf den Einsatz in der Prozesskontrolle.

Tabelle 22: Auswertung der 0104103 Spektren mittels des C250 Modells.

Nr. BCA Beladung [mg/g] FTIR ATR Beladung [mg/g] A [mg/g]
1 9,2 11,0+ 0,6 1,8
2 13,2 17,7+£0,6 4,5
3 17,2 21,3+0,4 4.1
4 20,7 25,8+1,8 5,1
5 25,1 27,5+04 2,4
6 30,5 32,3+0,6 1,8
7 34,9 34,1+£0,9 0,8
8 40,0 37,1+£1,2 2,9
9 43,9 41,1 £1,1 2,7
10 46,5 46,9+1,3 0,4
11 51,1 51,2+2,0 0,1
12 57,9 52,3+2,0 5,6
13 61,7 51,1£1,6 10,6

Tabelle 23: Auswertung der C250 Spektren mittels des 0104103 Modells.

Nr. BCA Beladung [mg/g] FTIR ATR Beladung [mg/g] A [mg/g]
1 12,3 5,8+0,8 6,5
2 12,7 55+1,2 7,2
3 18,2 8,0+1,1 10,1
4 18,2 149+1,0 3,2
5 26,0 22,3+0,8 3,7
6 29,4 222+1,2 7,2
7 34,0 29,6 £0,7 4,3
8 35,1 36,3+14 1,3
9 36,1 39,2+0,7 3,1
10 36,9 39,2+1,3 2,3
11 44,0 452 +0,6 1,2
12 46,6 47,7 £0,7 1,1
13 47,8 499104 2,1
14 51,0 53,1+1,6 2,1
15 58,5 54,4 £1,0 4,0
16 59,2 53,0+ 1,6 6,2
17 61,6 56,5+ 0,8 5,2
18 63,4 58,4 +0,7 5,0
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4.5.3 Kovalente Immobilisierung von Tyrosin-Tripeptid

Wie fir a-Chymotrypsin wurde auch flir Tyrosin-Tripeptid, basierend auf den DoE-
Ergebnissen zur EDC-Aktivierung und Tripeptidkopplung, eine Beladungskurve fir die kova-
lente Peptidimmobilisierung auf C22 Partikeln (Charge C250) erstellt. Die Beladungskurve
des Tyrosin-Tripeptids ist in Abbildung 27a dargestellt. Die Beladungsausbeuten liegen zwi-
schen 91 und 99 %. Im untersuchten Konzentrationsbereich ist noch keine Sattigung der
Partikel mit dem Tripeptid eingetreten und die Beladung steigt nahezu linear mit der Einsatz-
konzentration. Die héchste Beladung von 100 mg/g wird auch mit der héchsten Einsatzkon-
zentration von 107 mg/g erreicht. 100 mg/g entsprechen einer molekularen Beladung von
200 pmol/g. Unter Verwendung der Herstellerangaben des Funktionalisierungsgrads der
Partikel, c(COOH) = 900 umol/g, bedeutet dies, dass jede 4-5 funktionelle Gruppe auch tat-
sachlich zur Immobilisierung verwendet wurde. Da sich die Beladung noch nicht einem ge-
sattigten Grenzwert annahert, kann davon ausgegangen werden, dass die Partikel mit noch
mehr Tyrosin-Tripeptid beladen werden kénnen.

Von jeder der achtzehn Proben wurden je 20 FTIR ATR Spektren, wie in Kapitel 3.10.3 be-
schrieben, aufgenommen. In Abbildung 27b sind die Amid | und Amid Il Regionen mittels
eines Spektrums pro Beladung gezeigt. Neben diesen beiden deutlich steigenden Banden
zeigen die Spektren zwei weitere Banden bei 1515 und 1614 cm™. Diese kdnnen spezifisch
der Tyrosin-Seitenkette zugeordnet werden [93]. Die Ergebnisse der FTIR ATR Modellerstel-
lung sind in Kapitel 4.4.2 zusammengefasst.
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Abbildung 27: (a) Beladung von kovalent immobilisiertem Tyrosin-Tripeptid auf C22-C250 Partikeln. (b)
Ein FTIR Spektrum fiir neun der achtzehn Beladungen im Wellenzahlbereich 1800-1450 cm™.

In Tabelle 24 sind die sechs Proben gezeigt, die zur Validierung des FTIR ATR Modells ver-
wendet wurden, welches mit Hilfe der Beladungskurve erstellt wurde. Dargestellt sind die
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Beladungen, die per UV 280 und per FTIR ATR Modell ermittelt wurden. Die Standardabwei-
chungen der FTIR ATR Ergebnisse beziehen sich auf die zehn FTIR ATR Messungen, die
pro Probe durchgefihrt wurden. Alle Werte befinden sich innerhalb des doppelten RMSECV
(2 x RMSECV = 8,4 mg/g) des FTIR ATR Modells und beweisen so die Giltigkeit des Mo-
dells und seines Einsatzes zur Bestimmung unbekannter Beladungen. Die gréf3te Differenz
zwischen UV 280 und FTIR ATR befindet sich bei der Probe mit einer Einsatzkonzentration
von 55,9 mg/g und betragt 5 mg/g. Das Modell Iasst sich damit im Rahmen der Vorhersage-
genauigkeit zur Quantifizierung unbekannter Proben einsetzen.

Tabelle 24: Auswertung der zusétzlichen sechs Tyrosin-Tripeptid-Proben mittels des FTIR ATR Modells
der Beladungskurve.

Nr. UV 280 Beladung [mg/g] FTIR ATR Beladung [mg/g] A [mg/g]
1 11,0 11,7+1,5 0,7

2 23,0 23,7+1,3 0,7

3 34,1 34,134 0

4 45,4 50,0+1,0 4,6

5 55,9 61,0+ 2,6 5,0

6 66,0 66,2+ 1,0 0,2

4.6 Rezyklierung von a-Chymotrypsin-immobilisaten im LabormaBstab

Um die erstellten FTIR ATR Modelle fir adsorptiv und kovalent immobilisiertes
a-Chymotrypsin auf der C22 Partikelcharge C250 (siehe Tabelle 21 in Kapitel 4.4.2) zu vali-
dieren und weiterhin die Desorption unter den pH-Bedingungen des Aktivitatsassays (pH 7,5)
zu untersuchen, wurden Rezyklierungen dieser Immobilisate durchgefiihrt. Die Rezyklierung
der adsorptiven Immobilisate erfolgte in Tris pH 7,5 Puffer, die der kovalenten Immobilisate
in Tris pH 7,5 mit 1 g/l Hamoglobin.

4.6.1 Rezyklierung adsorptiver a-Chymotrypsin-immobilisate

Die Ergebnisse der dreimalige Rezyklierung adsorptiv immobilisierten a-Chymotrypsins zur
Validierung des FTIR ATR Modells und der Untersuchung der Desorption unter den pH-
Bedingungen des Aktivitdtsassays (pH 7,5) sind in Abbildung 28 dargestellt. Von der
a-Chymotrypsin Einsatzkonzentration von 116 mg/g wurden 110 + 1,1 mg/g adsorptiv immo-
bilisiert, die Beladungsausbeute entspricht 95 %. Die spezifische Aktivitat des freien Enzyms
betrug 110 U/mg, die Partikel nach der Immobilisierung hatten eine Aktivitat von
4824 + 247 U/g, damit betragt die Aktivitdtsausbeute 38 %. Die Immobilisate dieses Ver-
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suchs sind um 56 % aktiver als die Immobilisate der Beladungskurve (Kapitel 4.5.1), bei ver-
gleichbarer Beladung.
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Abbildung 28: Ergebnisse der (a) Beladung und (b) Aktivitit von adsorptiv immobilisiertem
a-Chymotrypsin wahrend der dreimaligen Rezyklierung. Zyklus 0 bezeichnet die Partikel nach der Immo-
bilisierung.

Da zusatzlich zu den Uberstanden der Immobilisierung auch alle Uberstande der Rezyklie-
rung per BCA analysiert wurden, war es méglich die En zymbeladung sowohl (iber die BCA-
Ergebnisse, als auch per multivariatem FTIR ATR Modell zu bestimmen. Die Parameter des
Modells sind in Tabelle 21 in Kapitel 4.4.2 gegeben. Die Standardabweichungen in Abbil-
dung 28a berechnen sich fir die FTIR ATR Bestimmung aus 20 Spektren pro Probe, bei den
BCA-Ergebnissen aus einer Doppelbestimmung. Im Durchschnitt desorbierten 16—-17 % des
adsorptiv immobilisierten a-Chymotrypsins pro Zyklus. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Werte sind diese auch noch in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Differenz zwischen den mittels FTIR ATR, bzw. BCA bestimmten adsorptiven a-Chymotrypsin-
Beladungen der Rezyklierung. Zyklus 0 bezeichnet die Partikel nach der Immobilisierung.

Zyklus 116-1 FTIR ATR 116-1 BCA A 116-2 FTIR ATR 116-2 BCA A
[mg/g] [mg/g] [mg/g] _[mg/g] [mg/g] [mg/g]

0 108,9 £ 2,1 109,4 £ 0,2 0,5 115,4 £ 2,1 111,0+£0,2 4.4

I 90,0+ 3,8 89,4 0,0 0,6 91,624 90,0 £ 0,0 1,5

Il 76,323 72,6 £0,3 3,8 77516 75,0 £ 0,1 2,5

[ 65214 61,3 0,1 3,9 65,815 63,2 £ 0,1 2,7

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, stimmen alle Werte der FTIR ATR Ergebnisse mit den
jeweiligen BCA-Ergebnissen, unter Berlcksichtigung der doppelten Vorhersagegenauigkeit
(2 x RMSECV = 5,8 mg/g) der multivariaten FTIR ATR Kalibration, Gberein.
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Die Partikelaktivitaten (Abbildung 28b) nahmen Uber die drei Zyklen mit 18—-19 % pro Zyklus
ab und zeigen damit den gleichen Verlauf wie die Beladungen. Insgesamt zeigt die Rezyklie-
rung, dass die multivariate FTIR ATR Kalibration vergleichbare Ergebnisse zur BCA-
Bestimmung der Uberstinde liefert und dass bei der Waschung mit Tris pH 7,5 Puffer deut-
lich Enzym desorbiert, im Gegensatz zu Waschungen im Adsorptionspuffer MES pH 5,5. Da
das Enzym unter den Bedingungen des Aktivitdtsassays desorbierte, erklart sich auch die
um 56 % hdhere Aktivitdt der Immobilisate, die in der Rezyklierung eingesetzt wurden, im
Vergleich zu denen der Beladungskurve. Es wurden absolut mehr Partikel in gréBeren Volu-
mina eingesetzt, durch die Unterschiede in der Handhabung (15 ml statt 1,5 ml Reaktionsge-
faBe, anderer Permanentmagnet zur Separation, langere Separationszeit) variiert auch die
Desorption. Partikelaktivitdten und Aktivitdtsausbeuten sind daher im adsorptiven Fall unter
diesen Bedingungen wenig vergleichbar.

4.6.2 Rezyklierung kovalenter a-Chymotrypsin-Immobilisate

Nach der Rezyklierung der adsorptiven Immobilisate sollten auch kovalente a-Chymotrypsin-
Immobilisate zur Validierung des FTIR ATR Modells und der Untersuchung der Desorption
unter den pH-Bedingungen des Aktivitatsassays (pH 7,5) rezykliert werden. Die finfmaligen
Rezyklierung kovalent immobilisierten a-Chymotrypsins wurde in einer Prozesslésung, be-
stehend aus 1 mg/ml Hdmoglobin in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 durchgefihrt. Die Er-
gebnisse der Immobilisierung sind in Tabelle 26 zusammengefasst. Sowohl die Beladungs-
ausbeute, als auch die Aktivitdtsausbeute entsprechen vergleichbaren Werten der Bela-
dungskurve (siehe Abbildung 23 in Kapitel 4.5.2.)

Tabelle 26: Immobilisate nach der kovalenten Immobilisierung, die fiir die fiinffache Rezyklierung in Pro-
zesslosung eingesetzt wurden.

Eingesetzte En- Beladung der Beladungs- Eingesetzte  Aktivitat der Aktivitats-
zymmenge Partikel ausbeute Aktivitat Immobilisate ausbeute
[mg/g] [mg/g] [%] [U/d] [U/d] [%]

51,6 41,9+0,7 81 5677 1180 £ 59 21

34,7 34,0 £ 0,1 98 3814 925+ 15 24

Die Beladungen der vier Anséatze (zwei Beladungen in Doppelanséatzen) tber die funf Zyklen
sind in Abbildung 29 dargestellt. Die per BCA bestimmten, ,wahren” Beladungen der Partikel
direkt nach der Immobilisierung (Zyklus 0, rote Punkte) befinden sich innerhalb des 95 %
Konfidenzintervalls der per FTIR ATR Modells ermittelten Werte dieser Beladungen, mit
Ausnahme des 0-Werts der 52-2 Probe (Abbildung 29d). Da beim 95 % Konfidenzintervall
per Definition einer von zwanzig Messwerten auBBerhalb des Intervalls zu finden ist und sich
die BCA-Beladung innerhalb des 99 % Konfidenzintervalls (3 x RMSECV = 9,3 mg/g) dieses,
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direkt mit dem BCA-Wert vergleichbaren, Wertes befindet, handelt es sich nicht zwangslaufig

um einen Ausreil3er.
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Abbildung 29: Beladung der Immobilisate, ermittelt direkt nach der Immobilisierung (0) und Uber den
Verlauf der 5 Zyklen (I-V). Die Beladungen wurden per FTIR ATR und dem multivariaten Kalibrationsmo-
dell ermittelt. Zum Vergleich ist die per BCA ermittelte Beladung direkt nach der Imnmobilisierung (0 BCA)
ebenfalls dargestellt. Die Abbildungen zeigen die Verlaufe fiir a-Chymotrypsin-Einsatzkonzentrationen
von 35 mg/g (a und c¢), bzw. 52 mg/g (b und d).

Im Vergleich zu den meisten der anderen FTIR ATR Messungen Uber die finf Zyklen liegt
der BCA-Wert jedes Immobilisates innerhalb des 68 % Konfidenzintervalls (1 x RMSECV =
3,1 mg/g). Daher lasst sich aus den Beladungsbestimmungen per FTIR ATR sagen, dass die
Partikel kein Enzym ins Prozessmedium oder die Waschlésungen abgaben und die Bela-
dung innerhalb der Vorhersagegenauigkeit des FTIR ATR Modells konstant blieb. Somit de-
monstriert das Ergebnis die Anwendbarkeit der Beladungsbestimmung per FTIR ATR als

Mittel der Prozesskontrolle.
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Die wichtige Bedeutung einer solchen direkten Methode zur Bestimmung der Partikelbela-
dung ergibt sich in diesem Versuch aus dem Einsatz der Immobilisate zum Hamoglobin-
Verdau: Im Gegensatz zur Rezyklierung der adsorptiven Immobilisate im Tris-Puffer ohne
Hamoglobin (Kapitel 3.12.1) konnten bei der Rezyklierung der kovalenten Immobilisate die
Prozesslésungen und dazwischen liegenden Waschungen nicht per BCA analysiert werden.
Zum einen ware eine a-Chymotrypsin-Konzentration auf Grund eines eventuellen Ausblutens
der Immobilisate sehr gering gewesen, zum anderen hatte nicht zwischen der Hamoglobin-
Hintergrundkonzentration (1 g/l) und eventuellen a-Chymotrypsinspuren unterschieden wer-
den kdénnen. Weiterhin ist die genau Analyse der Uberstande dem LabormaBstab vorbehal-
ten und bei gréBeren MaBstaben, auf Grund gréBerer Volumina, veranderter Prozessflih-
rung, schwierigerer Probennahme, unvollstandiger Durchmischung, etc., nicht mehr moglich.
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Abbildung 30: Normierter Aktivitatsverlauf der Immobilisate liber den Verlauf der fiinf Zyklen, jeweils
normiert auf die Aktivitat direkt nach der Immobilisierung (0). Diese betragen: 915 + 1,2 U/g, bzw. 935 *
16,5 U/g fur 35-1, bzw. 35-2 und 1138 % 12,1 U/g, bzw. 1222 * 29,8 U/g fiir 52-1, bzw. 52-2.

Die normierten Aktivitaten (jeweils auf die Aktivitat nach der Immobilisierung normiert) sind in
Abbildung 30 gezeigt. Beide 35 mg/g Ansatze (Aktivitat nach der Immobilisierung (0): 915 +
1,2 U/g, bzw. 935 * 16,5 U/g) zeigen eine Zunahme der Aktivitdt um Uber 20 % nach dem
ersten Zyklus und nahern sich nach dem dritten Zyklus wieder dem Ausgangswert an, den
sie fur die restlichen beiden Zyklen konstant halten. Bei den 52 mg/g Ansatzen (Aktivitat
nach der Immobilisierung (0): 1138 + 12,1 U/g, bzw. 1222 + 29,8 U/g) hélt 52-1 die Aktivitat
zwischen 104 und 93 % Uber die funf Zyklen, wahrend 52-2 bei den letzten beiden Zyklen
um 80 % der Ausgangsaktivitat zeigt. Unter Umsténden zeigt 52-2 bereits eine Enzymdena-
turierung, jedoch lassen sich nach diesen finf Zyklen keine eindeutigen Aussagen in Bezug
auf eine abnehmende Aktivitat machen.
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4.6.3 Fazit aus den Rezyklierungen

Aus den Rezyklierungen der adsorptiven und kovalenten a-Chymotrypsin-Immobilisate 1asst
sich festhalten, dass sich adsorptiv immobilisiertes a-Chymotrypsin unter den pH-
Bedingungen des Aktivitatspuffers desorbieren lasst. Dies kann auch direkt mit einer abneh-
menden Aktivitat Uber die drei Zyklen korrelieren. Fur kovalent immobilisiertes Enzym gilt
dies nicht, die per FTIR ATR bestimmten Beladungen bleiben konstant und drei von vier Par-
tikelaktivitaten entsprechen nach funf Rezyklierungen denen direkt nach der Immobilisierung,
es wurde also kein Enzym desorbiert. Das wichtigste Ergebnis dieser beiden Versuchsreihen
ist jedoch die Eignung der FTIR ATR Methode zur Quantifizierung von Prozessproben, also

zum Einsatz zur Prozesskontrolle.

4.7 Methodenentwicklung Aktivitatsassay Hamoglobin-Verdau

Far die Verwendung des Hamoglobin-Verdaus als zusatzlichen Aktivitdtsassay neben Suc-
AAPF-pNA (Kapitel 3.6.3) fir freies und immobilisiertes a-Chymotrypsin wurden zunachst
das Absorptionsmaximum, der lineare Absorbanzbereich und der Extinktionskoeffizient unter
den gegebenen Pufferbedingungen (0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5) bestimmt. Die Ergeb-
nisse dieser Bestimmungen sind in Abbildung 31 dargestellt. Die VIS-Spektren der mit Im-
mobilisat erzeugten Verdauproben zeigen das Absorptionsmaximum des Hamoglobins bei
407 nm (Abbildung 31a). Die Absorbanz bei dieser Wellenlange steigt linear mit der Hamo-
globin-Konzentration bis zu einem Wert von 2 mg/ml, wie in Abbildung 31b zu sehen ist. Der
im Hamoglobin-Konzentrationsbereich 0,16—2 mg/ml bestimmte Extinktionskoeffizient betragt
414125 £ 33115 I/(mol - cm).

Der Hamoglobin-Verdau durch freies und immobilisiertes a-Chymotrypsin folgt, wie zu erwar-
ten, einer exponentiellen Funktion, wie in Abbildung 32 dargestellt. Fir die freien Enzymkon-
zentrationen wurde aus den Anfangssteigungen der ersten drei Messpunkte (ersten 30 min)
die Aktivitat nach Formel (3.1) berechnet. Fir die immobilisierten Enzymbeladungen berech-
nete sich die Aktivitat aus den ersten sieben Messpunkten (ersten 6,5 h) nach Formel (3.20).

Die drei freien Enzymkonzentration in der Substratlésung (0,16; 0,48 und 0,63 mg/ml) ent-
sprechen drei der Partikelbeladungen (16; 49 und 63 mg/g), da die Partikelkonzentration
10 g/l im Substrat betrug. Aus diesem Grund kénnen die Aktivitdtsausbeuten flr diese drei
Konzentrationen direkt berechnet werden. Fir die beiden Beladungen 32 und 39 mg/g wur-
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den die Aktivitdten des freien Enzyms linear aus den drei bestimmten Ausgangsaktivitaten
interpoliert. Die Aktivitdten und Aktivitatsausbeuten sind in Tabelle 27 dargestellt.
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Abbildung 31: a) VIS-Spektren des Hamoglobin-Verdaus (Co, Hamogiobin = 1 @/I) mit immobilisiertem
a-Chymotrypsin (Beladung der Partikel = 49 mg/g) im Wellenldngenbereich 305-800 nm. b) Absorbanz bei
407 nm einer Hamoglobin-Verdiinnungsreihe im Konzentrationsbereich 0,02—-10 mg/ml. Die Gerade zeigt
den linearen Absorbanzbereich an, der bis zu einer Konzentration von 2 mg/ml reicht.
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Abbildung 32: (a) Verdau von Hamoglobin (¢, = 1 mg/ml) durch drei Konzentrationen von a-Chymotrypsin
Giber 24 h und die zugehérigen Fits durch die Zerfallsfunktion y = yo + a - €% (b) Verdau von Hamoglobin
(co = 1 mg/ml) durch fiinf Inmobilisate mit verschiedenen Beladungen.
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Tabelle 27: Aktivitaten von freiem und Immobilisiertem a-Chymotrypsin beim Hamoglobin-Verdau.

eosnos | Kormemiaton | Zot 0 g pea oo A
Enzym Anfangssteigung (Ausbeute) (Ausbeute)

frei 0,16 mg/ml 0-0,5h 0,633 mU/mg

frei 0,48 mg/ml 0-0,5h 0,435 mU/mg

frei 0,63 mg/ml 0-0,5h 0,413 mU/mg

immobilisiert 16 mg/g 0-6,5h 1,30 mU/g (13 %) 330+ 7 U/g (21 %)
immobilisiert 32 mg/g 0-6,5h 1,39 mU/g (8 %) 548 £ 12 U/g (17 %)
immobilisiert 39 mg/g 0-6,5h 1,46 mU/g (7 %) 653 £ 47 U/g (17 %)
immobilisiert 49 mg/g 0-6,5h 1,63 mU/g (8 %) 787 £ 2 U/g (16 %)
immobilisiert 63 mg/g 0-6,5h 1,75 mU/g (7 %) 905 + 34 U/g (15 %)

Die Proben wurden weiterhin per Suc-AAPF-pNA-Assay auf ihre Aktivitat hin analysiert. Die-
se Ergebnisse sind in der letzten Spalte von Tabelle 27 gegeben. Die Suc-AAPF-pNA Aktivi-
taten liegen im Mittel 130 U/g Gber den Werten der Beladungskurve, bei der die Partikel nach
dem gleichen Protokoll immobilisiert wurden (siehe Abbildung 25 in Kapitel 4.5.2), wéahrend
die Beladungsausbeuten ebenfalls 100 % betrugen. Offensichtlich verlief die Immobilisierung
in diesem Fall besonders gut.

4.8 Scale-up Ergebnisse

Sowohl die Immobilisierung von a-Chymotrypsin auf C22 Partikeln (Charge 0104103), als
auch der zwanzigfache Verdau von bovinem Hamoglobin mittels dieser Immobilisate wurde

im halbtechnischen MafBstab durchgefiihrt.

4.8.1 Pumpenkennlinie und Anlagen-Totvolumen

Zur Charakterisierung der Schlauchpumpe des Durchfluss-Separators wurde nach dem Aus-
tausch aller Schlduche eine Pumpenkennlinie aufgenommen. Diese Pumpenkennlinie ist in
Abbildung 33 gezeigt. Bei den beiden Leistungen, bei denen die Pumpe betrieben wurde
(50 % vorwarts und 70 % rickwarts), betrugen die Férdermengen 696 £ 4,2 ml/min, bzw.
909 £ 19,3 ml/min.

Die Ergebnisse der Pumpenkennlinie wurden nach den Zyklen 10, 12 und 19 bei den einge-
setzten Pumpleistungen (50 % vorwarts und 70 % rickwarts) tberprift. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 28 dargestellt. Zwar liegen die beiden Férdermengen nach Zyklus 12 und 19 bei
50 % vorwarts auBerhalb des 95 % Vertrauensintervalls der fir die Pumpenkennlinie ermit-
telten Férdermenge, verglichen mit der anderen Methode der Volumenbestimmung, der
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Verwendung der 1 |-Skalierung des Glasreaktors, ist diese Bestimmungsmethode trotzdem
genauer. Fur die Reaktion ist weiterhin die Rickpumpmenge wichtiger, da sie bestimmt, wie-
viel Volumen zu Beginn der Reaktion im Reaktor ist, wahrend sich das Reaktionsvolumen
durch verdunstendes Wasser Uber 23 h verandern kann.
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Abbildung 33: Pumpenkennlinie des Scale-up Aufbaus zur Partikelimmobilisierung und zum Hamoglobin-
Verdau.

Tabelle 28: Uberpriifung der Pumpenkennlinie nach den Zyklen 10, 12 und 19.

Zeitpunkt 50 % vorwirts 70 % riickwarts
nach Zyklus 10 699 *8,4 914 +5,8
nach Zyklus 12 670 +6,2 896 +6,0
nach Zyklus 19 657 +1,6 900 +4,1

4.8.2 Enzymimmobilisierung

Die Partikelkonzentration der Immobilisate in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, Lagerpuffer nach der
Immobilisierung betrug 14,3 g/l. Bei einem Uber die Pumpenkennlinie bestimmten Lagervo-
lumen von 3,9 | ergibt sich eine Partikelmasse von 55,8 g. Die Uber FTIR ATR bestimmte
Enzymbeladung betrug 48 + 1,5 mg/g (Standardabweichung Gber 10 FTIR ATR Messungen,
RMSECV des FTIR ATR Modells: 3,7 mg/g). Die Partikelaktivitat, bestimmt per Suc-AAPF-
pNA, betrug 748 + 16 U/g (Aktivitatsausbeute = 14 %). Die Aktivitat liegt damit 100 U/g Uber
dem Wert, der bei der Beladungskurve bestimmt wurde (643 + 10 U/g bei einer Beladung
von 47 mg/g, vgl. Kapitel 4.5.2). Wie auch bei der Beladungskurve, wurde bei der Scale-up
Immobilisierung eine Vollbeladung erreicht, die Inkubationslésung und die nachfolgenden
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Waschungen, die per BCA analysiert wurden, zeigten kein messbares Enzym mehr. Die Ak-
tivitdt des Hamoglobin-Verdaus, der im LabormaBstab mit der Rickstellprobe der Immobi-
lisate direkt nach der Immobilisierung durchgefihrt wurde, betrug 1,56 mU/g und liegt damit
knapp unter der Aktivitat von 1,63 mU/g, die bei der Methodenentwicklung des Hamoglobin-
Verdaus unter gleichen Bedingungen mit einer Immobilisat-Beladung von 49 mg/g erzielt
wurde (vgl. Tabelle 27 in Kapitel 4.7). Die Immobilisierung wurde damit erfolgreich und ver-
gleichbar auf den halbtechnischen MafBstab Ubertragen.

4.8.3 Zwanzigfacher Hamoglobin-Verdau

Der rezyklierte, zwanzigfache Einsatz von a-Chymotrypsin-Immobilisaten zum H&moglobin-
Verdau in einem halbtechnischen MaBstab wurde im Hinblick auf die Partikelkonzentration,
die Partikelbeladung und die Aktivitat, bestimmt Uber den Suc-AAPF-pNA-Assay und den
Hamoglobin-Verdau analysiert.

Die Reaktionszeit eines Zyklus betrug 23 h, eine Stunde wurde fir die Separation der Parti-
kel von der Reaktionslésung und das Ruckspilen in den Reaktor mit frischer Substratlésung
verwendet. Bei vier Zyklen war die Reaktionszeit langer als 23 h. Dies war bei Zyklus 6 (4
Tage Reaktionszeit), Zyklus 11 (3 Tage) sowie Zyklus 16 und 18 (jeweils 2 Tage). Insgesamt
waren die Partikel damit 27 Tage im Einsatz, wobei sie permanent bei 37 °C geriihrt oder mit
Hilfe des Durchfluss-Separators die Reaktionsvolumina getauscht wurden, was bei der Parti-
kelresuspendierung entsprechende Scherbelastungen bedeutet.

Die per multivariater FTIR ATR Kalibration ermittelten Beladungen der Partikel sind in Abbil-
dung 34 gezeigt. Der Vorhersagefehler RMSECV des Modells betragt 3,7 mg/g (siehe Tabel-
le 21 in Kapitel 4.4.2). Sowohl das 68 % Konfidenzintervall (1 x RMSECV), als auch das
95 % Konfidenzintervall (2 x RMSECV) sind ebenfalls in der Abbildung gezeigt. Alle Mes-
sungen liegen innerhalb des 95 % Konfidenzintervalls um die Beladung der Partikel direkt
nach der Immobilisierung (IM, 48 + 1,5 mg/g). Damit war die Partikelbeladung konstant Uber
die 20 Zyklen und es wurde kein Enzym in die Prozessldésung abgegeben.
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Abbildung 34: Beladung der Partikel, bestimmt per FTIR ATR. IM steht fir Inmobilisierung und bedeutet,
dass die Partikel direkt nach der Immobilisierung und vor der Rezyklierung gemessen wurden. LP steht
fiir Lagerpartikel und meint die Partikel nach den 20 Zyklen in Lagerpuffer. Der einfache und doppelte

Vorhersagefehler des Kalibrationsmodells sind fiir jede Probe gezeigt, sowie (als rote Linien) um den
Immobilisierungswert IM.

120

L
N 11243

0 | %§§§{

40

Normierte Aktivitat [%]

20 A
® Rickstellprobe
O Prozessprobe
0 T T T T T
0 5 10 15 20

Zyklus

Abbildung 35: Suc-AAPF-pNA-Aktivitaten der Immobilisate. Riickstellprobe bezeichnet die nach der Im-
mobilisierung bei 4 °C gelagerten Partikel, wahr end die Prozessprobe die Partikel bezeichnet, die im
Hamoglobin-Verdau eingesetzt wurden. Alle Aktivititen sind auf die Partikelursprungsaktivitidt von
748 * 16 U/g, bestimmt nach der Immobilisierung (Zyklus 0), normiert.
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Die normierten Suc-AAPF-pNA-Aktivitdten der Immobilisate, die zum Start jedes Zyklus aus
dem Reaktionsvolumen entnommen wurden, verglichen mit den Partikeln der Ruckstellpro-
be, die bei 4 °C gelagert waren, sind in Abbildung 35 dargestellt. Die gelagerten Partikel bi3-
ten Uber die 27 Tage keine Aktivitat ein, wahrend die Aktivitat der rezyklierten Partikel um
39 % auf einen Wert nach Zyklus 20 von 61 % der urspriinglichen Aktivitat abfiel. Da die Be-
ladung der Partikel konstant war, kann dieser Abfall nur eine Inaktivierung der immobilisier-
ten Enzyme auf Grund der Beanspruchung im Reaktor bedeuten. Die Lagerstabilitéat der Par-
tikel in 0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 9 ist im Hinblick auf eine technische Umsetzung wichtig.
Nicht jede technische Anwendung von Biokatalysereaktionen mittels immobilisierter Enzyme
kann die Herstellung neuer Enzymimmobilisate beinhalten und der Einkauf fertiger Immobi-
lisate ist daher gegebenenfalls winschenswert.

Die Hamoglobin-Einsatzkonzentration des ersten Zyklus betrug, auf Grund eines Fehlers bei
der Herstellung der Hamoglobin-Stocklésung, 1,9 statt 1,0 g/Il. Im Mittel betrugen die Hamo-
globin-Einsatzkonzentrationen (ohne den ersten Zyklus) 1,2 + 0,1 g/I. Die Partikelkonzentra-
tion Uber die zwanzig Zyklen betrug 10,2 + 0,7 g/I. Das Reaktionsvolumen (bestimmt Uber die
RiUckpumpmenge) betrug 5,7 + 0,7 I. Wie in Abbildung 36 gezeigt, lassen sich Schwankun-
gen der Hamoglobin-Einsatzkonzentration (zwischen 1,1 und 1,4 g/I) mit der Partikelkonzent-
ration (zwischen 9,4 und 12,0 g/l) korrelieren.
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Abbildung 36: Verlauf der Hamoglobin-Einsatzkonzentration und Partikelkonzentration im Reaktionsvo-
lumen Uber die 20 Zyklen. Die Hamoglobin-Einsatzkonzentration von 1,9 g/l beim ersten Zyklus erklart
sich durch den fehlerhaften Ansatz der Hamoglobin-Stocklésung.
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Der Grund der Schwankungen bei den Hamoglobin-Einsatz- und Partikelkonzentrationen, die
nicht konstant bei den geplanten 1 g/l, bzw. 10 g/I waren, liegt in der Prozessfuhrung beim
Rickspulen der Partikel mit frischem Substrat in den Reaktor. Beim Ruckspulen wurden zu-
nachst 2 | einer 2,5 g/l Hamoglobin-Stocklésung verwendet, um anschlieBend auf reinen
0,1 M Tris 0,02 M CaCl, pH 7,5 Puffer umzustellen und auf das Zielvolumen von 5 | und da-
mit auf die Himoglobin-Zielkonzentration von 1 g/l aufzufillen. Es wurde somit mit zwei, statt
einer Lésung zurtickgepumpt, um den ,Wertstoff* Hdmoglobin vollstandig aus dem Separator
zu spulen, weswegen auch durch dasselbe Ventil (durch das Umhéngen des Schlauchs von
der Stocklésung in den reinen Puffer) gespult wurde. Da hierzu das Programm manuell ge-
steuert wurde, lief der Schlauch der Stocklésung leer und Uber die Zyklen wurde unter-
schiedlich viel Luft ins System eingesaugt und fihrte daher zu einem verénderten Reakti-
onsvolumen.

Die Verlaufe der Aktivitdt des Hamoglobin-Verdaus sowie der Hamoglobin-
Einsatzkonzentration sind in Abbildung 37 Uber die durchgefihrten Zyklen aufgetragen Die
deutlich héhere Aktivitat im ersten Zyklus Idsst sich mit der hdheren Einsatzkonzentration
korrelieren. Dies deutet auf eine Substratlimitierung der Verdaureaktion in diesem Konzent-
rationsbereich des Hamoglobins hin. Die Aktivitaten der folgenden funf Zyklen laufen parallel
zur Einsatzkonzentration. Von Zyklus 7 bis Zyklus 15 fallen die Aktivitdten ab, obwohl die
Einsatzkonzentrationen, besonders bei den Zyklen 11-13, steigen.
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Abbildung 37: Hamoglobin-Verdau-Aktivitat der Rezyklierung. Jede Aktivitat wurde aus der linearen An-
fangssteigung der ersten sechs Stunden Reaktionszeit jedes Zyklus berechnet. Weiterhin ist nochmals
die Himoglobin-Einsatzkonzentration dargestelit.
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Ab Zyklus 16 sind die Aktivitdten wieder hdher und auch wieder besser korreliert mit den
Einsatzkonzentrationen. Zyklus 20 ist sogar nahezu identisch mit Zyklus 6, bezogen sowohl
auf die Einsatzkonzentration, als auch die Aktivitat. Somit 1asst sich festhalten, dass die Akti-
vitdt des Hamoglobin-Verdaus zwar schwankt, nicht aber den stetigen Abfall der Suc-AAPF-
pNA-Aktivitdt nachvollzieht und, besonders beim Vergleich der Zyklen 2—6 mit den Zyklen
16-20, kein Aktivitatsverlust auftritt.

Das Suc-AAPF-pNA-Molekull ist bedeutend kleiner als Hamoglobin (624,6 g/mol zu
64500 g/mol). Dadurch kann es dichter an die Partikeloberflache gelangen und von immobili-
sierten Enzymen verstoffwechselt werden, die fir Hamoglobin nicht zugénglich sind. Weiter-
hin ist eine gegenseitige sterische Hinderung von Hamoglobin-Molekllen an der Partikel-
oberflache viel wahrscheinlicher als bei Suc-AAPF-pNA. Mdglicherweise fuhrt beides dazu,
dass die Deaktivierung des Enzyms, deren Trend bei Suc-AAPF-pNA offensichtlich ist, noch
nicht im Hamoglobin-Verdau sichtbar ist, da dieser sehr viel langsamer von statten geht und
insgesamt weniger Enzyme an der Partikeloberflache verwendet, als die Suc-AAPF-pNA-
Verstoffwechselung. Gleichzeitig kann auch eine mdégliche Substratlimitierung (s.0.) des Ha-
moglobins eine Rolle spielen. Es liegen zu wenige Hamoglobin-Molekule in Ldsung vor, um
alle immobilisierten Enzyme zur Verstoffwechselung notwendig zu machen. Selbst wenn
einige immobilisierte Enzyme denaturieren, verbleiben genug zum Verdau. Diese Fragestel-
lung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht und sollte Bestandteil zukinfti-
ger Arbeiten sein.

Beim Vergleich der Aktivitdt des Hamoglobin-Verdaus der Immobilisate im halbtechnischen
MaBstab (ohne Zyklus 1) mit der Aktivitat der Immobilisate der Rickstellprobe im Labormal3-
stab (siehe Kapitel 4.7) ist aufféllig, dass die Aktivitat von 1,56 mU/g bei keinem der Zyklen,
trotz etwas hdéheren Einsatzkonzentrationen (die Einsatzkonzentration im LabormaBstab war
genau 1,0 g/l), erreicht wird. Mdgliche Erklarungen sind eine besseren Durchmischung der
Partikel im LabormaBstab (Schitteln im Thermomixer bei 1400 rpm gegen das Rihren mit
dem Schragblattrihrer bei 250-350 rpm), die Scherbelastung durch den Schragblattrihrer
und eine dadurch verursachte initiale Denaturierung sowie Auswirkungen des ersten Zyklus
durch die Anlagerung von Hamoglobin-Bruchstiicke an die Partikel, die sich schwer desor-
bieren lassen und die aktiven Zentren teilweise blockieren.

Die absolute Partikelmasse zu Beginn des rezyklierten Hamoglobin-Verdaus wurde zu 52,2 g
Partikel bestimmt. In 5 | Lagerlésung, nach Entleerung des Durchfluss-Separators nach Ab-
schluss der Rezyklierung, wurde eine Partikelkonzentration von 9,7 g/l gemessen, wodurch
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sich eine Partikelmasse von 48,5 g ergibt. Die Separatorkammer enthielt bei der Endreini-
gung noch erkennbar Partikel, ebenso waren in den Schlduchen der Anlage noch einige Par-
tikelsedimente sichtbar, besonders an Ventilpositionen, die nicht aktiv durchstromt, jedoch
beim Umschalten kurzfristig geoffnet waren. Unter Berlcksichtigung des zwanzigfachen
Substrataustauschs ist der Partikelverlust des Hamoglobin-Verdaus im halbtechnischen
MaBstab somit als gering anzusehen.

4.8.4 Fazit des Scale-ups

Als Fazit aus dem Scale-up Versuch l&sst sich festhalten, dass die Immobilisierung erfolg-
reich vom LabormafBstab auf den halbtechnischen MaBstab skaliert werden konnte. Die Im-
mobilisate der bei 4 °C gelagerten Rlckstellprobe waren Gber 27 Tage lagerstabil. Der Aktivi-
tatsverlauf der Immobilisate im zwanzigmal rezyklierten Hamoglobin-Verdau ist abhangig
vom untersuchten Substrat, fir den Hamoglobin-Verdau entsprach die Aktivitat nach zwanzig
Zyklen der Anfangsaktivitédt, wahrend beim Suc-AAPF-pNA-Assay noch 61 % der initialen
Aktivitdt messbar waren. Die Beladung der Partikel konnte per FTIR ATR bestimmt werden
und war im Rahmen der Modellvorhersagegenauigkeit konstant. Die Durchfiihrung der Sepa-
ration, sowohl bei der Immobilisierung, als auch bei der Rezyklierung, ist mit Hilfe des Durch-
fluss-Separators sehr einfach méglich und verursacht nur geringen Partikelverlust.
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5 FAZIT UND AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit untersuchte den Einsatz kommerzieller, magnetischer Mikropartikel
zur kovalenten Immobilisierung von a-Chymotrypsin und die Anwendung der daraus resultie-
renden Immobilisate in einem halbtechnischen Beispielprozess, in welchem die Immobilisate

Uber zwanzig Zyklen zum hydrolytischen Verdau von Hamoglobin eingesetzt wurden.

Flr das Erreichen dieses Ziels wurden die kommerziellen PerkinElmer chemagen M-PVA
C22 Partikel auf ihre PartikelgréBenverteilung, Magnetisierbarkeit sowie, durch elektronen-
mikroskopische Aufnahmen, auf ihre Form hin charakterisiert. Die Extrahierbarkeit der zur
Partikelsynthese eingesetzten Reagenzien Magnetit (Eisenoxid), Cer, Acrylsdure, Polyvi-
nylalkohol und Glutaraldehyd wurde untersucht. Die gréBte Extrahierbarkeit von Eisen (um
1 mg/l) war in reinem Wasser gegeben, fir alle anderen Lésungsmittel lag die Extrahierbar-
keit deutlich darunter. Ansonsten konnte nur noch PVA (im Mittel 2,5 mg/l) mittels Ethanol

extrahiert werden, alle anderen Ergebnisse waren unterhalb der Bestimmungsgrenze.

Die Zweischrittimmobilisierung von a-Chymotrypsin und Tyrosin-Tripeptid wurde mittels sta-
tistischer Versuchsplanung (DoE) optimiert. Zunachst wurden nach den Einflussfaktoren der
Aktivierungsbedingungen der Partikel mit EDC gescreent. In der folgenden Optimierung wur-
de ein sog. Onion-Design Uber finf Wertevariationen pro Parameter (zwei niedrige Einstel-
lungen, Zentralpunkt, zwei hohe Einstellungen) durchgefiihrt. Dieses DoE wurde anschlie-
Bend um einen erhéhten EDC-Konzentrationsbereich (bis 1,3 g EDC / g Partikel) erweitertet
und so Optima gefunden, bzw. Wertebereiche identifiziert, die zu robusten Beladungs- und
Aktivitatsausbeuten fihrten. Als Abschluss der DoE-Versuche wurden mit den optimierten
Aktivierungsbedingungen die Kopplungsbedingungen fir a-Chymotrypsin, bzw. Tyrosin-
Tripeptid untersucht und Optima identifiziert. Mit den optimierten Protokollen wurden Bela-
dungskurven sowohl fiir Tyrosin-Tripeptid, als auch a-Chymotrypsin erstellt.

Mittels FTIR ATR wurde eine Methode zur Quantifizierung der immobilisierten Enzymmasse
auf carboxylierten M-PVA Partikeln erstellt. Mit dieser Methode kénnen Beladungen direkt
auf dem Partikel bestimmt werden, ohne auf die Analyse der Uberstidnde zur Berechnung
der Beladungen angewiesen zu sein. Dies ist besonders beim Verlassen des Labormafstabs
hilfreich, wie z.B. bei der Immobilisierung im halbtechnischen MaBstab, wo die Uberstands-
bestimmung nicht mehr einfach durchzufiihren ist. Fir zukilnftige Arbeiten bietet sich die
Untersuchung einer méglicherweise verfeinerten Kalibration der FTIR ATR Modelle mit ei-
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nem anderen Verfahren als dem BCA-Assay an, um so gegebenenfalls die Genauigkeit der
Kalibration und damit die Vorhersagegenauigkeit der Modelle zu erhéhen (ein Modell kann
nicht genauer sein als die Messmethode, mit der es kalibriert wurde).

Adsorptive und kovalente Immobilisate von a-Chymotrypsin wurden im LabormafBstab in ei-
ner Hamoglobin-L&sung rezykliert, um die eventuelle Desorption des Enzyms unter Prozess-
bedingungen zu untersuchen, sowie um die Quantifizierung mittels FTIR ATR zu testen.
Waéhrend die adsorptive Beladung Uber drei Zyklen deutlich desorbierte, blieb die kovalente
Beladung konstant. Mit diesem wichtigen Ergebnis wurde ein Scale-up Versuch geplant, in
dem die Immobilisierung der Partikel in einem halbtechnischen MaBstab ebenso gezeigt
wurde, wie der zwanzigfache Einsatz der Immobilisate zum Hamoglobin-Verdau. Hierfur
wurde ein weiterer Aktivitdtsassay, basierend auf dem Hamoglobin-Verdau entwickelt und
erfolgreich eingesetzt. Die Immobilisierung konnte erfolgreich auf den halbtechnischen MaB3-
stab Ubertragen und die Eignung der FTIR ATR Methode zur Quantifizierung der Partikelbe-
ladung zur Prozesskontrolle gezeigt werden. Mittels der FTIR ATR Methode wurde die kon-
stante Enzymbeladung der Partikel Gber die zwanzig Zyklen gezeigt. Wahrend die Immobi-
lisate bei der Aktivitdts-Analyse mittels Suc-AAPF-pNA-Substrat 40 % Aktivitdt Ober die
zwanzig Zyklen im Vergleich zur Ausgangsaktivitat einbiBten, zeigte sich keine Abnahme
der Aktivitat bei der Verstoffwechselung des Hamoglobins. Hier sollten zuklnftige Arbeiten
eventuelle Diffusions- und Substratlimitierungen untersuchen. Als zusatzliches Ergebnis
konnte die Lagerstabilitat der Immobilisate bei 4 °C Uber 27 Tage gezeigt werden.

Es bleibt festzuhalten, dass der halbtechnische Hamoglobin-Verdau nur ein Beispielprozess
war, eine weiterfihrende Untersuchung dieser Reaktion ist nur von akademischem Interes-
se. Die Anwendbarkeit von immobilisierten Enzymen in biokatalytischen Schritten im Ver-
gleich zu ihrem Einsatz in freier Form ist immer vom spezifischen Enzym/Substrat-, bzw.
Partikel/Enzym/Substratsystem abhangig, so dass sich Reaktionsoptimierungen nur schwer
Ubertragen lassen und immer fir den konkreten Fall durchgefiihrt werden missen. Die vor-
liegende Arbeit zeigt jedoch, dass sich die statistische Versuchsplanung fir eine solche Un-
tersuchung sehr gut eignet, und die Ergebnisse der Immobilisierungen liefern einen Hinweis
darauf, dass sich das gefundene Optimum des enzym-, bzw. peptidunabhangigen Aktivie-
rungsschritts der Carboxygruppen einfach auf andere Immobilisate, ausgehend von den glei-
chen Tragerpartikeln, Ubertragen l&sst. Unabhéangig hiervon stellt die entwickelte Quantifizie-
rung der Partikelbeladung mittels FTIR ATR ein neues und universales Hilfsmittel flr die

Prozesskontrolle von Biotransformationen unter Einsatz von Enzymimmobilisaten dar.
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7 ANHANG

7.1 Daten zur Protokolloptimierung mittels statistischer Versuchspla-

nung

7.1.1 Screening der Aktivierungsbedingungen mit EDC

Tabelle 29: Faktoren und Antworten des Screening-DoEs zur Partikelaktivierung; die a-Chymotrypsin-
Einsatzkonzentation betrug 31 mg/g Partikel, die eingesetzte Aktivitit dieser Konzentration 3436 U/g
Partikel, bzw. 109 U/mg freies Enzym.

. Aktivie- Aktivie- EDC- Aktivitats-

Nr. p-H Akti- rungstem- rungszeit Konzentration [g Beladungs- ausbeute

vIering - eratur o] [min] EDC /g Partikel] ~ 2uSPeutel®l oo
1 53 11 10 0,18 97 28
2 5,7 11 10 0,18 98 21
3 5,3 37 10 0,18 65 21
4 57 37 10 0,18 61 19
5 5,3 11 35 0,18 95 33
6 5,7 11 35 0,18 94 31
7 53 37 35 0,18 38
8 5,7 37 35 0,18 38
9 5,3 11 10 0,27 97 23
10 57 11 10 0,27 97 22
11 5,3 37 10 0,27 92 29
12 5,7 37 10 0,27 87 30
13 5,3 11 35 0,27 97 24
14 5,7 11 35 0,27 97 23
15 5,3 37 35 0,27 39
16 57 37 35 0,27 39
17 5,5 24 22,5 0,22 88 30
18 55 24 22,5 0,22 90 29
19 5,5 24 22,5 0,22 91 31
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7.1.2 Optimierung der Aktivierungsbedingungen mit EDC

Tabelle 30: Faktoren und Antworten des Onion-DoEs zur Partikelaktivierung; die
Enzymeinsatzkonzentation betrug 37,4 + 1,7 mg/g Partikel, die eingesetzte Aktivitat dieser Konzentration
3786 1 272 U/g Partikel, bzw. 101 U/mg freies Enzym.

. Aktivie- Aktivie- . Beladungs-  Aktivitats-
Nr. \eil;lerﬁhtl- rungstem-  rungszeit anéiégnz%'::ﬁtk';'i' ausbeute ausbeute
9 peratur[°C] _[min] 9 9 [%] [%]

1 5,7 20 26 0,34 96 24
2 6,1 20 26 0,19 25 21
3 6,1 20 26 0,34 94 25
4 5,7 20 46 0,19 14 20
5 5,7 20 46 0,34 54 26
6 6,1 20 46 0,19 8 14
7 5,7 30 26 0,19 7 12
8 5,7 30 26 0,34 19 19
9 6,1 30 26 0,19 4 10
10 5,7 30 46 0,19 3 7
11 6,1 30 46 0,34 0 6
12 55 15 16 0,42 100 21
13 6,3 15 16 0,12 43 23
14 55 15 56 0,12 23 17
15 6,3 15 56 0,12 13 12
16 6,3 15 56 0,42 87 28
17 5,5 35 16 0,12 16 12
18 6,3 35 16 0,12 4 10
19 6,3 35 16 0,42 36 20
20 55 35 56 0,12 7 5
21 55 35 56 0,42 5 5
22 6,3 35 56 0,42 3 5
23 53 10 6 0,49 77 18
24 6,5 10 6 0,05 55 23
25 6,5 10 6 0,49 97 19
26 6,5 10 66 0,49 97 22
27 53 40 6 0,05 16 14
28 5,3 40 6 0,49 95 20
29 6,5 40 6 0,05 8 11
30 6,5 40 6 0,49 96 25
31 5,3 40 66 0,49 2 3
32 6,5 40 66 0,05 5 6
33 6,5 40 66 0,49 1 4
34 6,1 10 66 0,05 21 13
35 5,3 10 66 0,34 96 19
36 59 25 36 0,49 93 26
37 6,5 25 36 0,27 15 9
38 5,3 30 66 0,05 5 5
39 53 10 26 0,05 54 21
40 59 25 6 0,27 90 18
41 59 40 36 0,27 1 5
42 59 25 36 0,27 41 24
43 59 25 36 0,27 30 22

44 59 25 36 0,27 20 20
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7.1.3 Erweiterung des Onion-Designs um héhere EDC-Konzentrationen

Tabelle  31: Erweiterung des Onion-Designs um  hohere = EDC-Konzentrationen; die
Enzymeinsatzkonzentation betrug 37,4 + 1,7 mg/g Partikel, die eingesetzte Aktivitat dieser Konzentration
3786 + 272 U/g Partikel, bzw. 101 U/mg freies Enzym.

NF. Aktivierungs- Ak_tivie_rungs- EDC-Konzentrgtion Beladungs- Aktivitats-
temperatur [°C] zeit [min] [g EDC / g Partikel] ausbeute [%)] ausbeute [%]

1 10 6 0,89 97 21

2 10 66 0,89 94 19

3 10 6 1,3 97 20

4 10 26 1,3 94 20

5 10 46 1,3 94 19

6 10 66 1,3 94 19

7 30 66 1,3 93 19

8 40 6 0,89 92 19

9 40 66 0,89 18 7

10 40 6 1,3 95 21

11 40 6 1,3 91 21

12 40 46 1,3 100 28

13 40 66 1,3 22 10

14 20 6 1,3 93 19

15 20 66 1,3 81 15

16 25 36 0,68 88 21

17 25 36 0,68 89 20

18 25 36 0,68 88 20
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7.1.4 Optimierung der Kopplungsbedingungen von a-Chymotrypsin

Tabelle 32: Faktoren und Antworten des zweistufigen, vollfaktoriellen DoEs zur Kopplung von
a-Chymotrypsin. Die Enzymeinsatzkonzentration betrug 42 + 0,6 mg/g Partikel, die eingesetzte Aktivitat
dieser Konzentration 4759 + 71 U/g Partikel, bzw. 113 U/mg freies Enzym.

NF. pH Kopp- Temperatur Zeit Kopp- Beladungsausbeute Aktivitatsausbeute
lung Kopplung [°C] lung [h] [%] [%]
1 5,3 11 1 77 20
2 71 11 1 87 23
3 5,3 11 4 86 21
4 7,1 11 4 82 24
5 5,3 37 1 84 19
6 7,1 37 1 88 24
7 5,3 37 4 90 19
8 71 37 4 90 27
9 6,2 24 2,5 77 25
10 6,2 24 2,5 89 24
11 6,2 24 2,5 84 23

7.1.5 Optimierung der Kopplungsbedingungen von Tyrosin-Tripeptids

Tabelle 33: Faktoren und Antworten des zweistufigen, vollfaktoriellen DoEs zur Kopplung des Tyrosin-

Tripeptids. Die Peptideinsatzkonzentration betrug 54 + 6 mg/g Partikel.

Nr. pH Zeit Temperatur Beladungsausbeute [%]
1 8,5 1 11 59
2 8,5 1 37 54
3 8,5 4 11 62
4 8,5 4 37 55
5 12 1 11 90
6 12 1 37 82
7 12 4 11 89
8 12 4 37 89
9 10,25 2,5 24 57
10 10,25 2,5 24 55
11 10,25 2,5 24 57
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